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RESUMEN
Con el objeto de purificar la enzima Superoxido Dismutasa, sobrenadantes de
homogenizados de cisticercos de Taenia solium fueron tratados a través de cromatografias
liquidas en forma secuencial de QAE-cellex, Fenil Sefarosa y Cromatoenfoque en PBE-94
l.a enzima superoxido dismutasa de cisticercos de T. solium (SOD T. 5) nativa es un
dimero con un peso molecular de 30 kDa, y cada monémero de 15 KDa, es hidrofilica,
presenta un punto isoeléctrico de 6.3+0.25 y una actividad de 2,900 U/mg. La incubacién
de SOD T s. con 10 mM de cianuro de potasic o por 4 minutos a 100°C inhiben su
actividad en un 80% y 100% respectivamente. La enzima es reconocida por anticuerpos de
congjo anti Cu-ZnSOD de eritrocitos de bovino. Por este procedimi.ento de purificacion
también se copurificd mioglobina del parsito y/o del huésped. SOD T. s. y la mioglobina
podrian ser moléculas capaces de inactivar el anién superdéxido derivado del ataque

fagocitico y de esta forma participar en la evasién inmune.

v



SUMMARY

A protein with superoxide dismutase activity was purified from Taenia solium
metacestodes (SOD T. 5.) by sequential ion exchange chromatography on quaternary-
amino-ethyl-cellulose (QAE-cellex), hydrophobic interaction on phenil-sepharose (F-S) and
chromatofocusing on polybuffer exchanger 94 (PBE-94). The native SOD T. 5. in a dimeric
protein with apparent molecular weigh of 30 KDa determined by gel filtration
chromatography on sephadex G 75-200 and 15 KDa determined by sodium dodecyl
sulfate-polyacrilamide gel electrophoresis under reducing conditions. The isoelectric point
of the purified protein is of 6.3+0.25. Boiling for 4 minutes the SOD 7. s inhibited
completely the enzymic activity, whereas incubation on 10mM KCN inhibited only 80%
enzymic activity. SOD T, 5. was recognized for antibodies of rabbit anti-SOD of bovine cell
red. For this purification procedure we also purified myoglobin of the parasite and/or host.
SOD T 5. and myoglobin could bé molecules than inactive the superoxide anion derived of

the phagocitic attack on this way take part in the immune evasion.



1. INTRODUCCION

1.1 Teniasis y Cisticercosis causadas por Taenia solium.

T. solium es un céstodo parasito que requiere de dos huéspedes para desarrollar su ciclo

biolégico. El hombre es el tnico huésped definitivo porque en su intestino delgado se
encuentra la fase adulta del pardsito, misma que elimina junto con las heces proglotidos
repletos de huevos contaminando el medio ambiente. Los progi6tidos si son ingeridos por
el cerdo seran activados por los jugos géstricos, liberando de sus cubiertas el embrion
hexacanto, éste atraviesa la pared intestinal y a través del sistema circulatorio y/o linfatico
puede alcanzar diferentes tejidos en donde se desarrollard la fase larvaria o cisticerco. El
hombre al consumir came de cerdo con cisticercos viables desarrollard la teniasis (1), la
cual puede durar hasta 25 afios (2).

De manera accidental, si una persona consume huevos de T solium, puede desarrollar la
fase larvaria en sus tejidos pero, cuando los cisticercos se alojan en el sistema nervioso
central ocasionan la neurocisticercosis, cuyas manifestaciones clinicas dependen de la
localizacién, nimero y estado del parasito, pudiendo causar graves trastornos neurologicos

e incluso la muerte. También esta forma de la parasitosis puede cursar asintomatica,

inclusive por 30 afios (3).

