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RESUMEN

Las especies reactivas de oxigeno (ERO), son generados en las células en
diversos procesos biol6gicos como la respiracion y en la catalisis mediada por diversas
enzimas (ej. hipoxantina/xantina oxidasa, lipooxigenasa, NADPH oxidasa, etc). Es
conocido que altos niveles de ERO producen estrés oxidativo mientras que bajos
niveles participan en vias de sefializacién sensibles a variaciones redox. En la célula,
existen diversos mecanismos que ayudan a mantener la homeostasis redox. Dos de
éstos, son el sistema dependiente de glutation y el sistema dependiente de la
tiorredoxina; los cuales constan de una reductasa (glutation reductasa, GR vy
tiorredoxina reductasa, TrxR ; respectivamente) que transfiere electrones provenientes
del NADPH a un sustrato (glutation o tiorredoxina). Sin embargo, se ha reportado la
existencia de una reductasa que es capaz de reducir tanto al glutatibn como a la
tiorredoxina (Sun, 2001). Esta selenoenzima, la Tiorredoxina Glutation Reductasa
(TGR), descrita primero en mamiferos, se ha reportado en diversos organismos
parasitos como en Schistosoma mansoni (Heather, 2002), Echinococcus granulosus
(Agorio, 2003) y en Taenia crassiceps (Renddn, 2004). A diferencia de los mamiferos
(que poseen ademas GR y TR), en los platelmintos antes mencionados solo se ha
encontrado a la TGR por lo cual se infiere que esta enzima es vital para estos
organismos. La TGR pura se inhibe con auranofin en concentraciones de 10 nM. En
este trabajo utilizamos el auranofin para evaluar su efecto en la sobrevivencia de los
cisticercos de T. crassiceps. Determinamos las condiciones 6ptimas de mantenimiento
de los cisticercos y diversos parametros de viabilidad: movimiento, colorantes vitales,
consumo de O, e infectividad. Adicionalmente, se homogeneizaron cisticercos tratados
y se evalud la actividad de la TGR mediante espectrofotometria y en un zimograma.
Nuestros resultados indican que a una concentracion 10 uM de auranofin la TGR se
inhibe a partir de las dos horas de exposicion a este compuesto aunque los cisticercos
sobreviven 10 horas més. Por otro lado, se demostré que el auranofin tiene un efecto
letal dosis-dependiente en los cisticercos de T. crassiceps, lo que corrobora la
propuesta de que la TGR es vital para la supervivencia de éstos parasitos, convirtiendo
a esta enzima en un blanco idéneo para el desarrollo de farmacos contra la

cisticercosis.

Palabras clave: Especies Reactivas de Oxigeno, Tiorredoxina Glutation Reductasa,

Taenia crassiceps, Selenoproteinas, Auranofin.
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INTRODUCCION

Segun estimaciones biogeoquimicas, la Tierra se origin6 hace
aproximadamente 4600 millones de afos. La primera evidencia de vida
microbiana se ha observado en rocas con una edad de 3860 millones de afos.
Asi mismo, el registro fésil parece indicar que los primeros organismos aerobios
(cianobacterias) surgieron probablemente hace 3000 millones de afios (Nelson
y Cox, 2008). Es notable observar que, aunque se cree que los tres dominios de
la vida ya habian divergido para ese entonces, la liberacion de O, producto de
la fotosintesis oxigénica y su acumulacion gradual en la atmésfera, permitieron
gue la velocidad de la evolucion (de nuevos organismos y nuevas rutas
metabdlicas) se incrementara considerablemente. (Mandigan, et.al. 2004)

En el caso de los organismos aerobios, el oxigeno permite extraer una
mayor cantidad de energia de los compuestos que son oxidados al servir como
ultimo aceptor de la cadena de transporte de electrones y reducirse a una
molécula de agua. Por lo contrario, en los organismos fotosintéticos oxigénicos
el agua se utiliza como un donador de electrones, los cuales seran utilizados
para generar poder reductor en la fase dependiente de luz de la fotosintesis.
Adicionalmente, se genera oxigeno como producto de la oxidacion del agua que
se libera a la atmésfera.

A pesar de que el oxigeno es indispensable para la existencia de la vida
aerobia, se sabe que bajo ciertas condiciones fisiolégicas (o patologicas)
pueden generarse diversas especies reactivas de oxigeno (ERO o ROS) que
pueden ser perjudiciales en altas concentraciones para los organismos, sin
embargo, a bajas concentraciones, pueden tener un papel importante en la

fisiologia celular.
1. Homeostasis redox
1.1 Definicién de homeostasis redox
Las células deben mantener un equilibrio en su estado reducido/oxidado

(redox) para evitar el dafio de sus componentes por una oxidacion excesiva que

la lleva al denominado estrés oxidativo. La conservacion rigurosa de este

12



equilibrio es especialmente importante porque pequefios cambios en esta
relacion sirven como un mecanismo de sefalizacion que regula multiples
procesos metabdlicos. Al mantenimiento de este equilibrio reducido-oxidado al
interior de las células, se le denomina homeostasis redox.

Drogue (2002), expone que la homeostasis redox se logra, en principio,
mediante un balance entre la tasa de produccién de especies reactivas pro-
oxidantes derivadas del oxigeno y nitrégeno; ERO y ERN respectivamente y la
tasa de eliminacion de éstos, por medio de los diversos mecanismos
antioxidantes que posee el organismo. Una sobre exposicion -0
sobreproduccion- de dichos compuestos (por ejemplo, el peréxido de hidrogeno
o el 6xido nitrico) pueden desencadenar diversos eventos que tienen por
finalidad inducir una respuesta protectora contra el posible dafio ocasionado y
tratar de recuperar el estado redox original de la célula. Dicha respuesta puede
consistir en aumentar la eficiencia de sus mecanismos antioxidantes. Es
importante sefialar que el estado redox es particular al tipo celular y a su nivel
de desarrollo dentro del ciclo celular asi como la funcion que ésta lleve a cabo
(Valko, et.al. 2007).

En el caso de procesos fisiolégicos en donde se generan especies
reactivas de manera espontanea (como en el caso de la respiracion
mitocondrial), el incremento inicial de ERO/ERN es relativamente pequeiio, por
lo que la respuesta antioxidante puede ser suficiente para compensar su
incremento y recuperar el equilibrio original.

El término sefializacién redox se usa para describir un proceso
regulatorio que se da a través de la modulacion de las reacciones redox, ya sea
por la formacién de ERO/ERN o por el decremento de la actividad de los
sistemas antioxidantes en forma muy controlada. El incremento regulado de
especies reactivas genera un desequilibrio temporal el cual representa las
bases fisiologicas de la regulacion redox. Un ejemplo de ello se da en el
proceso de la transduccion de sefales dependiente de ERO en el cual hay un
cambio temporal hacia condiciones mas oxidantes (Malpica, et.al. 2004 ; Rhee,
et.al. 2005 ; Halvey, et.al. 2005 ; Lee, et.al. 2007). En la célula, el proceso de
sefalizacion redox permite inducir respuestas en contra del estrés oxidativo y

restaurar el equilibrio redox original (Valko, et.al. 2007).
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Bajo ciertas condiciones (como en el caso de procesos de diferenciacion
celular o envejecimiento) el aumento de ERO / ERN se da de una manera
continua y la respuesta antioxidante puede no ser suficiente para regresar el
sistema a su nivel redox original sin embargo, aun es posible que el organismo
alcance un equilibrio semi-estable sin comprometer su supervivencia. Cuando la
célula se encuentra bajo ciertas condiciones patologicas se puede dar la
produccion elevada de ERO / ERN generando efectos indeseables al organismo
ocasionados por los efectos dafinos de éstos (Diplock, 1998) y un cambio en la
expresion genética y de sefializacion redox-dependiente. En este estado de
estrés oxidativo la célula es incapaz de regresar al equilibrio redox original con
la consecuente acumulacién de dafio oxidativo en los constituyentes celulares
(Jezek, 2005).

A continuacion se describen, por un lado, las principales ERO y ERN y
los mecanismos de generacién de éstas y por el otro, los diversos mecanismos
antioxidantes con los que cuenta la célula que incluyen enzimas, pequefias

moléculas y quelantes de metales en transicion.

1.2 Definicidon de especie reactiva de oxigeno

El oxigeno molecular (O) es un birradical, ya que tiene dos electrones no
apareados en su orbital externo, ambos con el mismo giro en paralelo (Figura
1). Esto impide que capte dos electrones simultdneamente en las reacciones en
la que interviene dado que un donador de un par de electrones cede
necesariamente un par antiparalelo. Por esta razén, el oxigeno sélo puede
intervenir en reacciones univalentes (Huberman, 1995), sin embargo, el oxigeno
es inerte a temperatura fisiolégica por lo que su reduccion necesita, en la
mayoria de los casos, la presencia de un catalizador (Brown, et.al. 1998).

Las moléculas producto de la reduccidon incompleta del oxigeno se
denominan especies reactivas de oxigeno (ERO) y varian en funcién de su
origen y/o reactividad (Norberg y Arner, 2001).

Es frecuente el uso del término “radical libre” (molécula que contiene, al
menos, un electron desapareado) como sinébnimo de ERO en funciéon de que
ambos pueden interactuar con biomoléculas comenzando una reaccion en
cadena que propicia la formacién de radicales libres. En el caso de las ERO
pueden clasificarse en dos tipos: a) radicales o b) no radicales (moléculas

14



reactivas derivadas del oxigeno con capacidades oxidantes) (Diplock, et.al.
1998).

Algunos de las ERO mas importantes por su papel fisiolégico son los
radicales superéxido (Oz'e), e hidroxilo (HO®); asi como la especie reactiva

peréxido de hidrégeno (H»05) y el oxigeno en singulete (*O.).

10-01 10-01 {0=0 15-O1 15-01
oxigeno oxigeno en singulete superoxido peréxido

oz (b
y
N DR DR DI
N S N DRt D)
O, 0, 102 O, - O22©

oxigeno oxigeno en singulete  superéxido  perdxido

Figura 1. Esquema de algunas especies reactivas de oxigeno. Se muestra la
representacion de Lewis (@) y la configuracion electronica parcial de algunas especies

reactivas de oxigeno (b).




- El radical superodxido (02'9). Este radical puede ser generado

principalmente por dos procesos celulares (Cuadro 1, reaccion 1y 2): i) durante
la respiracion por la reduccion monovalente espontanea del oxigeno a nivel de
complejo | y 1l (Wolin, et.al. 2005) y ii) durante el estallido respiratorio a través
de las NADPH oxidasas (NOX; E.C. 1.6.3.1) (Winterbourn y Hampton, 2008 ;
ver mas adelante). El radical superdxido es precursor de varias ERO siendo, al
contrario de lo que se creia antes, una especie poco reactiva (Hansberg, 2008).
Ademas, debido a que es una especie con una carga muy fuerte, no le es
posible difundir libremente a través de la membrana (Valko, et.al. 2007) por lo
cual se acumula principalmente al interior del compartimiento celular de origen
(matriz mitocondrial o el interior del fagosoma) o es liberado al citosol mediante
canales idnicos dependientes de voltaje (Wolin, et.al. 2005).

- El peréxido de hidrégeno (H20,). El radical superéxido puede ser
dismutado a perdxido de hidrogeno (H.O.) mediante la accion de la enzima
superoéxido dismutasa (SOD; E.C. 1.15.1.1) como se muestra en la reaccion 3
(cuadro 1). Puede ser generado deliberadamente por la célula por ejemplo,
como producto secundario de la generacion de superéxido por parte de las
NADPH oxidasas o como un producto secundario de la respiracién mitocondrial
y otros procesos metabdlicos (Winterbourn y Hampton 2008). El peréxido de
hidrogeno puede atravesar membranas y potencialmente difundir difundir a una
distancia 2000 veces mayor a la de su fuente de origen (Winterbourn, 2008).

- El radical hidroxilo (HO®). Este radical es probablemente la ERO mas
reactiva en los sistemas biologicos. Se forma a partir del peréxido de hidrogeno
y iones metélicos (libres o unidos a biomoléculas) mediante la reaccion de
Fenton en la cual se genera un electrén (producto de la oxidacién del Fe®,
Cu®) que reduce al peréxido de hidrogeno, generando a su vez al radical y al i6n
hidroxilo (reaccion 6). En la reaccion de Haber — Weiss, los iones oxidados en la
reaccion de Fenton son reciclados al ser nuevamente reducidos por la oxidacion
acoplada del radical superdxido (reaccion 7). Debido a su alta reactividad y a su
poca capacidad de atravesar membranas, este radical puede reaccionar con
componentes membranales generando dafio por lipoperoxidacion (Baynes y
Dominiczak, 2006; ver mas adelante) (reaccién 8).
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- El é&cido hipocloroso (HOCI). Dentro del proceso de estallido
respiratorio, se genera peréxido de hidrogeno y debido a la accidén enzimética
de la mieloperoxidasa, una enzima asociada a granulos de neutréfilos capaz de
oxidar haluros, como el cloro (Cle), es posible convertir al peroxido de
hidrégeno en un radical hidroxilo y en acido hipocloroso (HOCI) (reaccién 5).
Este Gltimo, al interactuar con aminoacidos en el organismo patégeno, puede
generar cloraminas. Adicionalmente, la reaccion del peroxido de hidrégeno y
del &cido hipocloroso puede llevar a la formacién del oxigeno en singulete (*O5)
(Hitchon y El-Gabalawy, 2004).

- El oxigeno en singulete (*O.). El oxigeno en singulete se origina cuando
uno de los dos electrones libres del O, cambia de giro al captar energia por lo
que ahora, al tener giro opuesto, los electrones libres se aparean
inmediatamente (Hansberg, 2008). En condiciones fisiolégicas, su generacion
se da en respuesta a la exposicion a la luz de algunos pigmentos biolégicos
como en el caso de la clorofila (Mandigan, et.al. 2004), el retinol, diversas
flavinas y porfirinas; asi como en tejidos y érganos expuestos a radiaciones

ionizantes terapéuticas (Huberman, 1995).

1.3 Definicidon de especie reactiva de nitrégeno

Adicionalmente, en la célula puede darse la formacion de moléculas
derivadas de la reduccion incompleta del nitrdgeno, denominadas
genéricamente especies reactivas de nitrégeno (ERN) (Valko, et.al. 2007) las

cuales varian en su origen y su reactividad. Un ejemplo de ellas pueden ser el
oxido nitrico (‘(NO)y el peroxinitrito (ONOOe), entre otros.

- El 6xido nitrico ('NO). El 6xido nitrico es un radical que puede difundir a
través de las membranas biolégicas (Kakkar y Singh, 2007) y que se genera
como producto secundario de la oxidacion de L-arginina a L-citrulina (reaccién
9, cuadro 1) por medio de una familia de isoenzimas: las 6xido nitrico sintetasas
(NOS; E.C. 1.14.13.39) (Nordberg y Arner 2001). Este compuesto puede ser
generado por células mediadoras de la inflamacién, por lo que puede ser
considerado como un mecanismo de defensa del hospedero (Winterbourn y
Hampton, 2008). En bajas concentraciones, puede participar en procesos de
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sefalizacion celular (Winterbourn, 2008) mientras que en altas concentraciones,
puede resultar citotoxico para la célula que lo genera (Diplock, et.al. 1998).
Adicionalmente, se sabe que esta molécula puede participar en diversos
procesos fisiolégicos como la neurotransmision, la regulacion de la presion
sanguinea, mecanismos de defensa, relajacion del musculo liso y regulacion
inmune (Valko, et.al. 2007).

-El peroxinitrito (ONOO®). Las células del sistema inmune producen de
forma simultdnea los radicales superdxido y 6xido nitrico durante el estallido
respiratorio ocasionada por procesos inflamatorios (Valko, et.al. 2007). Esto se
debe a que ambos compuestos pueden reaccionar para generar peroxinitrito
(cuadro 1, reaccion 10), un compuesto altamente citotoxico y microbicida debido
a su capacidad de reaccionar directamente con diversas biomoléculas
(Nordberg y Arner, 2001) generando con ello otros radicales, entre ellos el
radical hidroxilo el cual es producido en mayores cantidades que la que se
genera por la reaccion de Fenton (Kakkar y Singh, 2007).

- Otras. A su vez, el peroxinitrito puede generar otras especies reactivas
al reaccionar directamente con otros compuestos: a) al reaccionar con CO,
forma peroxicarboxilato nitroso (ONOOCO,®); b) puede protonarse para formar
acido peroxinitroso (ONOOH) y posteriormente romperse originando al radical
hidroxilo y diéxido de nitrégeno ((NOy); y c) puede rearreglarse y dar nitrato
(NO3) (Nordberg y Arner, 2001).

1.4 Procesos fisiolégicos generadores de especies reactivas

La generacion de distintas especies reactivas puede llevarse a cabo
mediante diversos procesos fisioldgicos:

- Respiracion. Se sabe que aproximadamente el 1-3% del oxigeno
molecular consumido durante la respiracion se reduce a superoxido (Ott, et.al.
2007). Esta reduccion puede llevarse espontaneamente a distintos niveles de la
cadena de transporte de electrones: 1) a nivel del Complejo I (NADH
deshidrogenasa), en la regién proximal al sitio de inhibicién por rotenona y 2) la
region del ciclo Q, en la parte distal al sitio de inhibicion por mixotiazol o en la
parte proximal al sitio de inhibicion de la antimicina A (Wolin, et.al. 2008).
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- Estallido respiratorio. Algunas células del sistema inmune como los
macréfagos y los neutréfilos generan ERO como parte del mecanismo de
defensa contra patégenos intra- e intercelulares (Hitchon y El-Gabalawy, 2004).
Esta accibn es mediada por una familia de enzimas: las NADPH oxidasas
(NOX). Las NOX son un grupo de hemoproteinas transmembranales las cuales
tienen por funcion transportar electrones de un donador citoplasmatico a un
aceptor, ya sea extracelular o intrafagosomal (Winterbourn, 2008) siendo, en la
mayoria de los casos, el NADPH el donador y el O, el aceptor (Bedard, et.al.
2007). En estos casos, ocurre un aumento en el consumo neto de O
denominado estallido respiratorio (Abbas, et.al. 2002), el cual va dirigido
principalmente a la produccién de ERO. Como producto de la accién de la NOX
tenemos la formacién de Oz'e el cual sera dismutado por SOD generando asi
H,O,. Ambas ERO pueden ser precursoras de otras especies reactivas como el
acido hipocloroso (Hitchon y El-Gabalawy, 2004).

- Mecanismos de transduccién de sefiales redox-dependientes. Se sabe
que distintas ERO y ERN pueden jugar un papel en varios procesos de
sefalizacion celular tan diversos como la diferenciacién y proliferacién celular,
angiogeénesis, envejecimiento y apoptosis (Halvey, et.al. 2005). Esto se debe
principalmente a que el citosol de las células es un medio principalmente
reductor y un gran numero de proteinas sensibles a variaciones redox son
reguladas por la formacion reversible de enlaces disulfuro a partir de sus tioles
vecinales (de SH, a S-S) (Malpica, et.al. 2004), afectando con esto su
conformacién o actividad enzimatica (Nordberg y Arner, 2001).

- Generacion de ERO en otros procesos fisioldgicos y/o patolégicos.
Existen, adicionalmente a los ya descritos, diversos procesos fisioldgicos que
llevan a la formacion de ERO, por ejemplo: i) La generacién de superéxido por
la accién de diversas enzimas como la xantina oxidasa, la lipoxigenasa y
ciclooxigenasa. (Nordberg y Arner, 2001); ii) Durante el proceso de
lipoperoxidacion, en el cual un radical, generalmente un HO®* sustrae un atomo
de hidrogeno de un &cido graso poliinsaturado iniciando una cadena de
reacciones de peroxidacion lipidica, comprometiendo con ello la estabilidad de
las membranas celulares al generar nuevos radicales de origen orgénico; iii) La
generacion de ERO en funcién de la exposicion a diversas presiones parciales
de oxigeno como en el epitelio y endotelio de alvéolos y bronquiolos en el
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pulmén debido a su gran exposicion a altas concentraciones de oxigeno y a
diferentes xenobibticos coo pueden ser compuestos minerales, Oxidos de
nitrégeno, ozono, humo de tabaco, etc. (Rahman,et.al. 2006); en respuesta a
condiciones de hipoxia en tejido vascular (Wolin, et.al. 2005) o de isquemia y
reperfusién (Hitchon y El-Gabalawy, 2004).

1.5 Mecanismos antioxidantes

Halliwell y Gutteridge han definido antioxidante como aquella sustancia
capaz de competir con otros sustratos celulares para evitar la oxidacién de
estos Ultimos (Drogue, 2002). En las células existen varios mecanismos
antioxidantes para reestablecer el estado redox original después de una
exposicion temporal a ERO. Dichos mecanismos pueden actuar a distintos
niveles evitando la generacion y/o acumulacién de especies reactivas y, por

consecuente, el dafio oxidativo a biomoléculas (figura 2).

Dafno a biomoléculas
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Figura 2. Niveles de los mecanismos antioxidantes. En negro se muestra la
reduccion tetravalente secuencial del oxigeno y la formacion de ERO, en gris se indica

el nivel de accién de los mecanismos antioxidantes.
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- Primer Nivel: en condiciones fisiolégicas, aproximadamente el 0.1-2% del
oxigeno molecular consumido durante la respiracion se reduce univalente a
superoéxido (Ott, et.al. 2007). Los mecanismos antioxidantes de este nivel lo
constituyen diversas metaloenzimas especializadas en llevar a cabo la
eliminacién de este radical por la dismutacion del superéxido en oxigeno
molecular y peréxido de hidrégeno. Dichas enzimas se denominan superéxido
dismutasas (SOD) (E.C. 1.15.1.1). Existen diversas isoformas de la SOD
(Filippin, et.al. 2008; Huberman, 1985; Castellanos-Gonzalez, et.al. 2002) :

a) Cu/Zn SOD intracelular: Esta isoforma se encuentra principalmente en el
citoplasma de eucariontes superiores. Esta constituida por dos subunidades con
un peso de 16 kDa cada una y contiene en su sitio activo un &tomo de Cu?* y un
atomo de Zn?".

b) Cu/Zzn SOD extracelular (EC SOD). A diferencia de la isoforma
citoplasmica, esta enzima es una glicoproteina compuesta por cuatro
subunidades con un peso molecular de 135 kDa. Comparte con su homdlogo
citoplasmico la presencia de un atomo de cobre y zinc en su sitio activo aunque
se le encuentra en fluidos e intersticios extracelulares.

c) Mn SOD. Esta isoforma se encuentra en bacterias y en la mitocondria de
las células eucariontes. Esta constituida por un homotetramero de 22 kDa por
cada subunidad y tiene un 4tomo de Mn** en su sitio activo.

La SOD es imprescindible en las células aerdbias y su ausencia en
anaerobios estrictos parece ser la causa por la que el oxigeno sea tan téxico
para estas células (Madigan, et.al. 2004) aunque, en algunos organismos
anaerobios facultativos que son parasitos se ha reportado la presencia de una
Unica isoforma de SOD que contiene un atomo de hierro en su sitio activo (Fe
SOD) presentando alta homologia con la Mn SOD (Brown, et.al. 1998). Cabe
mencionar que algunas bacterias pueden presentar Mn SOD y Fe SOD
(Nordberg y Arner, 2001).

- Segundo Nivel: Como ya se menciond anteriormente, el peréxido de
hidrogeno es un potente oxidante capaz de difundir potencialmente hasta 2000
veces mas alla de su sitio de origen (Winterbourn, 2008). Este nivel de defensa
esta constituido por un grupo de enzimas especializadas en llevar a cabo la
dismutacioén y eliminacién del H,O, generado en el nivel anterior, evitando con

ello la posibilidad de formacién del radical hidroxilo. Estas enzimas son la
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catalasa (E.C. 1.11.1.6) y dos familias de enzimas con actividad de peroxidasa:
las glutation peroxidasas (E.C. 1.11.1.9) y peroxirredoxinas.

- Catalasa (CAT): esta hemo-enzima es una proteina homotetramérica de
un peso total de 240 kDa que lleva a cabo principalmente la dismutacién de dos
moléculas de H;O, en agua y oxigeno aunque también puede contribuir en la
detoxificacion de otras moléculas como alcoholes y fenoles mediante el
acoplamiento a la reduccion del H,O,. La catalasa es una enzima ubicua en
muchas células aerobias, localizada principalmente en los peroxisomas.
(Rahman, et.al. 2006 ; Nordberg y Arner, 2001). En algunos protozoarios como
Entamoeba histolytica y en los tripanosomatideos no se ha encontrado esta
enzima por lo que se infiere que utilizan otras peroxidasas (Brown, et.al. 1998).

- Glutatiébn Peroxidasa (GPx). La glutation peroxidasa comprende una
familia de isoenzimas seleno-dependientes y no seleno-dependientes que
llevan a cabo la reduccion del H,O, utilizando como sustrato a dos moléculas
de glutation (GSH) llevandolo a su forma oxidada (GSSG) (Rahman, et.al. 2006;
Nordberg y Arner, 2004), que es reducido subsecuentemente por la glutatién
reductasa (GR), restableciendo asi el sustrato de las GPx. Dada la importancia
de este ciclo se abordara con detalle en una seccion aparte.

- Peroxirredoxinas (Prx) Las peroxirredoxinas son una familia de
proteinas homodiméricas que catalizan la reduccion del H,O, y alquil
hidroperoxidos a agua y alcohol, respectivamente. Contienen un residuo de
cisteina conservado en la regién amino terminal que es el sitio primario de
oxidacion del peréxido. Aunque las Prx son abundantes, su eficiencia catalitica
es menor que CAT o las GPx de uno a tres 6rdenes de magnitud (Rhee, et.al.
2005). Este tipo de proteinas han sido detectadas en organismos
representativos de los seres vivos, en distintos compartimientos celulares
(Winterbourn, 2008).

A la fecha, han sido identificadas en mamiferos seis isoformas
clasificadas en tres subgrupos: i) 2-Cys: incluye a las Prx I, Il y IV (de
localizacién citosdlica) ademéas de la Prx lll, la cual es considerada como la
principal responsable de la eliminacién de peréxido de H,O, de la mitocondria,
(Ott, et.al. 2007). Estas Prx contienen un residuo conservado adicional de
cisteina en su extremo carboxilo terminal, muestran un alto nivel de homologia y

requieren de tiorredoxina como su donador de electrones (Das, 2004) ii) 2- Cys

23



atipicas: en este grupo esta incluido la Prx V la cual se localiza en reticulo
endoplasmatico y en el espacio extracelular; presenta una reactividad mayor
con el peroxinitrito que con peroxidos (Winterbourn, 2008). iii) 1-Cys: en este
grupo se ubica la Prx VI. En el caso de las Prx V y VI pueden usar otros
donadores de electrones diferentes a la tiorredoxina, como el glutation (Das,
2004).

- Tercer Nivel: En este nivel, el radical hidroxilo producto de las
reacciones de Fenton y Haber-Weiss (asi como otros radicales organicos)
pueden ser neutralizados mediante diversos compuestos como la vitamina C y
la vitamina E, -entre otros-, las cuales funcionan como agentes reductores al
donar un atomo de hidrégeno a los radicales intermedios formados por accion
de ERO. A este nivel pueden actuar adicionalmente a compuestos vitaminicos,

otros no vitaminicos.

Compuestos vitaminicos:

- Vitamina C (Acido ascérbico). El &cido ascérbico (AA) es considerado
uno de los antioxidantes naturales mas poderosos y menos téxicos (Diplock,
et.al. 1998), pudiéndosele considerar como el principal antioxidante no-
enzimatico de fase acuosa (Baynes y Dominiczak , 2006). Es posible
encontrarla en altas concentraciones en tejidos animales (Diplock, et.al. 1998) y
vegetales (Blokhina, et.al. 2003).

El AA puede directamente neutralizar al superéxido, radicales hidroxilo,
radicales lipidicos peroxilo y al oxigeno en singulete; asi como algunas especies
reactivas de nitrégeno, reduciéndolos (Diplock, et.al. 1998; Blokhina, et.al. 2004,
Winterbourn, 2008). Simultdneamente, el AA se oxida a dehidroxi-ascorbato,
DHA (pasando antes por un intermediario radical dehidro-ascorbilo (As™), el
cual puede ser reducido nuevamente a ascorbato mediante la dehidroascorbato
reductasa (DHAR; Baynes, y Dominiczak , 2006) usando como reductante al
glutation (GSH) o mediante la tiorredoxina reductasa (TR) que usa como
donador de electrones a la tiorredoxina (Nordberg y Arner, 2001).

Adicionalmente, se sabe que el AA juega un papel importante en la
reduccién y reciclado de la vitamina E (Diplock, et.al. 1998; Blokhina, et.al. 2003
; Baynes y Dominiczak , 2006 ; Nordberg y Arner, 2001).
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-Vitamina E (Tocoferoles). El término “Vitamina E” es un nombre genérico
para todos los derivados de tocoles y tocotrienoles los cuales exhiben actividad
de a-Tocoferol (Diplock, et.al. 1998). Esta familia de isémeros presentan
importante actividad antioxidante lipofilica y estabilizante de membranas
(Baynes y Dominiczak, 2006).