En muchos paises de Asia, Africa y' América Latina esta enfermedad es un problema de
salud publica. En México la neurocisticercosis es la principal causa de epilepsia tardia (4)
ademas, el 13% de las neurocirugias realizadas durante 1995 fueron debidas a esta

enfermedad (5) y el 75% de los casos se presentan en individuos de edad productiva (6).
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El complejo teniasis-cisticercosis pérsiste en sitios én doride las condiciones sanitarias y
de higiene son deficientes. En paises dés'a-rr'o;l'iadds‘ la teniasis-cisticercosis practicamente
ha sido erradicada gracias al mejoramiento de las condiciones sanitarias y a mejores habitos
higiénicos de la sociedad (7}, Sin embargo, en los tltimos 10 afios, debido a la migracién

de individuos por razones de trabajo han resurgido los casos en algunos de estos paises (8).

1.2 Control de la Teniasis-Cisticercosis causadas por T. solium.

La OMS considera al complejo teniasis-cisticercosis como una enfermedad capaz de ser
erradicada debido a que el pardsito tiene un solo huésped definitivo, hay farmacos
eficientes contra este céstodo y no existen huéspedes intermediarios silvestres que puedan
perpetuar la enfermedad en algin ambiente (9). Sin embargo, se han identificado varios
problemas que dificultarian su erradicacion a corto plazo. Por ejemplo los tratamientos
masivos podrian, en individuos asintomaticos con cisticercos, desencadenar la enfermedad
al destruir al parasito, por su parte los céstodos serian capaces de volverse también
resistentes a los firmacos. Ademads la poblacion de zonas en erradicacion podria resultar
més susceptible a la introduccién de nuevos focos de infeccién por la cada vez menor
estimulacion antigénica en el medio ambiente debido a la eliminacion del parasito (10).

Por otro lado, ya que el cerdo es el huésped intermediario, la disminucién de la
prevalencia de la cisticercosis porcina mediante la vacuhacién seria una estrategia valiosa.
A este respecto Molinari er. al. (11} han demostrado que en el extracto crudo de cisticercos
de 7. solium existen componentes antigénicos capaces de despertar una respuesta inmune
protectora, por lo cual se han ensayado diversos componentes tanto pt;riﬁcados como

recombinantes obtenidos de 7. solium, Taenia ovis y Tuenia crassiceps con resultados




alentadores. Sin embargo, algunos investigadores consideran que la vacunacién por si sola
no es una medida que controle el comipléjo teniasis-cisticercosis por o que. se hace
necesario considerar otras estrategias como el aprovisionamiente de agua potable y de

letrinas para la disposicién adecuada de excretas (12).

1.3 Evasion inmune.

Se han descrito diversas maneras mediante las cuales los pardsitos evaden la respuesta
inmune, por ejemplo, la variacion antigénica estudiada en Trypanosoma brucei,
Plasmodium falciparum y Leishmarnia sp, se basa en la habilidad de estos protozoarios para
cambiar constantemente la composicién molecular de sus superficies, asi se ha observado
en 1. brucei la presencia de una glicoproteina para la cual codifican mas de mil diferentes
genes aunque solo se expresan uno por uno (13).

Otra estrategia de evasion del ataque inmune es la produccidn de proteasas que hidrolizan
componentes del sistema inmune y de la respuesta inflamatoria del huésped. Las enzimas
proteoliticas se han descr{to en diversas especies de parésitos y en diferentes estadios de
desarrollo de los mismos. Wesley K. ef al. (14) mostraron que los extractos de microfilarias
de Dirofilaria immitis poseen un efecto enzimatico, ya que fueron capaces de hidrolizar
diversas proteinas entre las que se incluye la IgG. En larvas de T. taeniformis se describio
una proteina, denominada Teniaestatina, capaz de inhibir la cascada de;l complemento tanto
por la via clasica, al hidrolizar el factor C3, como por la via alterna rompiendo al factor D
(15), ademds de que es capaz de inhibir la quimiotaxis de neutrofilos (16).

‘A partir de metacéstodos de T solium se ha aislado el antigeno B, una molécula

estructuralmente similar a la paramiosina encontrada en Schistosoma mansoni, la cual




también es capaz de inhibir la activicion del Sistéma dél complemento (17). Por otro lado,

un péptido de bajo peso moleculaf, dénominado “factor del metacéstodo”, aislado también

de larvas de T sofium, inhibe la proliféracién celular y la respuesta inflamatoria alrededor

de los metacéstodos implantados subcutaneamente en ratones. Este efecto posiblemente se
logra debido a que el “factor del metacéstodo™ disminuye la produccion de interleucina 2,

interferdn y e interleucina 4, asi como del factor o de necrosis tumoral (18).