Los a- Tocoferoles son considerado como los antioxidantes no-enzimaticos
de fase lipidica mas importantes, conocidos adicionalmente por ser
antioxidantes de rompimiento de cadena, puesto que son capaces directamente
de neutralizar radicales peroxil de origen lipidico (producto de Ila
lipoperoxidacién), previniendo asi la propagacion en cadena del dafio oxidativo
(Blokhina, et.al. 2003). Como productos de dicho proceso se obtienen
hidroperoxidos lipidicos y el radical tocoferoxilo. Este dltimo es mucho mas
estable y puede ser reducido por AA y GSH o ser completamente oxidado a
tocoferil-quinona (Diplock, et.al. 1998; Baynes y Dominiczak, 2006).

- Vitamina A y otros carotenoides. “Vitamina A” es un término genérico para
designar tres compuestos de fase lipidica: retinol, retinal y 4cido retindico. Su
precursor, el B-caroteno, forma parte del grupo de los carotenoides. Estos
altimos, son pigmentos naturales con pronunciada actividad antioxidante. Sus
propiedades quimicas estan relacionadas con la presencia de un extenso
sistema de dobles enlaces conjugados los cuales juegan un papel importante
en su funcion antioxidante ya que pueden desactivar al oxigeno en singulete y

neutralizar radicales peroxilo. (Diplock, et.al. 1998)

Compuestos no vitaminicos

- Glutation. El glutation presenta una amplia distribucidén en los seres vivos.
En la célula, es el tiol de bajo peso molecular intracelular mas abundante
(aproximadamente de 0.2 a 10 mM) por lo que juega un papel importante en el
control del estado redox necesario para la sefializacion redox (Nkabyo, et.al.
2002). Dada su importancia, se describira este compuesto en el siguiente
apartado.

- Compuestos fendlicos. Los compuestos fendlicos son metabolitos
secundarios diversos (flavonoides, taninos, ésteres de hidroxicinamato y
lignina), los cuales son abundantes en tejidos vegetales. Los polifenoles poseen

una estructura quimica que los hace ideales para llevar a cabo funciones de
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neutralizacion de radicales en funcion de: i) su alta reactividad como donadores
de electrones o atomos de hidrégeno; ii) la capacidad de los radicales derivados
de polifenoles para estabilizar y deslocalizar electrones desapareados (actividad
de rompimiento de cadena) y iii) su capacidad para quelar iones de metales de
transicion (necesarios para la reaccion de Fentén; Blokhina, et.al. 2001 y
Diplock, et.al. 1998).

- Acido lipéico (AL). El &cido lipdico es un grupo prostético esencial en
el componente dihidrolipoil transacetilasa (Ez) de deshidrogenasas mitocondria
les. LA esta covalentemente unido a una cadena lateral especifica de una lisina
para formar un motivo similar a lipoamida. El componente Es, también llamada
dihidrolipoil (lipoamida) deshidrogenada (LipDH), es finalmente la responsable
de la regeneracion de la lipoamida via NAD" y FAD. Por lo tanto, las funciones
in vivo de la LipDH en la mitocondria es oxidar la dihidrolipoamida.

El AL en su forma reducida (acido dihidroxilipéico, ADHL) tiene una gran
capacidad reductora. El uso terapéutico del AL (y del ADHL) ha sido explorado
y se ha observado que el AL / ADHL administrado como farmaco tiene muchas
propiedades antioxidantes como la quelacion de metales, neutralizaciéon de
radicales libres y regeneracién de otros antioxidantes como GSH, AA y vitamina
E. (Nordberg y Arner, 2001).

- Ubiquinona (Coenzima Q/ Qi0). La ubiquinona esta presente en bajas
concentraciones en plasma y en las membranas celulares pudiendo llevar a
cabo una funcion antioxidante, previniendo la lipoperoxidacion. La regeneracion
de la ubiquinona se da por la accion de la lipoamida deshidrogenada
pudiéndose llevar a cabo ademas por otros miembros de esta familia de
enzimas, como la tiorredoxina reductasa (TrxR; Norberg y Arner, 2001).

- Cuarto Nivel: Las ERO pueden llegar a causar modificaciones a
distintas estructuras celulares. En el caso de las proteinas, dichas
modificaciones de origen oxidativo ocurren a nivel de los residuos de cisteina, lo
gue puede conducir a cambios y/o la pérdida de su funcién al ocasionar una
fragmentacion quimica en la proteina oxidada o un aumento en su
susceptibilidad para ser degradadas via proteosoma (Valko, et.al. 2007). En
este nivel se lleva a cabo la reparacién del dafio oxidativo en proteinas por
alguno de los siguientes mecanismos: a) la regeneracion de las proteinas a su

estado reducido (Guezzi, 2005); b) la interaccion de las proteinas
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desnaturalizadas con moléculas con actividad similar a chaperonas (como la
tiorredoxina y la glutarredoxina) para reestablecer la configuracion nativa de la
proteina dafiada (Kern, et.al. 2003; Trotter y Grant, 2003) o c) la degradacion de
proteinas oxidadas ya que las modificaciones oxidativas en las proteinas
incrementan su susceptibilidad a ataque proteolitico y su posterior recambio al

estimular su sintesis de novo (Ott, et.al. 2007; Valko, et.al. 2007).

2. Sistemas dependientes del glutation y la tiorredoxina

Siendo los sistemas redox dependientes del glutation y la tiorredoxina los
dos sistemas mas importantes en el mantenimiento de la homeostasis redox de
la célula (Garrido y Grant, 2002; Trotter y Grant, 2003; Valko, et.al. 2007) y en la
activacion de transductores y moléculas efectoras (Das y White, 2002) que
participan en la sefializacion redox, procederemos a exponer brevemente cada

uno de sus componentes:

2.1 Sistema dependiente del Glutation (GSH)

El sistema dependiente del glutation comprende a las enzimas glutation
reductasa (GR) y glutation peroxidasa (GPx) ademas del tripéptido glutation
(GSH) y la proteina glutarredoxina (Grx).

a) Glutation. El glutation (L-y-glutamil-L-cisteinil-glicina) es un tripéptido
de glutamato, cisteina y glicina (Figura 3a), con una masa molecular de
aproximadamente 307 Da (Watson, et.al. 2004). Contiene un enlace peptidico
poco comun y entre el glutamato y la cisteina lo que previene que sea
hidrolizado por la mayoria de las peptidasas (Anderson, 1998). El glutation no
es facilmente oxidado a diferencia de sus precursores, la cisteina y la vy-
glutamilcisteina.

El glutation ha sido encontrado en diversos compartimientos celulares
como en: citosol, reticulo endoplasmico, vacuolas y mitocondrias entre otros
(Blokhina, et.al. 2002). Tiene varias funciones celulares importantes como el
transporte de aminoécidos, el mantenimiento del estado redox de proteinas y de
compuestos de bajo peso molecular, el mantenimiento del AA en su forma

reducida y la formacién de deoxirribonucledétidos.
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Figura 3. Sistema dependiente de glutation. Estructura quimica del glutation en su

forma reducida (GSH) y en su forma oxidada (GSSG) (a). Mecanismo general de

accion de las distintas enzimas de este sistema (b) y de la transferencia de electrones

del glutation a la glutarredoxina (c). Abreviaturas: GR, glutation reductasa; GPX,

glutation peroxidasa; Grx, glutarredoxina; Prot, proteina.

Adicionalmente, se sabe que el GSH puede reaccionar enzimaticamente

(a través de la familia de las glutation-S-transferasas, GST) o de manera no

enzimatica con compuestos xenobiéticos para formar compuestos conjugados
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solubles de glutatién, ayudando con esto a los procesos de detoxificacion
intracelulares (Rendon y Juarez, 2008). Protege contra el dafio oxidativo
causado por ERO formados por diversos procesos (Mustacich y Powis ,2000) o
participando en el reestablecimiento del correcto plegamiento de proteinas
afectadas durante el estrés oxidativo a través de las glutarredoxinas (Berndt,
2008). Existe creciente evidencia experimental que sugiere un rol adicional
regulatorio del glutation a través de su union covalente a proteinas
(glutationilacién; Rendon, et.al. 2004).

El glutation puede existir en dos formas: su forma tiol (GSH) y su forma
disulfuro (GSSG) (Figura 3a). En condiciones normales, la relacion entre las
concentraciones de glutation reducido y oxidado (GSH/GSSG) en citosol es
aproximadamente de 100: 1 en mamiferos (Renddén y Juarez, 2008). En
cambio, en el cisticerco de Taenia crassiceps esta relaciéon es de 5: 1 (Guevara-
Flores, 2004).

La relacion GSH/GSSG en la célula es un indicador importante del
ambiente redox y el principal determinante del potencial redox celular (Berndt,
et.al. 2007). Dicho potencial esta en funcién del estadio celular y cambia
ligeramente durante la progresion celular hacia la proliferacion, la diferenciacion
celular y apoptosis. En dichos procesos celulares existe una progresion natural
hacia un estado mas oxidado por lo que cambia la relacion GSH / GSSG
(Nkabyo, et.al. 2002).

Se sabe que existen varios organismos que no sintetizan glutation
(muchos procariontes y algunos eucariontes) por lo que ocupan diversos
compuestos para sustituirlo por ejemplo cisteina libre (Brown, et.al. 1998), el
tripanotion (Miller, et.al. 2003; Krauth-Siegel e Inhoff, 2003) o el micotiol
(Newton y Fahey, 2002).

b) Glutation Peroxidasa (GPx). La glutation peroxidasa (E.C. 1.11.1.9
GSH : H;O, oxidorreductasa) fue la primera selenoproteina especifica de
mamifero que fue identificada y se le conoce actualmente como GPx-1 (Papp,
et.al. 2007). Como se mencion0 anteriormente, esta familia esta constituida por
enzimas que llevan a cabo la reduccion de distintos tipos de peréxidos a sus
respectivos alcoholes utilizando como sustrato a dos moléculas de glutation
(GSH) que se oxidan dando lugar a su forma disulfuro (GSSG) (Rahman, et.al.
2006 ; Nordberg y Arner, 2001), como se indica en la siguiente reaccion:
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2GSH + ROOH +H® ===  GSSG + ROH + H,O
GPx

A la fecha, esta familia esta constituida por siete isoenzimas en
humanos, de las cuales, solo las GPx-5 y GPx-7 no son selenoenzimas, por lo
gue éstas Ultimas no son inhibidas por compuestos derivados del oro (I).
(Gromer, et.al. 2005).

En general, estas enzimas son homotetrameros con un peso molecular
de alrededor de 70-100 kDa (aunque algunas como la GPx-4 es monomérica).
Pueden ser de localizacion intracelular (citosol, mitocondria y nucleo),
asociadas a membranas, o de localizacidn extracelular (plasma e intestino). Su
abundancia en algunos 6rganos como el higado depende de la disposicion de
selenio (GPx-2). En este Organo es la principal defensa para reducir
hidroperoxidos orgénicos.

c) Glutation Reductasa (GR). La glutatién reductasa (E.C. 1.6.4.2.
NADI[P]H : GSSG oxidoreductasa), es un miembro representativo de la familia
de las flavoproteinas disulfuro reductasas. Estas enzimas son dependientes de
la presencia de un grupo prostético FAD, el cual actia como un intermediario de

la transferencia de electrones del NADPH al glutation oxidado (GSSG):

GSSG + NADPH + H® ey 2 GSH + NADP®
GR

La GR se encuentra formando un homodimero con un peso molecular de
50 kDa por subunidad. Desde su descubrimiento en 1935 en extractos
eritrocitos, la GR ha sido purificada de representantes de la mayoria de los
grupos de los seres vivos, sin embargo, no es una proteina universal. La
ausencia de esta enzima ha sido reportada en varios organismos, que en su
caso, utilizan diversos mecanismos para suplir su carencia por ejemplo: i) en el
caso de Drosophila melanogaster se ha encontrado GSH no asi la GR por lo
gue se propone que la reduccion del primero es dependiente directamente de la
tiorredoxina (Missirlis, et.al. 2002), ii) en el caso de los organismos que utilizan

otros compuestos tioles diferentes al glutation es posible encontrar una enzima
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disulfuro reductasa especializada en la reduccion del tiol utilizado, por ejemplo,
la micotiol reductasa (MSH-R) en el caso de Mycobacterium y Streptomyces
(Newton y Fahey, 2002) y la tripanotion reductasa (TrpR) en el caso de los
tripanosomatideos (Mdller, et.al. 2003) (ver apartado anterior).

d) Glutarredoxina (Grx). Las glutarredoxinas son proteinas pequefias,
usualmente alrededor de 9-15 kDa, las cuales existen en varias isoformas en
los organismos que sintetizan glutation.

Basados en el numero de cisteinas en su sitio activo, las glutarredoxinas
pueden dividirse en dos categorias principales: i) con motivo ditiol (Cys-Pro-Tyr-
Cys) y ii) con motivo motiol (Cys-Gly-Phe-Ser) diferencidandose ademas por su

mecanismo de accion:

Mecanismo ditiol:

Grx —(SH),; + Prot —(S;) w——) — Grx—(S;) + Prot—(SH),

Mecanismo monotiol:

Grx —=SH + Prot —SSG =) Grx -SG + Prot-SH
Grx-SG + GSH — Grx -SH + GSSG

En E. coli hay tres isoformas de Grx ditiol mientras que en levaduras y
mamiferos solo se han observado dos isoformas: una citosélica y una
mitocondrial. Un caso especial son las plantas pues se ha encontrado que el
genoma de Arabidopsis thaliana codifica para 14 glutarredoxinas ditiol.

Las principales funciones de las glutarredoxinas son: 1) reducir
directamente al GSSG (o0 a ciertas proteinas) a través de electrones
provenientes del NADPH (mecanismo ditiol); 2) reducir proteinas generando
disulfuros mixtos con GSH (glutationilacién) utilizando un mecanismo que
requiere solo uno de los residuos del sitio activo de la glutarredoxina
(mecanismo monotiol; Figura 3b) Ademas, debido a su capacidad de donar
electrones, puede participar como un regulador de la respuesta ante estrés
oxidativo (Berndt, et.al. 2008).
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2.2 Sistema dependiente de la Tiorredoxina (Trx)

El sistema de tiorredoxina comprende a las enzimas tiorredoxina
reductasa (TrxR) y tiorredoxina peroxidasa o peroxirredoxina (Prx), ademas de
la proteina tiorredoxina (Figura 4a).

a) Tiorredoxina (Trx). La tiorredoxina es una proteina pequefia de
aproximadamente 12 kDa con un sitio catalitico con un motivo conservado
WCGPC. Puede existir en su forma oxidada (Trx — [S;]) o reducida (Trx —
[SH],). Participa en reacciones redox a través de la oxidacion reversible de
tioles en su sitio activo (Madelon, et.al. 1999). Esta ampliamente distribuida a
través de la escala filogenética pues es posible encontrarla en distintos grupos:
desde bacterias hasta vertebrados (Hill, et.al. 1997 ; Brown, et.al. 1998 ; Zhong
y Holmgren, 2000 ; Krnajski, et.al. 2001 ; Garrido y Grant 2002 y Gelhaye, et.al.
2005).

En plantas hay al menos 20 genes que codifican para 6 isoformas
(Gelhaye, et.al. 2005), mientras que en E. coli, en levaduras y en células de
mamifero solo se ha encontrado de uno a dos genes (Garrido, 2002, Berndt,
2008).

La principal funcion de la tiorredoxina en su forma reducida es la de
proveer equivalentes reductores a una amplia variedad de rutas metabdlicas y
procesos intracelulares como en la sintesis de deoxirribonucleétidos (Wang,
et.al. 1998), en la detoxificacion de peroxido via las tiorredoxina peroxidasas
(Mustacich y Powis, 2000) y la de mantener a las proteinas intracelulares en su
estado reducido (Arnér y Holmgren, 2000). Adicionalmente, se ha podido
comprobar que la Trx y la Grx pueden tener actividad de chaperonas en
condiciones de estrés oxidativo y choque térmico (Kern, et.al. 2003).

En diferentes estirpes celulares de mamifero, la Trx-1 (citoplasmica) se
expresa de manera constitutiva aunque se ha demostrado que el incremento en
su nivel de expresion génica, puede ser inducido por diversos padecimientos
como infeccion viral, irradiacion con UV, estrés oxidativo, etc. (Madelon, et.al.
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Figura 4. Sistema dependiente de la tiorredoxina. Mecanismo general de accion de
las enzimas participantes en este sistema (a). Actividad reductasa de la TGR (b).
Abreviaturas: TrxR: tiorredoxina reductasa; TPx: tiorredoxina peroxidasa; Trx:

tiorredoxina; TGR: tiorredoxina glutation reductasa.

1999) Adicionalmente, se sabe que la activacion de ciertos tipos celulares
puede conducir a la secrecion de la Trx-1 al espacio extracelular (donde puede
tener actividad similar a citosina o participar en la reduccion de proteinas blanco
(Windle, et.al. 2000) o su translocacion al nucleo en donde puede facilitar las
interacciones proteinas- acidos nucléicos, prevenir dafio oxidativo y proveer de

equivalentes reductores (Watson; et.al. 2004).
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b) Tiorredoxina Peroxidasa (TrxP). Las peroxirredoxinas dependientes de
tiorredoxina de tipo 2-Cys, también llamadas tiorredoxina peroxidasas (E.C.
1.11.1.15 ; reductante que contiene tioles : hidroperdxido oxidorreductasa)
forman un gran grupo de proteinas con actividad de peroxidasa seleno-
independiente y que son capaces de reducir directamente perdxidos, como el
H,O, o hidroperoxidos de origen lipidico, a costa de los equivalentes
provenientes de la tiorredoxina (Trx — [SH],), llevandola a esta ultima a su forma
oxidada (Trx — [Sz] ; Rahman, et.al. 2006 ; Nordberg y Arner, 2001) la cual sera
nuevamente reducida por la tiorredoxina reductasa (TrxR) cerrando asi el ciclo

de la tiorredoxina:

Trx — [SH];+ ROOH == Trx —[S,;] + ROH + H,0
TrxP

c) Tiorredoxina Reductasa (TrxR). La tiorredoxina reductasa (E.C.
1.6.4.3. NAD[P]H : Trx oxidorreductasa) es una flavoenzima homodimérica
NADPH-dependiente que mantiene a la tiorredoxina en su estado reducido, de

acuerdo a la siguiente reaccion:

Trx-(S2) + NADPH + H* —l Trx-(SH), + NADP*
TrxR

En la naturaleza, es posible encontrarla en dos formas (Figura 5a): i) una
forma de bajo peso molecular (35 kDa por mondmero) presente en
procariontes, en la mayoria de los eucariontes inferiores (incluyendo levaduras)
y en plantas; y ii) una forma de alto peso molecular de aproximadamente 55
kDa por monomero (Gromer,et.al. 1998) que es homologa a GR (Hill, et.al.
1997) y que esta presente en eucariontes superiores como los mamiferos,
aunque también se ha reportado en Plasmodium falciparum (Krnajski, et.al.
2001).

Se sabe que las TrxR de origen bacteriano presentan gran especificidad
por su sustrato natural mientras que las TrxR de muchos otros organismos, por
ejemplo en los mamiferos, presentan afinidad variable por distintos sustratos
(Hill, et.al. 1997; Zhong y Holmgren, 2002). Como otros miembros de la familia
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de las disulfuro oxidorreductasas, la TrxR muestra dominios de unién a NADPH
y FAD, una secuencia de interfase necesaria para la dimerizacién de la enzima
y un sitio activo redox cerca del extremo amino-terminal (Missirlis, et.al. 2002).
Las TrxR de alto peso molecular presentan un sitio activo redox carboxilo-
terminal adicional al de las TrxR de bajo peso molecular que solo presentan uno
(Andricopulo, et.al. 2006; figura 5a).

Adicionalmente, se sabe que la TrxR de varios organismos eucariontes
(incluyendo a los mamiferos) presentan en su sitio activo redox carboxilo
terminal un residuo de selenocisteina (Sec, U en el codigo de una letra ; Lacey
y Hondal, 2006) lo que le confiere la capacidad de reducir una amplia variedad
de compuestos adicionales a su sustrato natural (Hill, et.al. 1997 ; Gromer, et.al.
1998 ; Mustacich y Powis, 2000). La presencia de Sec convierte a esta enzima
en una selenoproteina, lo que le confiere atributos particulares de este tipo de
proteinas.

En mamiferos se han descrito tres isoformas de la TrxR que se encargan
principalmente de la reduccion de la Trx y de otras proteinas asi como de otros
sustratos redox no protéicos en la célula (Missirlis, et.al. 2000; Papp, et.al.
2007):

- Tiorredoxina Reductasa 1 (TrxR-1, TR1, TRa). Esta selenoenzima es de
localizacidén principalmente citosélica y esta involucrada en muchos
aspectos de la regulacién redox celular. En algunos casos especiales es
capaz de actuar como prooxidante e inducir apoptosis (Anestal, et.al.
2008). Actualmente, debido a su importancia dentro del sistema
dependiente de tiorredoxina, es considerado como un blanco para el
desarrollo de farmacos contra diversos padecimientos como cancer y la
artritis (Arner y Holmgren, 2006).

- Tiorredoxina Reductasa 2 (TrxR-2, TR3, TRp). Esta selenoenzima se
localiza en la mitocondria y tiene mayores niveles de expresion en
préstata, testiculos, higado, Utero e intestino delgado, mientras que en
cerebro, masculo esquelético, corazén y bazo se expresa en niveles
menores (Gromer, et.al. 2005). Estudios knockout para TrxR2 han
mostrado que su delecidbn genera una muerte embrionaria temprana
mientras que su sobreexpresion protege a las células in vitro contra

apoptosis inducida por estrés oxidativo (Das y White, 2004) ademas de
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participar en la regulacion redox de la apertura del poro de transicion de
permeabilidad en la mitocondria (Narvarte, et.al. 2004 ; He, et.al. 2008).
- Tiorredoxina Reductasa 3 (TrxR-3, TR2, TGR) Esta selenoenzima
presenta un dominio con alta homologia con una glutarredoxina tipo
monotiol en su extremo amino-terminal (Figura 5a) lo que le confiere, a
diferencia de las anteriores isoformas, la capacidad de utilizar como
sustrato tanto a la tiorredoxina, como al glutation por lo que fue
denominada tiorredoxina glutation reductasa (Figura 4b) y fue descrita en

el cisticerco de Taenia crassiceps (Rendon, et.al. 2004).

2.3 Tiorredoxina Glutation Reductasa
Caracteristicas y mecanismo de accion. La tiorredoxina glutation
reductasa (TGR) fue descrita por el grupo de Gladyshev y colaboradores (Sun,
et.al. 2001). Esta enzima al igual que la tiorredoxina reductasa clasica, la
glutation reductasa (GR), la tripanotion reductasa (TrpR) y la lipoamida
deshidrogenasa (LDH) forman parte de la familia de las piridin-nucleétido-
disulfuro oxidoreductasas (ver figura 5a), que comparten los siguientes
dominios estructurales:
- Un dominio de unién a FAD,
- Un dominio de unién a NADPH,
- Un dominio de interfase para llevar a cabo la dimerizacion y
- Un centro activo redox ditiol/disulfuro N-terminal
Adicionalmente, la TGR posee un centro activo redox ditiol/disulfuro en
su extremo C-terminal, de manera similar a la mercurio reductasa y a las TRs
de alto peso molecular. En el caso de las TrxRs de mamifero, se ha encontrado
que este centro activo redox posee un residuo de selenocisteina (como parte
del motivo conservado Gly-Cys-Sec-Gly) por lo que se forma un enlace selenol-

tiol / selenenuro-sulfuro.
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Figura 5. Diagrama comparativo del arreglo estructural primario de la TGR y
otras flavoenzimas de la familia de disulfuro reductasas. Esquema comparativo de
diversas flavoenzimas y de sus dominios de unién a diversos ligandos asi como la
posicion relativa de sus sitios activos y los residuos cataliticos de cisteina (C, en
cursivas) o selenocisteina (U, en negritas) (a). Diagrama comparativo entre los
sustratos de la Trx, (Tiorredoxina) y la Grx, (Glutarredoxina) (b).Abreviaturas: GR,
Glutation Reductasa; TR, Tripanotion reductasa; LDH, Lipoamida Deshidrogenasa; MR,
Mercurio Reductasa; TrxR, Tiorredoxina Reductasa; TGR, Tiorredoxina Glutation

Reductasa; Modificado de Salinas, et.al. 2004 y Rendoén y Juarez, 2008.
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La TGR fue aislada inicialmente de testiculo de ratdén e identificada por
secuencia en el genoma de distintos organismos vertebrados, incluyendo el
hombre (Sun, et.al. 2005). También ha sido posible identificar y purificar esta
enzima de varios platelmintos parasitos: Schistosoma mansoni (smTGR; Alger y
Williams, 2002), Echinococcus granulosus (egTGR; Agorio, et.al. 2003), Taenia
crassiceps (tcTGR; Rendon, et.al. 2004) vy, recientemente, Fasciola hepatica
(fhTGR; Renddn, et.al. en preparacién). En estos organismos se sugiere que la
unién de la union de los dominios de TrxR y Grx puede representar una ventaja
evolutiva pues es una enzima capaz de reducir sustratos pertenecientes a dos
sistemas redox independientes (Sun, et.al. 2001).

Sin embargo, al parecer existen diferencias entre la enzima de ambos

grupos:

a) En las TGR de mamiferos se ha encontrado el motivo monotiol CXXS
dentro del dominio de glutarredoxina (Sun, 2001) mientras que en las
TGR de S. mansoni y E. granulosus este motivo es sustituido por un
motivo ditiol CXXC (Alger y Williams, 2002 y Agorio, et.al. 2003).

b) Aunque es posible localizar la expresiéon de TGR en diversos tejidos, es
muy abundante en el testiculo. Evidencia experimental sefiala su
participacion en la maduracion de las espermétidas y que su expresion
cesa en el espermatozoide maduro (Su, et.al. 2005), mientras que la
expresion de TrxR-1 y TrxR-2 es practicamente la misma en todos los
tejidos. En el caso de los platelmintos no se ha encontrado la presencia
de una tiorredoxina reductasa clasica ni de una glutation reductasa por lo
gue se presume que solo existe en estos organismos la TGR y que dicha
enzima lleva a cabo la funcion de reductasa de los sistemas
dependientes de glutation y de la tiorredoxina (Alger y Williams, 2002;
Agorio, et.al. 2003; Rendon, et.al. 2004).

El mecanismo basico de accién de la TGR propuesto por Sun y
colaboradores (2001) es similar al observado en las otras isoformas de TrxR:

1) La transferencia de electrones provenientes del NADPH al grupo

prostético FAD.
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2) La formacion de un complejo de transferencia de carga entre el FAD y

uno de los residuos de cisteina del sitio catalitico amino-terminal, dejando

reducido al otro residuo.

3) Posteriormente se lleva a cabo la transferencia de electrones del sitio

activo amino-terminal al sitio activo carboxilo-terminal.

4) Finalmente, en el caso de la tiorredoxina, se lleva a cabo la formacion

temporal de un enlace selenenuro-sulfuro entre el residuo de

selenocisteina de la enzima y un residuo de cisteina del sustrato. Al ser

reducido dicho enlace libera al sustrato reducido, regenerando con esto a

la enzima a su forma basal.

En el caso de la reduccién del glutatién se propone que éste es reducido
por el dominio de glutarredoxina el cual transfiere los electrones provenientes

del sitio catalitico carboxilo-terminal (Figura 6).
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Figura 6. Mecanismo general consenso de la transferencia de electrones en la
TGR. Se muestra por medio de flechas el flujo de electrones desde el donador (el
NADPH) hasta los sustratos aceptores finales (el disulfuro de glutation y la
tiorredoxina). Notese la participacion necesaria de los dos monémeros en la
conformacion del sitio catalitico asi como el papel del residuo de selenocisteina en la

catalisis (modificado de Sharma, et.al. 2008).
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3. Selenoproteinas

3.1 Caracteristicas de la selenocisteina (Sec)

En el caso de aquellas proteinas que presentan al menos un residuo de
selenocisteina (Sec, U en el cédigo de una letra) se denominan genéricamente
selenoproteinas.

La actividad biol6gica del selenio puede ser atribuida casi completamente
a la selenocisteina (Allmang y Krol, 2006). Este aminoacido descubierto en
1970, difiere estructuralmente de la cisteina convencional solo en el atomo de
azufre, el cual es sustituido por un atomo de selenio en el caso de la
selenocisteina. Sin embargo, debido a la configuracion electrénica del selenio,
la base conjugada de la selenocisteina (el anién selenolato) es mas estable que
la correspondiente base conjugada de la cisteina (el anién tiolato). De hecho, el
selenol protonado es mas acido que el tiol de la cisteina (pKasec = 5.2 vs pKacys
= 8.5) por lo que, a pH fisioldgico, el selenol de la selenocisteina se encuentra
en su forma anidnica de selenolato, o que lo hace mas reactivo durante la
catélisis que su contraparte cisteina, aumentando con esto la eficiencia
catalitica de las selenoenzimas (Johansson, et.al. 2005).