El mimetismo molecular o recubrimiento con antigenos del huésped es otra estrategia

identificada en los parasitos para evadir el ataque inmune. Las larvas de S. mansoni son
capaces de absorber antigenos del sistema de histocompatibilidad de sus huéspedes, lo que
les confiere un sistema de defensa contra las células asesinas del sistema inmune, {19) y/o
también pueden recubrirse de lipoproteinas de baja densidad que disminuye la capacidad de

los anticuerpos para adherirse a su superficie (20).

1.3.1 Enzimas antioxidantes y evasion inmune.

inactivar especies tdxicas derivadas de la reduccidn parcial del oxigeno (20,21). Cuando las
células fagociticas del huésped son estimuladas por la presencia de agentes extrafios se

produce el fendmeno denominado “Estallido Respiratorio” (22,23), el cual consiste en un

" |membrana, que emplea fosfato de nicotin adenin dinucleotido reducido (NADPH) como
donador de electrones, el O; se reduce formandose el primer compuesto toxico derivado de

este fenémeno, el anion superdxido {O%;) (24,25). El O%; es liberado dentro de la vacuola

.

fagocitica y al espacio extra’éelt_llér (24) y reaccione.s éﬁb;écuentcs del superdxido producen
otros agentes toxicos como el perc’)):;ido de hidfééeq{; (H303), producido por la dismutacion
espontanea o catalizada por la enzima superdxido dismutasa. El H;O; al reaccionar con
haluros como el cloro, yodo o bromo, y calalizido por la perdxidasa de eosindfilos o la
micloperoxidasa de neutrdfilos formard dcidos hipoaluros més téxicos. También el 0", a
través de la reaccion de Haber Weiss o al reaccionar con el 6xido nitrico formara el radical
hidroxilo (26,27). Este tltimo es el compuesto mas reactivo y dafiino derivado de este
fenomeno y es capaz de modificar la estructura de 4cidos nucleicos, proteinas y daﬁar

membranas lipidicas al desencadenar la lipoperoxidacion (28).

Otra estrategia de evasién inmune es la produccion de enzimas antioxidantes capaces de

incremento del consumo de oxigeno {O;) vy gracias a un sistema enzimdtico asociado a la -



que en su fase adulta tiene un estrecho contacto con el sistema inmune del huésped, ya que
vive en el sistema intravascular mesentérico. En este parasito se han identificado diversas
enzimas antioxidantes como Glutation peroxidasa, dos formas de Superdxido dismutasa,
cinco isoformas de Glutation S-transferasa, Citocromo ¢ peroxidasa y Glutation Reductasa
(31). La Glutatién peroxidasa y la Superéxido dismutasa se encuentran en la superficie y el
epitelio intestinal, lo que podrfa constituir una respuesta de adaptacién del parésito al

ataque inmune del huésped (31).

1.4 La enzima Superdxido dismutasa (SOD).

Un radical libre es aquel compuesto que tiene en su estructura un electrén desapareado.
(28). Bajo esta definicién el oxigeno molecular (O;) es un biradical ya que tiene en su
estructura dos electrones desapareados, asi cuando el O acepta un electron se produce el
0.

El descubrimiento de la dismutacién (reaccion de dxido-reduccién de un compuesto
'consigo mismo) del O, catalizada por la enzima Superdxido dismutasa, por McCord y
Fridovich (44), demostré la existencia de radicales reactivos de oxigeno en los organismos
vivos, similares a aquellos obtenidos de la irradiacién del agua (23). Se ha comprobado que
el 0"y, con una vida media muy corta, se produce durante el proceso de la respiracion en la
membrana mitocondrial, también en los cloroplastos de las plantas durante la 'sintesis de
carbohidratos, en las células fagociticas durante el estallido respiratorio ademas, diversos
compuestos xenobidticos como el paraquat o algunos parasitocidas, luego de ser reducidos

ceden su electrén desapareado al O, produciende O°; (ciclicidad redox) (23).