A diferencia de otros aminoacidos modificados la selenocisteina es
incorporada durante la traducciéon a las proteinas al igual que los aminoacidos

canonicos.

3.2 Caracteristicas generales de las selenoproteinas

Las diversas selenoproteinas exhiben una amplia diversidad de
estructura, funcion, distribucion y evolucion. Pueden ser intracelulares,
transmembranales o extracelulares Su expresion puede ser ubicua o especifica
del tejido. Se han descrito en Archaea, Bacteria y Eukarya aunque no estan
representadas de igual forma en todos los grupos.

La mayoria de las selenoproteinas caracterizadas son enzimas, muchas
de las cuales estan involucradas en reacciones redox. El residuo Sec es
esencial para la actividad catalitica por formar parte del sitio activo, exhibiendo
generalmente una eficiencia catalitica mayor que la de sus contrapartes con

cisteina. Adicionalmente a esto, algunas selenoproteinas pueden exhibir
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funciones estructurales, de transporte, de sefalizacion, de defensa o aln no
tener funcién conocida (Small-Howard y Berry, 2005).

A pesar de esta gran diversidad, todas las selenoproteinas comparten
ciertos elementos claves en su proceso de biosintesis (Small-Howard, et.al.
2006), en particular, la presencia de un tRNA Unico capaz de decodificar el

codén UGA como codén de insercion de selenocisteina (Sec tRNA [5e15e

), asi
como la maquinaria necesaria para la sintesis de selenocisteina y

selenofosfato.

3.3 Selenoproteoma humano

A la fecha, se han identificado aproximadamente 30 familias distintas de
selenoproteinas entre los diferentes organismos. (Papp, et.al. 2007). El conjunto
total de proteinas que contienen al menos un residuo de selenocisteina en un
organismo es denominado selenoproteoma, El selenoproteoma mas grande se
ha reportado en peces con 30 selenoproteinas comparativamente con el
humano compuesto por 25 selenoproteinas. En la mayoria de los organismos,
su selenoproteoma se reduce a unas cuantas selenoproteinas mientras que en
el grupo de las levaduras y plantas se pierden (asi como su maquinaria
necesaria para su sintesis); sin embargo, dichos organismos expresan
homodlogos conteniendo — Cys.

De hecho, para muchas familias de selenoproteinas, la interconversion
de Sec/Cys se observa comunmente entre especies.

El selenoproteoma humano consiste en 7 familias de selenoproteinas,
algunas con multiples genes con funciones similares (cuadro 2). Aunque varias
selenoproteinas no tienen una funcién determinada, se infiere una posible

funcién redox debido a la presencia de un motivo de tiorredoxina CXXC.
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Cuadro 2. Selenoproteoma humano

Localizacién

Selenoproteina| en el cromosoma | del residuo Sec Funcién Lugar de expresion
' celular
(n° de exones) (N° de residuos)
15 kDa 1p22.3 (5) 93 (162) RE(I) Parnmpa en el_(;ontrol de c,alldad de Abundgnte ep prostata, testjculo, rinon e
glicolisacion en proteinas higado; bajo en otros 6rganos
Metabolismo de la hormona tiroidea Abundante en higado, rifion, tiroides y
DIO 1 1p32.3 (4) 126 (249) MP pituitaria; bajo en otros 6rganos ; NO
(Transforma T4 en T3)
cerebro
: - Abundante en sistema nervioso
DIO 2 14931.1 (2) 133 (265) RE(m) Metabolismo de la hormona tiroidea central,musculo cardiaco y esquelético,
(Transforma T4 en T3) S ANt .
tiroides y pituitaria; bajo rifibn y pancreas.
Metabolismo de la hormona tiroidea Abundante en cerebro, placenta y Gtero en
DIO 3 14932 (ND) 144 (278) MP (Transforma T4 en rT3; inactiva DIO 1y 2) pregnancia
GPx 1 3p21.31 (2) 47 (201) C Reduccién de perdxido de hidrégeno Ubicua; abundante higado y eritrocitos
GPx 2 14923.3 (2) 40 (190) C Reduccion de hidroperédxidos orgénicos Solo higado y sistema ga_§t,r0|ntest|nal; NG
corazon y rifién
GPx 3 5033.1 (5) 73 (226) Exc Antioxidante plasmético Solo tubulos proximales renales y plasma
GPx 4 19p13.3 (7) 73 (197) C,Mi,N Reduccion de hidroperoxidos fosfolipidicos de Ubicua; abundante en testiculo
membrana
GPx 6 6p22.1 (5) 73 (221) ND Metabolismo de olores Solo epitelio ‘?'fatof'o y tejidos
embrionarios
H 11q912.1 (4) 44 (122) C Posible funcién redox Ubicua
I 2p23.3 (10) 387 (397) ND ND Ubicua
K 3p21.31 (5) 92 (94) MP, RE () Posible funcion redox Ubicua; abundante en corazon y masculo
esquelético
M 22q912.2 (5) 48 (145) RE (1) Posible funcién redox Ubicua; abundante en cerebro y tiroides

Abreviaturas: RE(l), lumen del reticulo endoplasmatico; MP, membrana plasmatica, RE (m), membrana del reticulo endoplasmatico; C, citosol ;
Mi, mitocondria; N, nucleo; Exc, extracelular ; ND, no determinado. (Adaptado de Kryukov, et.al. 2003)
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Cuadro 2. Selenoproteoma humano (continuacion)

Localizacién

Selenoproteina| en el cromosoma | del residuo Sec Funcion Lugar de expresion
. celular
(n° de exones) (N° de residuos)
N 1p36.11 (12) 428 (556) RE () ND Ubl,cua en desarr,o_llo fetal; abundante,en
musculo esquelético, cerebro y pulmon
22913.33 (9) 667 (669) ND Posible funcién redox ND
59,300,318,330, Almacenaje y transporte de selenio
P 5pl12 (4) 345,352,367, 369, Exc Po éib?/e funci% N redox Plasma; secretada por el higado
376,378 (381)
R (MsrB 1) 16p13.3 (4) 95 (116) C,N Reduccién de residuos de metionina oxidada Ubicua; abundante en cerebro
S 15g26.3 (6) 188 (189) Exc, RE (m) P03|blgmente en el metaboll_s,mo de la g[ucosa Ubicua; baja en animales diabéticos
hepatica y en la degradacion de proteinas
SPS 2 16p11.1 (ND) 60 (448) C Cataliza la formgcmn de selenoqufato para la Ubicua; abundante en estadios de
sintesis de selenocisteina desarrollo tempranos
T 3924 (6) 36 (182) ND Posible funcion redox ND
Reduccion de la tiorredoxina
TrxR 1 12g23.3 (15) 498 (499) C, Exc, N Senfalizacion redox Ubicua
Antioxidante
Reduccion de la tiorredoxina Ubicua; abundante en préstata, testiculos
TrxR 2 22q911.21 (18) 522 (523) Mi Sefalizacion redox - , n pro: ’ '
L higado, utero e intestino delgado
Antioxidante
TrxR 3 (TGR) 3021.2 655 (656) RE () Maduracion de las espermatidas Ublcua en bajos niveles, abundante en
\% 19¢13.13 (6) 273 (346) ND Posible funcién redox Solo en tubos seminiferos de testiculo
W 19q13.32 (6) 13 (87) C, (¢MP?) Posible funcién redox Ubicua

Abreviaturas: RE(l), lumen del reticulo endoplasmatico; MP, membrana plasmatica, RE (m), membrana del reticulo endoplasmatico; C, citosol ;
Mi, mitocondria; N, nucleo; Exc, extracelular ; ND, no determinado. (Adaptado de Kryukov, et.al. 2003)
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4. Auranofin

El auranofin es un compuesto sintético altamente hidrofobico derivado
del oro (1) en el cual el &tomo central de oro se estabiliza por un ligando fosforo
y un ligando azufre unidos covalentemente (figura 7).

Su nombre sistemético IUPAC es trietilfosfino de (2,3,4,6-tetra-6-acetil-1-
tio-B-D-glucopiranosato-S de oro), mientras que su nombre geneérico es

auranofin teniendo como sinénimos ridaura, crisinor, crisofin y ridauran.

4.1 Uso farmacoldgico

Desde hace mas de 50 afios los compuestos derivados del oro han
jugado un papel importante en el tratamiento de la artritis reumatoide (Sigler,
1983) que es un padecimiento cronico comun en el cual la membrana sinovial
de multiples articulaciones esta inflamada, causando dafio al cartilago y al
hueso. Durante el proceso inflamatorio, el tejido sinovial se infiltra por células
mononucleadas, principalmente macréfagos y células T que juegan un rol
crucial en la patologia de este padecimiento. En el curso de la inflamacién, los
compuestos promotores de la inflamacion derivados de células, incluyendo
citocinas como IL-1, IL-6, y el Factor de Necrosis Tumoral (TNF-a), auto-
anticuerpos, metabolitos lipidicos y ERO inducen un crecimiento patolégico de
los fibroblastos sinoviales y producen enzimas proteoliticas que median la
destruccion local del cartilago y del hueso. (Madelon, et.al. 1999).

Figura 7. Diagrama de la estructura quimica del auranofin.
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El primer reporte del uso del auranofin como un tratamiento Gtil para
pacientes con artritis reumatoide fue hecho por Finkelstein y colaboradores
(1976). Su eficacia y seguridad se ha probado ampliamente en pacientes con
artritis reumatoide en sus etapas tempranas (ltokazu, et.al. 1995).

Los efectos de la administracién farmacolégica del auranofin descritos
por Blodgett (1983) son:

- Inhibicién parcial en la produccion de anticuerpos, en el modelo de ratas
con artritis.

- Reduccion de los niveles séricos elevados de IgA, IgM e IgG, asi como
el factor reumatoide.

- Inhibiciébn de la citotoxicidad mediada por células dependientes de
anticuerpos.

- Inhibicién de la liberacion de enzimas lisosomales.

- Reduccion de la actividad quimiotactica de monocitos humanos.

- Supresion de la generacion del radical superoxido por parte de las

células polimorfonucleares después de su activacion quimica.

La dosis terapéutica recomendada para un adulto de 70 kg es de dos
dosis de 6 mg por dia administrada por via oral durante 12 meses, pudiéndose
extender de manera indefinida el tratamiento si no se observan efectos
secundarios (Blodgett, 1983). Dicha forma de administracibn produce
incrementos pequefos y graduales de oro en sangre y rifidn. En sangre, el 90
% del oro se encuentra asociado principalmente a la albumina. La penetraciéon
del compuesto transportado y liberado por la albumina al interior de la célula
puede deberse en parte a su naturaleza lipofilica. Su vida media en plasma
terminal es de 16.8 dias después de la dosis inicial y 25.5 dias siguiendo seis
meses de tratamiento con 6 mg por dia. La principal ruta de excrecion es via

entérica, recuperandose el 95 % del oro en heces (Blocka, 1983).

4.2 El auranofin y las selenoproteinas

Aungue no se conoce a ciencia el mecanismo de accién del auranofin
dentro de la célula, se sabe desde hace mucho tiempo que los compuestos
derivados del oro pueden inhibir en distinto grado a las selenoenzimas, siendo
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la familia de las tiorredoxina reductasas las mas sensibles (Hill, et.al. 1997 ;
Gromer, et.al. 1998).

De los diversos compuestos derivados del oro, como la aurotioglucosa,
el aurotiomalato y el auranofin, éste dltimo tiene la mayor efectividad para
inhibir especificamente la actividad de las TrxR en condiciones in vitro e in vivo
(Zhong y Holmgren, 2000 ; Witte, et.al. 2005) de manera dosis-dependiente
(Manzano, et.al. 2007). Por ejemplo, las TrxR citosdlica y mitocondrial en
hepatocitos de rata se inhiben por el auranofin dentro de un rango nanomolar,
mientras que se requiri6 una cantidad superior al rango micromolar para
observar un efecto en la glutation peroxidasa y en la glutation reductasa
(Rigobello, et.al. 2004Db).
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5. Biologia de Taenia crassiceps

5.1 Generalidades de los platelmintos.

El phylum Platyhelminthes agrupa a méas de 18,500 especies
distribuidas en cuatro clases de organismos: la clase Turbelaria, compuesta por
organismos de vida libre y las clases Trematoda, Monogenea y Cestoda;
constituidas por organismos parasitos (Pechenick, 2000). Los platelmintos se
caracterizan por ser organismos acelomados, triploblasticos, con simetria
bilateral y aplanados dorsoventramente. La capa mesodérmica de origen
embrionario forma un conjunto no homogéneo de células denominado
parénquima. Este tejido ocupa el espacio entre la pared corporal externa y el
endodermo del tubo digestivo ciego (en caso de existir) y en él se encuentran
embebidos los 6rganos internos como el aparato reproductos o las fibras
musculares (Brusca y Brusca, 2003).

Estos organismos no presentan Organos especializados para la
respiracion ni para la circulacién por lo que el intercambio gaseoso se da por
difusion simple a través de la pared corporal o tegumento. La eliminacién de
desechos metabdlicos se lleva a cabo pricipalmente a través de protonefridios.
Los platelmintos son organismos cefalizados. Basicamente, su sistema
nervioso comprende un ganglio cerebral anterior conectado a cordones
nerviosos longitudinales.

La mayoria de las especies de platelmintos son hermafroditas por lo que
el intercambio de esperma y la fertilizacion puede llevarse a cabo de forma
cruzada entre distintos individuos o dentro del mismo individuo

(autofertilizacion).

5.2 Laclase Cestoda.

Esta compuesta por organismos endoparasitos los cuales tienen por
hospederos, en la mayoria de los casos, a organismos vertebrados. En estos
organismos (al igual que los demas organismos de vida parasitaria del phylum),
la epidermis ciliada caracteristica de los organismos de vida libre (turbelarios)
esta reemplazada por un tegumento que es un sincicio formado por las
extenciones citoplasmicas de células del parénquima. En la base del

tegumento se encuentra una membrana basal que lo delimita del parenquima
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celular. La superficie externa del tegumento presenta proyecciones
citoplasmicas llamadas microtricas (tipo borde de cepillo) que son un aumento
en la superficie celular que hacen mas eficiente la obtencién de nutrientes
mediante ésmosis y pinocitosis (Smyth y McManus, 1989; Rugeiro y Noemi,
1999) y como mecanismo de evasion inmune. El parénquima puede variar de
células mesenquimatosas empacadas densamente hasta redes sinciciales y
fibrosas con espacios llenos de fluido (Brusca y Brusca 2003).

La clase Cestoda incluye dos subclases: la subclase Cestodaria
(organimos alargados sin escoélex y sin proglétidos) y la subclase Eucestoda
(organimos con un escélex bien desarrollado y con proglétidos). A esta clase
Ultima subclase pertenece Taenia crassiceps que es el organismo que sirvio de

modelo para realizar la presente tesis.

5.3 Biologia de Taenia crassiceps.
La clasificacibn de T. crassiceps, segun Pechenick (2000), es la

siguiente:

Division: Eukarya
Reino: Animalia
Phylum: Platyhelminthes
Clase: Cestoda
Subclase: Eucestoda
Orden: Cyclophyllidea
Familia: Taeniidae
Género: Taenia
Especie: Taenia crassiceps

El estado adulto es alargado, adaptado al aparato digestivo del
hospedero vertebrado. EI cuerpo esta dividido en zonas claramente
diferenciadas: a) un escélex que es un 6rgano de fijacion que puede presentar
estructuras como ganchos y ventosas. Inmediatamente detras del escélex se
localiza una pequefia region diferenciada denominada cuello b) la cual es una
zona germinativa que da origen a un segmento alargado denominado estrobilo

c), compuesto por proglétidos individuales. Cada proglétido esta provisto de
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aparatos reproductores masculinos y femeninos; existen proglétidos inmaduros,
maduros y gravidos, en funcién de su madurez sexual (Brusca y Brusca, 2003).

La forma larvaria o cisticerco (tambien denominada metacéstodo) es una
vesicula ovoide, llena de un fluido opalescente y en algunas cepas contiene un
escolex invaginado identificable. La vesicula consiste en una capa interna
(parénquima celular) y en una capa externa (tegumento) similares a las
descritas anteriormente. El tegumento tiene un rol protector y también sirve
para absorber nutrientes. Entre la capa interna y externa hay fibras musculares,
células en flama, corpusculos calcéreos, una red neural sencilla y un grupo de
células germinales no diferenciadas, entre otros constituyentes. Cualquier
cambio en la presidbn osmética causa la evaginacion del escélex (Pawlowski,
2002).

El ciclo de vida del céstodo Taenia crassiceps se inicia con la
maduracion y posterior expulsion de proglétidos gravidos a través de las
heces por parte del zorro que es el hospedero definitivo. Los huevos fértiles
se liberan al medio al desintegrarse el proglétido. Durante este tiempo, cada
cigoto se ha desarrollado a un estadio denominado oncosfera, rodeada por
una cubierta resistente llamada embriéforo, la cual permite al embridn
permanecer en el medio hasta por dos o tres meses. Usualmente seis
pequefios ganchos son evidentes en el embrion; debido a esto la oncésfera
también es conocida como hexacanto. Si un roedor pequefio ingiere los
huevos, la oncésfera es liberada de su cubierta y se fija a la pared del tracto
digestivo del hospedero. Posteriormente atraviesa la pared intestinal y migra al
peritoneo (0 a otros 6rganos o tejidos) para ahi desarrollarse en una forma
larvaria denominada cisticerco. En el caso de T. crassiceps, los cisticercos
pueden reproducirse asexualmente solo limitados por el espacio fisico en el
tejido donde se encuentran. En algunas cepas, cada cisticerco puede contener
un escolex desarrollado invaginado. Finalmente, si el hospedero intermediario
es ingerido por el hospedero definitivo: el zorro (Vulpes vulpes) (Saeed, et.al.
2006) el escodlex evagina para anclarse al intestino del hospedero definitivo,
donde la forma adulta 6 tenia crecerd, madurara y producirq proglotidos

gravidos cerrando asi el ciclo (Kassal, 1999 ; figura 8).
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Figura 8. Ciclo de vida de Taenia crassiceps.

La parasitosis causada por la forma adulta de éste parasito se denomina

teniasis mientras que la parasitosis ocasionada por su forma larvaria se le

conoce como cisticercosis.

En México se estima que en afio de 2002, la incidencia de la teniasis

ocasionada por Taenia solium (la tenia del cerdo) en humanos fue entre 0.2% y

0.4% mientras que la cisticercosis humana fue de 4.9 — 10.9%; afectando

predominantemente a la poblacién econémicamente activa (Sarti, 2002). Sin

embargo, se cree que estas cifras pueden ser subestimadas dado que muchos

casos no son diagnosticados. Actualmente se sabe que los cisticercos pueden
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permanecer viables por una cantidad considerable de tiempo, durante el cual
provocan una infeccién asintomatica mediante la evasion activa y/o supresion
de la respuesta inmune asi como la ausencia de inflamacién en el tejido

circundante (Flisser, 2002).

5.4 LaTGRYy los céstodos

Como se mencion6 anteriormente, la TGR se ha encontrado en diversos
platelmintos de la clase Cestoda, particularmente en Echinococcus granulossus
y en dos especies del género Taenia (T. crassiceps y T. solium). Al comparar la
secuencia de 63 residuos de aminoacidos distribuidos en 5 péptidos de TGR
obtenidos del cisticerco de T. crassiceps (tcTGR; Renddn, et. al. 2004 y
Guevara-Flores, et.al. en proceso de publicacion), correspondientes al 11 % de
la secuencia total estimada, se observa un 95.2 % de identidad con respecto a
la TGR mitocondrial de E. granulossus (egTGR). Por otro lado, al analizar la
secuencia deducida de 290 residuos distribuidos en 3 péptidos de TGR
provenientes de T. solium (tsTGR; Proyecto Genoma de Taenia solium,
comunicacion personal), equivalentes al 46.5 % total de la secuencia esperada,
encontramos un 95.2 % de identidad con respecto la egTGR (Figura 9). Estos
resultados son acordes a la cercana relacién filogenética entre estos céstodos.
Cabe mencionar que las pequefias diferencias entre las tres reductasas antes
mencionadas se localizan principalmente en la regidén N - terminal.

Debido a que la tiorredoxina reductasa, la glutation reductasa y la
tiorredoxina glutation reductasa se consideran parte de los sistemas redox mas
importantes en los animales y siendo la TGR la Unica reductasa encontrada en
estos platelmintos pardsitos, esta enzima se ha propuesto como un blanco
atractivo para el disefio de farmacos inhibidores de la TGR (Salinas, et.al.
2004).

5.5 Efecto del auranofin en la TGR de T. crassiceps

Datos previos obtenidos en nuestro laboratorio muestran que la actividad
de la TGR aislada del cisticerco de T. crassiceps se inhibe completamente con
10 nM de auranofin (Rendon, et.al. 2004), concordando con lo reportado para

la TGR purificada de Schistosoma mansoni (Alger y Williams, 2002).
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Figura 9. Alineacién de secuencias de aminoacidos de la tiorredoxina glutation
reductasa de Echinococcus granulosus (Eg), Taenia solium (Ts) y T. crassiceps
(Tc). El péptido sefial se muestra en cursivas mientras que el residuo de
selenocisteina (U) se muestra en negritas. En todos los casos, el analisis de las
secuencias fue hecho con el programa Blast (2.0) (http://www.nchi.nim.nih.gov/BLAST)
haciendo la busqueda por homologia en el GeneBank. Las secuencias fueron
obtenidas de las siguientes fuentes: Eg TGR, The echinobase, base de datos EST de
E. granulosus http://www.nematodes.org/Lopho/LophDB.php ; Ts TGR, Proyecto
Genoma de Taenia solium, UNAM http://132.248.32.30/karel/Taenia_Data/ y Tc TGR,

Rendon, et.al. 2004 y Guevara-Flores, en proceso de publicacion.
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5.6 El cisticerco de Taenia crassiceps como modelo de estudio

Este trabajo se realizé utilizando al cisticerco de T. crassiceps como
modelo de estudio y el cual ofrece diversas ventajas:

a) A diferencia de T. solium, el cisticerco de T. crassiceps puede
reproducirse asexualmente en el peritoneo del ratén, lo que

b) permite la obtencién de grandes cantidades de material biol6gico en poco
tiempo y de una manera econémica dada la facilidad para propagar la infeccion
en ratones de una manera segura.

c) El hombre no es susceptible a la parasitosis ocasionada por T.
crassiceps.

d) La cercania filogenética entre T. solium y T. crassiceps (Ito, et.al. 2002)
permite extrapolar nuestros resultados a los distintos organimos pertenecientes
al género Taenia (Figura 9).

e) La cisticercosis experimental en raton permite tener un modelo de estudio

de la cisticercosis humana (Cardonay Teale, 2002).
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ANTECEDENTES

Los seres vivos tienen mecanismos enzimaticos para evitar el dafio
por ERO y mantener su homeostasis redox celular.

En los platelmintos se ha propuesto a la TGR como la Unica enzima
antioxidante que regula este equilibrio redox.

La TGR del cisticerco de T. crassiceps se purificd y secuencio
parcialmente. Comparando su secuencia con la reportada para E.
granulossus y T. solium (Figura 9) encontramos un 95% de identidad
entre las enzimas de los tres céstodos.

La actividad de la TGR de T. crassiceps purificada a homogeneidad
se inhibe totalmente con auranofin 10 nM.

El auranofin es un compuesto usado en la clinica como un
medicamento contra la artritis reumatoide desde 1976. Los efectos
secundarios producidos por su administracion son leves y bien
tolerados por los mamiferos por lo que puede ser usado por largos
periodos de tiempo.

54



HIPOTESIS Y OBJETIVOS

1. Hipotesis

Siendo el auranofin un inhibidor de la TGR pura y considerando que ésta
es la Unica enzima que participa en la regulacion del estado redox celular de la
tiorredoxina y el glutation en el cisticerco de Taenia crassiceps, el efecto in vivo

del auranofin debe ser letal.

2. Objetivos

2.1 Objetivo general

® Probar el efecto del auranofin en la viabilidad de los cisticercos de

Taenia crassiceps.

2.2 Objetivos particulares
® Implementar las condiciones para el mantenimiento de los
cisticercos.
® Determinar parametros de viabilidad de los cisticercos en condiciones
basales.
® Determinar si el auranofin tiene un efecto letal en los cisticercos.
Determinar el tiempo y la concentracién de auranofin necesarias para

tener un efecto letal en los cisticercos.
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MATERIALES Y METODOS

1. Reactivos

PMSF: fenil-metil-sulfonil-fluoruro; GSSG: disulfuro de glutation; EDTA:
acido etilenoaminotetraacético; HEPES: N-(2-hidroxietil) piperazina-N"-(4cido 2-
etanosulfénico); TRIS—HCI: Tris(hidroximetil)aminometano-acido clorhidrico;
MTT: bromuro de tetrazolio azul de tiazolil; (Sigma). Auranofin (ICN
Biomedicals). DMSO: dimetilsulféxido (Merck). Na,COj3: Carbonato de sodio
(J.T. Baker).

2. Obtencion del material biolégico

Se usaron ratones hembra de la cepa Balb/c de entre 6 a 8 semanas de
edad con un peso promedio de 18g. Cada ratén fue inoculado
intraperitonealmente con 20 cisticercos con el escolex poco desarrollado de T.
crassiceps de la cepa HYG. Aproximadamente cuatro meses después, los
ratones se sacrificaron por dislocacién cervical y se extrajeron los cisticercos
del peritoneo, en condiciones estériles, se lavaron de 3 a 4 veces con una
solucion amortiguadora estéril de fosfato-salina (PBS) 10 mM, pH 7.4 (del
Arenal, et.al. 2005).

3. Seleccion y mantenimiento de los cisticercos

Los cisticercos obtenidos fueron muy heterogéneos en tamafio (0.5 — 5
mm). Para homogeneizarlos se siguieron dos métodos distintos: a) tamizaje por
una malla estéril con un poro de 1.0 mm de didmetro y b) seleccion manual
con ayuda del microscopio estereoscOpico para obtener cisticercos de
alrededor de 3 mm de diametro.

Para el mantenimiento de los cisticercos se preparé medio RPMI 1640
(Gibco) con 2.2 g de HEPES, 2.2 g de Na,COg3; y penicilina-estreptomicina al
1% (Sigma). El pH final del medio se ajustd a 7.0.
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4. Parametros de viabilidad

4.1 Determinacién de la viabilidad por motilidad

Se tomaron algunos de cisticercos y se colocaron en una caja Petri y se
indujo el movimiento mediante su exposicibn a agua destilada a una
temperatura de 37 °C, durante 5 minutos. Pasado este tiempo, se observaron
los cisticercos a través del microscopio estereoscopico para determinar el
porcentaje de vivos y muertos de acuerdo a la motilidad. En este caso, solo
aquéllos cisticercos que respondieron a la induccibn de movimiento se

consideraron como Vvivos.

4.2 Determinacién de la viabilidad por colorantes vitales

Se colocé una alicuota de cisticercos de cada uno de los tratamientos en
una caja de Petri y se expusieron durante 10 minutos a una solucion de azul
tripano al 0.02% en PBS y se observaron al microscopio estereoscépico para
determinar el porcentaje de vivos (no tefiidos) y muertos (tefidos).

4.3 Determinacion del consumo de oxigeno

El consumo de oxigeno fue medido por el método polarimétrico con un
electrodo para medir O, tipo Clark usando un monitor de oxigeno YSI-53 y
membranas de Teflobn ultrafinas de alta sensibilidad (Yellow Springs
Instruments). El consumo de oxigeno de los cisticercos se evalu6 siguiendo el
método descrito por del Arenal y colaboradores (2005): se determiné la
actividad respiratoria a 37 °© en 1.8 mL de PBS previamente saturado de
oxigeno. Los cisticercos se lavaron vigorésamente con PBS antes de la
determinacién del consumo de oxigeno. Para calibrar se utiliz6 como referencia

PBS aereado por agitacion vigorosa durante 30 segundos.
5. Efecto del auranofin en la viabilidad de los cisticercos
Los cisticercos se incubaron en matraces de 50 mL con medio en una

proporcién de 9 mL por cada mililitro de cisticercos, a una temperatura de 37 °
C, en agitacion (126 rpm) durante tres horas antes de iniciar el tratamiento.
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Se agreg6 al medio, en condiciones estériles, distintas cantidades de
una solucién stock de auranofin 10 mM en DMSO al 100% para obtener una
concentracion final de 0, 0.1, 1.0 y 10.0 uM en un volumen final de 20 mL.
Posteriormente, los cisticercos se incubaron a 37 °C y en agitacion (126 rpm).
Transcurridas 24 horas, se recuperaron los cisticercos, se lavaron con PBS dos
veces, se decantaron perfectamente y se separaron porciones para evaluar los

distintos parametros de viabilidad antes descritos.

5.1 Efecto del tiempo

Ya determinada la concentracion letal de auranofin, se incubaron los
cisticercos durante distintos intervalos de tiempo (0,2 ,4,8,12,16,20y 24
hrs. ) en medio con auranofin 10 puM. A continuacion, se recuperaron los
cisticercos y se procedié a evaluar los distintos parametros de viabilidad de la

manera antes descrita.