Segiin el metal contenido en su sitio activo exisien 3 tipos de SOD. La enzima que
contiene cobre y zinc {Cu-ZnSOD), originalmeite descrita como exclusiva de eucariontes,
se encuentra en el citoplasma de Ia célula y ha sido purificada también de varias especies de
bacterias como Micoplasma hyopneumoniae (32), E. Coli (33) y Brucella abortus (34) y de
cloroplastos de diversas plantas verdes (23). Otra es la que contiene en su sitio activo
Manganeso (MnSOD) y se encuentra en procariontes y en la mitocendria de las células
eucariotas. El tercer tipo contiene hierro (FeSOD) vy esta presente en procariontes,
cloroplastos y especies del reino protista (35), estos 2 dltimos tipos de enzimas son
'similares tanto en su secuencia de aminoicidos como en su estructura, lo que sugiere un
ancestro comun (35,27).

La forma mas cominmente descrita de SOD es la dimérica, compuesta por 2 mondmeros
de aproximadamente 15 a 18 KDa cada uno, sin embargo Leid y Suquet (36) encontraron
en larvas de T, taeniaeformis una forma tetramérica de 64 KDa, constituida por monomeros
de 16.6 KDa cada uno.

Una forma extracelular, glicosilada, que contiene en su sitio activo Cu-Zn (EC-50D) ha
sido descrita en tejido, linfa y plasma de humano y otros mamiferos (37, 38), algunos
parasitos y bacterias, por ejemplo Nocardia asteroides, una bacteria patbgena que
sobrevive en el interior de los fagocitos, induce el estallido respiratorio, pero sin embargo
sobrevive al at;que fagocitico v se ha comprobado que produce durante todo su desarrolio
EC-SOD (39). S mansoni expresa la forma citosélica de SOD y una forma glicosilada que
contiene el péptido sefalizador caracteristico de las proteinas secretadas, esta dltima se
localiza en la regién subtegumental del parasito adulto (40, 41). Una EC-SOD también se

ha descrito en Onchocerca volvulus v se ha postulado que puede estar involucrada en la




defensa contra el ataque del anién superc’-xidb producido extracelularmente, incluido el

derivado del ataque fagocitico (42). Esta forma molecular de SOD se ha descrito con un

peso de 135 KDa, compuesta por 4 mondmeros de entre 28 y 30 KDa cada uno y es
codificada por un gen diferente al que codifica para la Cu-Zn SOD citosélica. (37).
Con una eficiencia similar entre las distintas formas (26, 43), la enzima cataliza la

reaccion siguiente:
205+ 2H™—"H,0,+0;
Es posible que los cisticercos de T. solium. posean la enzima SOD, ya que son capaces de

establecerse y desarrollarse en los tejidos del huésped en forma cronica, incluso estando en

contacto con el sistema inmune.




2. JUSTIFICACION

Los parasitos han desarrollado diversos mecanismos mediante los cuales logran
establecerse y permanecer prolongados periodos en sus huéspedes. La variacion antigénica,
el mimetismo molecular, la produccién de proteasas parasitarias que inactivan moléculas
del sisterna inmune y de la respuesta inflamatoria del huésped asi como la produccién de
enzimas antioxidantes capaces de inactivar compuestos reactives de oxigeno, incluidos los
derivados de las células fagociticas, son algunos de los mecanismos propuestos.

En diversos helmintos se han identificado varias enzimas antioxidantes, sin embargo en
T. solium solo se han reportado 2 formas de Glutation S-transferasa. En el presente trabajo

se pretende identificar la presencia de la enzima SOD en cisticercos de T. solium.

3. HIPOTESIS
Si componentes proteicos {(CP) de cisticercos de T. solium son capaces de inhibir la

reduccion del citocromo ¢ en el ensayo descrito por McCord y Fridovich entonces en esos

CP se encuentra la enzima Superéxido dismutasa.