5.2 Efecto de la concentracion

Después de determinar el tiempo minimo al cual se observaba el
maximo dafio, se probd éste tiempo con concentraciones crecientes de
auranofin (de 0 a 12 uM).

En todos los casos el porcentaje de cisticercos vivos se determind en
funcion del control. Adicionalmente, se realizé un control del disolvente
(DMSO) utilizado, usando el volumen necesario para disolver la maxima

concentracion de auranofin ocupada en los experimentos.

5.3 Infectividad
Se inocularon ratones Balb/c con cisticercos tratados con 10 uM de
auranofin por 24 horas. Se dejaron a los ratones durante tres meses y se

sacrificaron para recuperar a los cisticercos y evaluar el avance de la infeccién.

6. Obtencion de extractos crudos

Se tomaron alicuotas de 120 cisticercos correspondientes a cada uno de
los tiempos y concentraciones de auranofin utilizados. Se lavaron con PBS, se
decantaron y se congelaron a -20 °C para almacenarlos hasta el dia siguiente.
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Se homogeneizaron manualmente con un pistilo de teflon Bel Art (ICA) en
presencia de PMSF (86 uM). Estos extractos crudos se centrifugaron a 38,800
g durante 30 minutos a 4°C, se recuper6 el sobrenadante y se dializé usando
una membrana de didlisis con corte de peso molecular de 3.500 kDa
(Spectrum) contra una solucién Tris 50 mM EDTA 1mM pH 7.8 a 4°C durante
toda la noche. Se realizaron cambios de 2 horas cada uno antes de recuperar
el dializado para su medicion.

6.1 Determinacién de proteina
La concentracién de proteina se determiné por el método de Lowry
(1951) modificado por Markwell (1978).

7. Determinaciéon de la actividad de la TGR

7.1 Por espectrofotometria

La actividad de la TGR se midi6 en los extractos crudos. Para realizar
los ensayos se utilizo6 TRIS 100 mM EDTA 2 mM (pH 7.8) y 120 uM de NADPH
obteniendo la linea basal. Se inici6 la reaccion agregando 100 puL del extracto
crudo y se midio a 340 nm la velocidad de reaccion causada por la disminucion
de la absorbancia del NADPH al ser oxidado como se muestra en la siguiente

reaccion:

NADPH + H* + EXTRACTO wmmp NADP* + EXTRACTO
(TGR + Trx-S5) (TGR + Trx-[SH]»)

Para evaluar la actividad de Glutation reductasa se adicion6 al ensayo
4 uM de GSSG vy se midi6 nuevamente la velocidad de la reaccion por la
desaparicion del NADPH a 340 nm :

NADPH + H* + GSSH — NADP* + 2GSH

Extracto crudo
(TGR + Trx [SH]>)
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7.2 Por zimograma

Para evaluar la actividad de la TGR por zimografia se corrié un gel de
poliacrilamida al 10 % a 20 mA en condiciones no desnaturalizantes, durante
dos horas a 4 °C; en el cual se aplicaron alicuotas con 80 ug de proteina de los
distintos homogenados obtenidos de los cisticercos tratados con distintas
concentraciones de auranofin. Como marcador, se corrieron 3.8 ug de T.c.TGR
purificada en el laboratorio. Al finalizar la electroforesis, el gel se transfirio a un
amortiguador de lavado el cual contenia Tris — HClI 10 mM pH 7.4 y se dejo en
agitacion aproximadamente 20 minutos. Posteriormente, se eliminé el
amortiguador de lavado y se agreg6 la solucién reveladora (TRIS — HCI 10 mM
pH 7.8, NADPH 0.2 mM y MTT 0.25 mg/mL), se incubd el gel en agitacion
suave y en oscuridad hasta la aparicion de las bandas que corresponden a los

lugares donde se llevo a cabo la siguiente reaccion:

MTT ox + NADPH + H m—— l MTT ;g + NADP*
(amarillo) TGR (azul)

Un duplicado del gel revelado para la actividad de la TGR, se tifié con

azul de Coomassi como control.
8. Anélisis estadistico

Los resultados obtenidos se muestran como el promedio de tres
experimentos + el error tipico. Para calcular dicho estadistico se empleo la

siguiente formula (Sierra-Bravo, 1991):

o, =0 (N)*?

donde:
Ox = error tipico de la media
o = desviacion estandar

N = nimero de muestras utilizadas
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En el caso de la validacion de los controles correspondientes a la
evaluacion del efecto del tiempo en la viabilidad de los cisticercos se utilizé un

analisis de varianza simple (ANOVA) con el programa estadistico OriginPro 8.
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RESULTADOS Y DISCUSION

1. Caracterizacién de parametros de viabilidad

1.1 Motilidad

Para determinar este parametro se realizd un ensayo para evaluar la
motilidad de los cisticercos a distintas temperaturas y se observo que los
cisticercos vivos presentaron movimiento poco perceptible a temperatura
ambiente mientras que, al exponerlos a una temperatura de 37 °C se observo
un aumento considerable en las contracciones musculares de los cisticercos
facilmente distinguibles. Por otro lado, se observé que los cisticercos muertos
no presentaban movimiento ni a temperatura ambiente ni al inducircelos
mediante un incremento de temperatura. Por lo tanto, en el caso de la
viabilidad estimada por motilidad se defini6 como el porcentaje de cisticercos
qgue presentaron contracciones inducidas después de ser incubados 5 minutos
a 37 °C.

1.2 Uso de colorantes de vitales

Para la determinacion de este parametro se utilizé el ensayo de
exclusion del colorante azul tripano. Estos ensayos se hicieron incubando
cisticercos vivos y muertos en presencia del colorante para determinar el patron
de tincion. En los cisticercos muertos se observé una coloracién azul intenso,
resistente al lavado, mientras que los cisticercos vivos no se tifieron (Figura
10). La reactividad de este colorante se basa en el hecho que el croméforo esta
cargado negativamente y no reacciona con las células a menos que la
membrana se encuentre dafiada. En este caso, las células vivas no incorporan
el colorante mientras que las células muertas si lo hace por lo que estas Ultimas
se tifien profusamente. En el caso de los cisticercos de T. crassiceps, Su
tegumento esta compuesto por un sincicio (del Arenal, et.al. 1998) por lo que

la integridad de éste puede ser un indicador del dafio del cisticerco

En todos los casos se observé adicionalmente que los cisticercos vivos
presentaron motilidad y no se tifieron mientras que los cisticercos muertos no

era posible inducirles movimiento y se tefilan intensamente. Existe una
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correspondencia del 100% entre los parametros de motilidad y tincion (n= 20)

por lo que reportamos estos dos parametros de viabilidad de manera conjunta

denominandolo en este trabajo como AT-M (azul tripano — movimiento).
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Figura 10. Evaluacion de la viabilidad
de los cisticercos por colorantes

vitales. Se muestra en la imagen:
cisticercos muertos (a) y cisticercos
vivos (b) después de incubarlos con
azul-tripano 0.02%; asi como la tincion
diferencial entre cisticercos vivos (no

tefiidos) y muertos (tefiidos) se
mezclaron para mostrar las diferencias

en tincion (c).



1.3 Consumo de oxigeno

Inicialmente, se midi6 el consumo de oxigeno a un volumen
determinado de cisticercos (200, 300 y 400 pL) obteniendo una gran dispersién
al realizar distintas mediciones (cuadro 3). Al analizar la composicion de la
muestra se observaron cisticercos de distintos tamafos por lo que cada
muestra variaba en numero de cisticercos y los resultados no eran
reproducibles. Este problema se solucioné al homogeneizar a la poblacién
mediante el tamizaje de los cisticercos con una malla de un poro definido, para
eliminar a los cisticercos con un tamafio menor a 3 mm de diametro y mediante
la eliminacion manual de cisticercos de gran tamafio. Al realizar dicho
procedimiento, se pudo obtener una poblacion mas homogénea en tamafio que
nos dio valores reproducibles sobre el consumo de oxigeno (cuadro 4), por lo
gue se determiné usar 200 uL, correspondientes a 22.5 cisticercos en promedio
equivalentes a 2.286 + 0.047 mg de proteina y que tuvieron un consumo de
oxigeno de 8.03 £ 0.545 nAt O, / min / mg prot. Estos resultados son producto

de la medicién de 23 ensayos independentientes.

Cuadro 3. Consumo de oxigeno y determinacién de proteina de distintos

volumenes de cisticercos sin tamizar.

Volumen NP cisticercos Proteina Total Consumo de oxigeno (nAt O, / min)
(uM) (mg/mL) Sustratos enddgenos Succinato (15 mM)
200 42.33 + 2.08 1.474 + 0.2305 16.42 + 0.0923 16.48 =+ 0.08
300 69.00 + 13.52 2.333+0.165 45.78 + 12.47 46.01 + 12.35
400 67.66 + 1.52 2.684 + 0.346 52.74 +12.94 46.01 + 12.35

Cuadro 4. Consumo de oxigeno y determinacién de proteina de distintos

voliumenes de cisticercos tamizados.

Volumen NP cisticercos Proteina Total Consumo de oxigeno (nAt O, / min)
(uM) (mg/mL) Sustratos enddgenos Succinato (15 mM)
200 22.5+2.08 2.34+0.324 18.58 £ 2.07 19.26 £ 3.14
300 33+2.64 4.105 + 0.440 27.42+5.78 29.46 + 5.86
400 44.66 + 2.08 5.77 £ 1.425 34.00+ 6.8 36.49 + 10.09
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2. Mantenimiento en medio de cultivo

Aunque varias especies de Taenia son de considerable importancia
médica o veterinaria, los intentos para cultivarlas in vitro han resultado
insatisfactorios. A la fecha, no se han encontrado especies que hayan podido
desarrollar la forma adulta a partir del cisticerco en condiciones de laboratorio
aunque muchas larvas ciclofilideas sobreviven perfectamente en medios
simples (Smyth y McManus, 1989).

Se determind las condiciones 6ptimas para lograr la maxima viabilidad
de los cisticercos a través del tiempo. Se utiliz6 el medio RPMI 1640, dado que
este es un medio muy utilizado para el mantenimiento y cultivo de diversas
lineas celulares en ausencia de suero. La relacion utilizada de medio fue de 1:9
(v/iv) para asegurar el aporte adecuado de nutrientes a los cisticercos.
Adicionalmente a esto se decidid incubarlos en agitaciébn para promover una
adecuada aereacion del medio y con ello asegurar el suficiente suministro de
O; a los cisticercos en funcion de que éstos se sedimentan en un estado de
reposo. Finalmente, se decidio utilizar la temperatura de 37 °© C dado que es la
temperatura mas cercana a la que tienen en el interior de su hospedero. Se
hizo también un cambio diario de medio de cultivo, con el fin de evitar el
agotamiento de nutrimentos y la acumulacion de desechos producto de su
metabolismo.

En las condiciones antes mencionadas se observd que es posible
mantener cisticercos con 100 % de viabilidad al menos durante 72 horas (fig.
11). Sin embargo, en esta misma figura, observamos que el consumo de
oxigeno disminuye gradualmente hasta las 48 hrs. con respecto al consumo
medido en cisticercos recién obtenidos. Esto en parte puede deberse al cambio
de la presion de oxigeno puesto que en el peritoneo del ratbn predominan
condiciones microaerofilicas (28-40 mm Hg) por lo que el cisticerco debe
adecuarse a las condiciones aerobias presentes en el medio de mantenimiento,
lo que posiblemente explique porque después de 48 horas el consumo tiende a

subir.
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Figura 11. Mantenimiento de los cisticercos en condiciones in vitro. Alicuotas de
200 pL de cisticercos se mantuvieron en agitacion a 37 °C en medio RPMI 1640. La
viabilidad AT-M (cuadros) fue determinada a las 0, 24, 48 y 72 hrs. Paralelamente, se
determin6 el consumo de oxigeno (triangulos). Los resultados mostrados

corresponden a la media + error tipico de tres experimentos independientes.

3. Efectos del auranofin

Para determinar si el auranofin presentaba algun efecto sobre la
viabilidad de los cisticercos se realiz6 un ensayo inicial en donde se incubaron
los cisticercos en presencia de distintas concentraciones de este compuesto
(0.1, 1.0 y 10.0 pM), teniendo en cuenta que la TGR pura se inhibe con
auranofin a 10 nM (Renddn, et.al. 2004). Los resultados obtenidos indican un
efecto letal del 100 % de la poblacién de cisticercos incubados en presencia de
10 uM de auranofin y que dicho efecto se observa a una concentracién mil
veces mayor que la reportada para inhibir a la enzima purificada resultados
qgue, estan en concordancia con los reportado recientemente para otros
parasitos (Kuntz, et.al. 2007 ; Bonilla, et.al. 2008). En contraste, observamos
gue los cirticercos incubados con 0.1 y 1.0 de auranofin asi como los controles
del disolvente utilizado no mostraron efecto en la viabilidad pues en todos los

casos la poblacién total se mantenia viva (Cuadro 5).
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Cuadro 5. Efecto del auranofin en la viabilidad de los cisticercos.

Experimental Control (DMSO)
Auranofin (uM) [% viabilidad | % Consumo O; | % viabilidad [% Consumo O
CONTROL 100 100 100 100
0.1 100 105.3 100 7777
1 100 88.88 100 66.66
10 0 11.11 100 172.22

3.1 Efecto del tiempo

Una vez determinada la concentracion que mostré el maximo efecto en
viabilidad y consumo de oxigeno de los cisticercos, se procedio a determinar el
efecto del tiempo de exposicion a 10 pM de AF en las condiciones
mencionadas anteriormente. Se observd que el porcentaje de viabilidad de los
cisticercos se mantiene con respecto al control durante las dos horas
posteriores a haber expuesto a los cisticercos al farmaco, pasado este tiempo,
existe un descenso en la viabilidad de los cisticercos el cual es cada vez mas
acentuado conforme transcurre el tiempo, a las 12 hrs. el 100% se muere (Fig.
12a). El consumo de oxigeno disminuye gradualmente durante las primeras 8
hrs. y, al igual que la viabilidad, el consumo desaparece totalmente a las 12 hrs
(Fig. 12b), en tanto que la actividad enzimatica de la TGR disminuye en un 90%
a las dos hrs. (Fig.12c). Esta diferencia entre la desaparicion de la actividad
enzimatica y la desaparicion de los otros parametros de viabilidad (2 hrs. vs.
12), es posible explicarla si consideramos que los seres vivos cuentan con
mecanismos antioxidantes no enzimaticos (REF) que le permitieran al
cisticerco contender inicialmente contra el estrés oxidativo generado por la
inhibicion de la TGR.

Experimentalmente se ha demostrado que los cisticercos, por un lado,
generan altas cantidades de peroxido de hidrégeno durante la respiraciéon
mientras que, por otro lado, se ha mostrado una baja actividad de CAT y GPx

(del Arenal, et.al. 2005) por lo que podemos suponer el hecho de que, al
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% Viabilidad AT-M

permanecer inhibida una enzima clave en el amortiguamiento redox para estos
organismos como la TGR conduzca a los cisticercos a un progresivo
acumulamiento de dafio oxidativo lo que, eventualmente, los conduce a la
muerte. Esto se apoya en la disminucion gradual en el consumo de oxigeno, el
cual desaparece a las 12 horas de incubacién (Fig. 12b). En este tiempo se
observa una mortalidad en los cisticercos del 100% y la inhibicion total de la
TGR.
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Figura 12. Efecto del auranofin a través del tiempo. Se trat6 a los cisticercos con una
concentracion de 10 uM de auranofin para evaluar el efecto del tiempo en el % de
viabilidad AT-M (a), el % de consumo de O, (b) y el % de actividad residual de la TGR
(c). Los controles de DMSO se muestran con simbolos vacios. En este caso el 100%
representa las variables medidas en ausencia de inhibidores. Los resultados se
expresan como porcentajes del control donde el control es el 100% (media + error tipico
; N=3).
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3.2 Efecto de la concentracion

Tomando en cuenta que con una concentracion de AF 10 puM los
cisticercos se mueren a las 12 hrs, y que de acuerdo al experimento inicial
mostrado en la tabla 2, resisten 1.0 uM de AF, decidimos probar un rango de
concentraciones entre 1.0 a 12 pM. En la figura 13a se observa que el efecto
del AF en la viabilidad de los cisticercos de T. crassiceps es dosis-dependiente
encontrando una constante de letalidad media dentro del rango micromolar (3.8
MM de AF), lo cual concuerda con lo reportado recientemente para
Schistosoma mansoni (Kuntz, et.al. 2007) y Echinococcus granulosus (Bonilla,
et.al. 2008).

El consumo de oxigeno (figura 13b) muestra un patrén similar al de
viabilidad aunque en este caso es posible detectar un pequefio consumo de O
hasta 12 uM de auranofin. Esto era de esperarse ya que como sabemos las
enzimas pueden seguir funcionando por un tiempo después de que no se
detecta vida. La actividad de la TGR (figura 13c) no nos fue posible detectarla
espectrofotométricamente, mas alla de 3.0 uM de auranofin.

La constante de inhibicion media de la TGR en condiciones in vivo es de
0.6 uM de auranofin. En comparacion, se ha reportado que la inhibicion de la
tcTGR en condiciones in vitro se encuentra en el rango nanomolar (10 nM,
Rendon, 2004). Esto puede explicarse en parte, por la alta afinidad que
presenta el auranofin con grupos tioles por lo que del compuesto se pierde al
unirse a proteinas de manera inespecifica, principalmente a la albumina.

Existe en la literatura evidencia experimental que apoya el hecho de que la
inhibicién de las TrxR (en este caso, la TGR) por auranofin es especifica y que
dicha inhibicién puede tener efectos dafinos para la célula por ejemplo:

- Los complejos derivados de oro (I) como el auranofin son potentes
inhibidores de la sintesis de deoxirribonucleétidos (Crooke y Mirabelli, 1983).

- Las distintas isoformas de las TrxR son las selenoproteinas mas sensibles
a la inhibicion por compuestos derivados de oro (I) (Hill, et.al. 1997),
principalmente el auranofin, en un orden de magnitud tres veces menor que el
requerido para inhibir a las GPx (Gromer, et.al. 1998; Rigobello, et.al. 2004a).

- La administracién de los compuestos derivados de oro (I) pueden generar
efectos similares a los generados por una deficiencia de selenio y que el uso de
dichos compuestos puede generar estrés oxidativo (Smith, et.al. 1998) al
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alterar el balance redox (por la inhibicién de la TrxR) hacia un estado mas
oxidado (Marzano, et.al. 2007) y propiciar con esto la apertura del poro de
transicion de la mitocondria y la consecuente liberacién de factores pro-
apoptéticos como el citocromo ¢ (Rigobello, et.al. 2002 y 2004b).

100 - l\- a 1m ] ‘—!\I b
4 N\,
= 80- N80-
: 0 L
S 60- o 604 A_ I
S S
3 40- G 404
S N Q
< 8
S 20 20+ l L
1l I\ /L
0 —— E.\--v- 0 —— l,I|I
0 2 4 6 8 10 12 0 2 4 6 8 10 12
Concentracion AF (uM) Concentracion AF (uM)
1 C
100
80-
% |
=
3 604
S
=
g 407
< -
X
204 \}\
0_ e e e D

0 2 4 6 8 10 12
Concentracion AF (uM)

Figura 13. Efecto de la concentracion de auranofin. Se incubaron a los cisticercos en
concentraciones crecientes de auranofin (1 a 12 puM) durante 13 horas para evaluar el efecto de la
concentracion en el % de viabilidad AT-M (a), % de consumo de O, (b) y el % de la actividad residual
de la TGR (c). En este caso el 100% representa las variables medidas en ausencia de inhibidores. Los

resultados se expresan como porcentaje del control donde el control es el 100% (media * error tipico;
n=3).
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3.3 Validacién de los controles.

En este trabajo observamos que los cisticercos control incubados en
ausencia de inhibidor (Figura 13) asi como aquellos incubados solo con el
acarreador (DMSO; Figura 12) no mostraron diferencia significativa en los
porcentajes de viabilidad AT-M, consumo de oxigeno y actividad de la TGR; lo
gue nos permite atribuir los efectos observados al auranofin.

Para corroborar que no existe diferencia significativa entre los distintos
controles realizados (sin auranofin al tiempo O y a las 13 horas asi como el
control del disolvente a las 13 horas) se realiz6 un andlisis de varianza y se
determind que no existen diferencias significa entre los distintos controles con
respecto al consumo de oxigeno (p = 0.62086) y a la actividad especifica de la
TGR (p = 0.24559) con un nivel de confianza del 95 % (Figura 14). No se
realizo el andlisis de varianza para la viabilidad AT-M puesto que en todos los
casos fue del 100 %.
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Figura 14. Validacion de los controles. Se muestra la representacion grafica de los
datos obtenidos en los controles para el consumo de oxigeno (a) y para la actividad

especifica de la TGR (b). Los resultados se muestran como la media * el error tipico.

3.4 Efecto en la infectividad

Datos obtenidos en el laboratorio del Dr. Carlos Larralde indican que los
cisticercos tienen gran capacidad de regeneracion (comunicacion personal) por
lo que nos intereso saber si el efecto del auranofin en los cisticercos era de tipo

citotoxico o citostatico para lo cual se utilizaron 22 cisticercos incubados
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durante 24 horas con 10 puM auranofin. Dichos cisticercos fueron incubados en
ratones para comparar el avance de la infeccibn con respecto a ratones
inoculados con cisticercos sin tratar. Nuestros resultados muestran que, en el
caso de los cisticercos expuestos a auranofin el efecto es citotéxico (figura 15).
Este efecto irreversible es similar al mostrado en otros modelos celulares en los
cuales se conserva el efecto letal a pesar de la eliminacion de este compuesto
(Marzano, et.al. 2007). En el caso de los cisticercos, se pierde por completo la
capacidad infectiva por lo que se infiere que el dafio oxidativo generado por la
inhibicién de la TGR es tal que la viabilidad y la infectividad del parasito queda
comprometida a tal punto que no le es posible recuperarse al eliminar el
farmaco. Como consecuencia, los cisticercos tratados no respondieron a la
induccion de movimiento, se tifieron con azul tripano y no presentaron consumo
de oxigeno.

En el caso de los cisticercos recuperados de ratones inoculados con
cisticercos sin tratar, se encontrd el 100 % de viabilidad AT-M por lo que estos

cisticercos estaban vivos.

1000+ -
E -
&  100-
8 ]
S 3
Q
k%]
(&)
£ 104
= ]
Z -
T
1
Coﬁtrol Tratz'a.dos

Figura 15. Ensayo de infectividad. Se inocularon ratones tratados con 10 uM de AF
por 24 hr y con cisticercos sin tratar para evaluar su capacidad infectiva. En ambos
casos se muestra el promedio de cisticercos recuperados, después de 3 meses de
haber propiciado la infeccion. (Ratones tratados, n=7; ratones control, n=6). Obsérvese

gue en las ordenadas, la escala es logaritmica.
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3.5 Actividad de la TGR.

Adicionalmente a la medicion espectrofotométrica de la actividad de la
TGR, se hizo un zimograma el un gel de electroforesis nativo.

El MTT es una sal soluble de tretazolio la cual presenta una coloracion
amarilla en solucién por estar oxidado. EI MTT es convertido en una molécula
de formazan insoluble azul-morado (al reducirse) debido al rompimiento del
anillo tetrazolio catalizado por enzimas deshidrogenadas activas (figura 16a).

Este compuesto es utilizado principalmente para la determinacion de la
actividad enzimatica de mitocondrias (Roby, et.al. 1994). En este caso lo
usamos para determinar el estado de la TGR de cisticercos expuestos a
distintas concentraciones de auranofin. Para tal fin, se aprovecho la actividad
de deshidrogenada de la TGR la cual cataliza la reduccion del MTT, llevandolo
a su forma insoluble y precipitdndose solo en aquellos lugares donde se llevé a
cabo la reaccion. Para hacer especifica la reaccién se emple6 como donador
de electrones al NADPH, el cual es un sustrato caracteristico de esta enzima.

Los resultados obtenidos indican, por un lado, la alta especificidad y
sensibilidad de esta técnica puesto que es capaz de evidenciar la actividad
residual de la TGR después de ser incubada con 10 y 12 yM de auranoin
(figura 16b, panel superior) al contrario de lo que ocurre con el método
espectofotométrico mediante el cual no es posible detectarla en estas
concentraciones. Este resultado sugiere que dicha actividad residual pueda
ayudar a los cisticercos a mantener su viabilidad durante su exposicion al
auranofin hasta el momento que el dafio oxidativo acumulado es tal que no les
es posible contender con él y comienzan a morir (figura 13).

Por otra parte, se corrobor6 la inhibicién dosis-dependiente de la TGR
por auranofin. En este caso, se muestra como disminuye significativamente la
actividad de la TGR en los cisticercos tratados con concentraciones crecientes
del inhibidor. Se realizé un duplicado del gel utilizado para el zimograma, que
fue tefiido con azul de Coomassie para evidenciar que la cantidad de proteina
que se aplico, fue equivalente para todos los extractos crudos (80 ug, figura
16b, panel inferior) por lo que podemos deducir que la disminucion de la
actividad revelada se debe principalmente a la inhibicibn dosis-dependiente

debida al auranofin comparado con nuestros controles utilizados.
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Figura 16. Evaluacion de la actividad de la TGR en gel. Reaccion del MTT que
ocurre en presencia de TGR y NADPH, el cual vira su color al ser reducido (a);
electroforesis no desnaturalizante en poli-acrilamida al 10 % de extractos obtenidos de
cisticercos tratados 13 horas con 2, 4, 6, 8, 10 y 12 uM de auranofin. En la parte
superior se muestra el zimograma que muestra la actividad de la TGR, usando como
control TGR pura. En la parte inferior se muestra un duplicado del anterior gel tefiido
con azul de Coomassie. Se corrio el equivalente a 80 g de proteina en el caso de los
extractos crudos y 3.75 pg en el caso de la TGR pura. Adicionalmente, se puso un

control de un extracto crudo obtenido de cisticercos incubados con DMSO (b).
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Los resultados obtenidos en este trabajo indican, por un lado, que en
condiciones de mantenimiento, los diversos parametros de viabilidad de los
cisticercos permanecen constantes mientras que el auranofin presenta un
efecto letal dosis-dependiente sobre la viabilidad de los cisticercos y que es
capaz de inhibir in vivo a la TGR en el cisticerco.

En principio, es necesario hacer notar el hecho de que si bien los
resultados de este trabajo sugieren que la inhibicién de la TGR en el cisticerco
tiene un efecto letal, desconocemos la manera en como se afecte el balance
redox en este organismo por lo que es necesario realizar mas estudios para
caracterizar el estado redox en presencia y ausencia del auranofin para
delinear con mayor precision el papel que juega la TGR en los procesos redox
de Taenia crassiceps.

Durante la elaboracion de este trabajo se publicaron dos articulos en los
cuales se muestra este mismo efecto letal del auranofin sobre otros
platelmintos parasitos como en el caso de S. mansoni (Kuntz, et.al. 2007) y en
E. granulossus (Bonilla, et.al. 2008) corroborando nuestra hipotesis sobre la
importancia de esta enzima para el mantenimiento de la homeostasis redox en
el caso de los platelmintos. Por esta razon, consideramos que la TGR es un
blanco atractivo para el disefio de farmacos contra estos organismos parasitos,
en nuestro caso contra el género Taenia, ya que esta enzima parece ser la
Unica que lleva a cabo la funcién de reductasa de los sistemas dependientes de
tiorredoxina y glutation en T. crassiceps (Rendon, et.al. 2004 y Guevara-Flores,
et.al. en proceso de publicacién) y en T. solium (Proyecto Genoma Taenia
solium, comunicacién personal) ; a diferencia de su hospedero mamifero el cual
posee ambas reductasas (TrxR y GR) de manera independiente, ademas de la
TGR adicionalmente a la presencia de otras enzimas antioxidantes como

catalasa 'y peroxidasas entre otras.
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CONCLUSIONES

Es posible mantener a los cisticercos in vitro hasta, por lo menos, 72 hrs.

La motilidad, la tincion por azul tripano, el consumo de oxigeno y la
infectividad son parametros confiables para determinar la viabilidad de los

cisticercos.

El auranofin tiene un efecto letal dosis-dependiente en los cisticercos de

Taenia crassiceps

Los datos de actividad medida por espectroscopia y zimograma demuestran
que la TGR se inhibe in vivo a concentracién de 2 pM de auranofin, una
concentracion 200 veces mayor que la empleada para inhibir a la enzima en

condiciones in vitro (Renddn, et.al. 2004).

La TGR es una enzima muy importante en el mantenimiento de la
homeostasis redox y en la viabilidad del cisticerco, por lo que esta enzima

es vital para este organismo.

Debido a la alta identidad entre la TGR de distintos céstodos y a su cercania
filogenética, es posible que el auranofin tenga un efecto letal en T. solium y
posiblemente en otros platelmintos parasitos de importancia médica y
veterinaria en donde se haya reportado Unicamente la presencia de esta

enzima.
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