4. OBIETIVOS
4.1 Purificar por procedimientos bioquimicos ia enzima superoxido dismutasa de
cisticercos de
T. solium.

4.2 Caracterizar parcialmente a la enzima superdxido dismutasa de cisticercos de

T. solium.



5. MATERIAL Y METODOS

5.1 Purificacion de la enzima.

5.1.1 Parasitos.
Cisticercos de T, solium se diseccionaron de musculo esquelético de cerdos infectados
naturalmente e inmediatamente se congelaron a —70°C hasta su uso. Se tuvo suficiente

cuidado en este proceso para no incluir los tejidos del huésped en ellos.

5.1.2. Homogeneizacion.

Los parasitos fueron homogenizados siguiendo la técnica de Leid y col.(36), brevemente:
Los cisticercos fueron suspendidos en una proporcion de 1:3 (p/v) en tris 0.01 M y KCl 3
M‘, pH 8.0, se homogenizaron en un homogeneizador de tejidos marca Polytron
(Brinkmann Instrumens, New York, U.S.A.) dando pulses de 15,000 rpm durante 1 minuto
con intervalos de 30 segundos en nimero suficiente para permitir la destruccién total de
todos los parasitos, dejandolos en agitacién lenta toda la noche a 4 °C.

El homogeneizado se centrifugd a 45,000g durante 1 hora a 4°C, el sobrenadante obtenido
fue dializado exhaustivamente en tris 0.01 M pH 8.0 y nuevamente centrifugado a 45,000g
durante 90 min. a 4°C. a partir del sobrenadante de esta tltima centrifugacion (Sn-1) se
purificé la proteina.. -

5.1 .3.Cromatografias secuenciales.

Sn-1 se pasd por una cromatografia de intercambio aniénico en QAE-cellex (4 cm de

diametro por 19 cm de altura) a 4°C, la resina se equilibrd con tris-HC1 0.01 M pH 8.0. Las




proteinas adsorbidas a la columna fuer'oln clu1das med:ante un gradlente salino de NaCl de 0
a0.5Men tris 0.0l MpH 8.0 a un ﬂujc de 90 ml/h y se colectaron fracciones de 3 ml. Para
determinar la actividad enzimatica se emplearon los métodos tanto en solucién como en
geles nativos descritos mas adelante. Todas las fracciones con actividad enzimatica (QAE-
elu) se mezclaron y concentraron por presion negativa con nitrégeno en el sistema de
filtracién Amicon con una membrana de corte de peso molecular de 3000 Daltons
{(Millipore. MA, USA). Con el objeto de verificar la formacién del gradiente salino se
midié la conductividad iénica en cada 5 fracciones con un conductimetro YSI modelo 3200
(YSI Inc. Yellow Spring, Ohio, U.8.A.), expresando la conductividad en milisiemens (mS).
Las QAE-elu concentradas se prepararon para la siguiente cromatografia dializando contra
fosfato de potasio dibasico (K;HPO,) 0.7 M, pH 7.8.

Las QAE-elu se separaron en una cromatogrifia de hidrofobicidad de Fenilsefarosa (F-S)
(2 cm de diametro por 21 cm de altura) a 4° C, equilibrada con K;HPO, 0.7 M pH 7.8. Las
proteinas unidas a la columna fueron eluidas con el mismo amortiguador de fosfatos pero a
una concentracion de 0.1 M a un flujo de 19 cm / h Fracciones de 3 ml fueron colectadas y
se les determiné la actividad enzimatica para SOD. Las fracciones con actividad enzimética
se juntaron (F-S elu) y se concentraron por el sistema previamente descrito y
posteriormente se dializaron contra imidazole 0.025 M pH 7.4 a 4°C.

F-S elu se separé ¢n un cromatoenfoque de sefarosa multiamortiguadores de intercambio
idnico (cromatoenfoquc en PBE 94. Amersham Pharmacia Biotech AB, Uppsala Sweden)
(! cm de diametro por 18 cm de altura). La resina se equilibré con 1m1dazole 0.025 M pH
7.4. Como eluyente se usé PBE 74, pH 4.0 (Amersham Pharmacia Biotech AB, Uppsala,

Sweden) y se colectaron fracciones de 2 ml. El pH de cada fraccitn se determind mediante




un potenciémetro Beckman modeio PHI 32.‘ D_ebido a ia Ibaja concentraciéon prqteica en las
fracciones obtenidas se decidié ag'rupéli"ias; en 'raﬁEos dé 0.15 inidades de pH de diferencia
entre ellas. Estas se concentraron por Amicon y para ajustarles el pH se dializaron contra
amortiguador de fosfatos pH 7.2 (PBS). Posteriormente se emplearon 100 pl de cada grupo

para determinar la actividad enzimética para SOD.

5.1.4 Cromatografia de filtracién en Sephadex G-75-200.

Con el objeto de identificar el peso molecular de la forma nativa de la enzima SOD, una

muestra de 10 mg de proteina de F-§ elu se pasé a través de una cromatografia de afinidad
en Sephadex G-75-200 (1 cm de didmetro por 60 ¢cm de altura) a temperatura ambiente. La
columna se estandarizé a un flujo de 0.5 ml/h empleando como proteinas de referencia para
pesos moleculares albiimina de suero bovino (60 KDa), anhidrasa carbénica (32 KDa) y
mioglobina de corazén de caballo (16 KDa). Las proteinas se eluyeron con K;HPO, 0.05 M

pH 7.0. Se colectaron fracciones de 0.7 ml.

5.1.5 Cromatografia de afinidad a heparina.

Pueste que en mamiferos y en S. mansoni se ha reportado una forma extracelular de [a
enzima SOD glicosilada, una muestra de 28 mg de proteina de QAE elu fue pasada a través
de una cromatografia de afinidad a heparina-Sefarosa (Amersham Pharmacia Biotech AB,
Uppsala, Sweden) (1 cm de didmetro por 5 cm de altura). La columna se equilibré con

NapHPO4 0.025 M pH 6.5 y las proteinas fijadas a la resina fueron eluidas con NaCl 1.0 M.

5.2 Ensayos enzimaticos.
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5.2.1 En solucién.

La actividad enzimética para SOD se deterrhmo por él método desarrollado por McCord y
Fridovich, basado en la inhibicion de la reduccién del citocromo ¢ (44).Brevemente, el
ensayo comprende dos sistemas, uno generador del O% y otro que es un detector del
mismo. El O%; se genera cuando la enzima xanlina oxidasa oxida a la xantina y cede el
electrén a una melécula de O,. Asi el O es capaz de reducir a su vez (ceder un electron) al
citocromo ¢, que en el ensayo funciona como la molécula detectora. En estado reducido el
citocromo c tiene su valor maximo de excitacion a una longitud de onda de 550 nm. La
cantidad de xantina oxidasa que se adiciona debe ser la suficiente para obtener de 0.1 a 0.12
unidades de absorbancia en 2 minutos en el control negativo. Si SOD esta presente en la
mezcla de ensayo inhibe la reduccion del citocromo ¢, es decir, si en las fracciones
obtenidas durante los procesos de purificacion existe SOD, los valores de absorbancia
deberan de ser de cero o tendientes a él en 2 minutos. Una unidad de SOD se definié como
la cantidad de la enzima que inhibe en un 50% la reduccién del citocromo ¢ y se cuantificd
conforme al método descrito por Galleno et al. (45) (fig. 1). Practicamente la técnica se
desarrolla de la siguiente manera; El amortiguador de ensayo (AFE) contiene K;HPO4 0.05
M y acido etilen-diamino tetra-dcetico (EDTA) 0.0001 M, pH 7.8. A 3 ml de AFE se le
adicionan 200 pl de una solucién de 0.0015 M de xantina (Sigma Chemical, St. Louis, MO.
USA) en agua destilada y 500 ul de una solucién 0.00029 M de citocromo ¢ (Sigma
Chemical St. Louis, MO. USA) en agua destilada. A la mezcla anterior se adicionan los 200
pl de la muestra a analizar o de AFE (control negativo), al control positivo se le incluyen

10 unidades de SOD de eritrocitos de bovino (Sigma Chemical Co. St Louis Mo. USA)
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contenidas en 200 ul de AFE de tal manera que los tubos de muéstras experimentales y
Liiy oo

controles contienen un volumen final de 3.6 ml cada uno. Las lecturas a 550 nm se

realizaron 2 minutos después de adicionar la cantidad determinada de la enzima xantina

oxidasa a la mezcla de ensayo.

5.2.2 Actividad enzimdtica en geles de enfoque isoeléctrico.

La actividad enzimatica de SOD también se demostro al inhibir la reduccién del Nitroazul

de tetrazolio (NBT) por la técnica de Beauchamp y Fridovich {46) en geles de enfoque
isoeléctrico descritos por Robertson er af (47) con las siguientes modificaciones: se
prepararon geles de poliacrilamida al 10% conteniendo 2.5% de anfolitos (pH 3.5-10)
(Amersham PhMacia Biotech AB, Uppsala, Sweden) en una cdmara Miniprotean III (Bio-
Rad Laboratories, Hercules, Cal. U.S.A.). Las muestras para analizar se suspendieron en un
volumen igual de glicerol al 66% conteniendo anfolitos a la misma proporcion que en el
gel. El amortiguador catodico fue hidréxide de sodio 20 mM y el anddico acido fosférico
10 mM. La electroforesis se realizé a 200 Volts durante 1.5 horas y 400 Volts la siguiente
hora y media, a temperatura ambiente. Al finalizar la electroforesis los geles se incubaron
por 20 minutos en una solucion de NBT (Sigma Chemical, St. Louis, Mo. USA) 2.45 X 107
L M vy riboflavina (Sigma Chemical, St. Louis, Mo. USA) 2.5 X 10° M en la oscuridad a
temperatura ambiente y en agitacion lenta. Inmediatamente después la reaccion enzimatica
se revelé sumergiendo el gel en una solucién de N,N,N"N'-tetra-methyl-ethylenediamino

(TEMED) al 1% en agua desionizada en presencia de luz directa, la reaccién se pard

lavando exhaustivamente los geles con agua destilada.
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5.2.3 Ensayos de inhibicién enzimética.
Los ensayos de inhibicién enzimatica §¢ fealizaron por duplicado con la fraccion de
mayor actividad enzimética obtenida del cromatoenfoque en PBE-94, ubicada en un pH de

6!340.25.

5.2.3.1 Inhibicién por cianuro de potasio (KCN).

" {Las condiciones y reactivos de estos ensayos son los mismos empleados en solucién mas

la adicién de KCN como inhibidor. Se probaron concentraciones de 0.5, 1.0 y 10 mM por 2
minutos de incubacidn con aproximadamente 5 unidades de SOD de eritrocitos de bovino
(Cu-ZnSOD) y 5 unidades de actividad para SOD de la fraccion de pH 6.3+0.25 obtenida

del cromatoenfoque en PBE-94.

5.2.3.2 Inhibicién por temperatura.

Seis diferentes alicuotas cada una con cinco unidades de actividad para SOD de la

fraccion de pH 6.3+0.25 PBE-94 s.e incubaron a 100° C. El tiempo de incubacién fue
diferente para cada una de ellas, permaneciendo a esa temperatura 1 minuto o
incrementindose minuto a minuto hasta 6, Otra muestra similar se mantuvo por 30 minutos
a 37°C. Al término de cada periodo de incubacion se realizo el ensayo enzimatico. Muestras

similares sin calentar se emplearon como controles positivos.

5.3 Electroforesis en geles de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio (PAGE-SDS).
Este sistema se empled para analizar las diferentes fracciones de proteina obtenidas de los

I
procedimientos cromatograficos de purificacién de la enzima. Los PAGE-SDS se
[
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realizaron siguiendo la técnica cie i,aémmlli (;18) ;:on aigunaé modificaciones ¥ en mini
geles Protean IIT (Bio-Rad Laboratories U:§EK‘.): La dimensiones de los mismos fueron de
Il cm x 8 cm x 0.5 mm, cada gel al 10% de concentracién de acrilamida se form6 con 1.65
ml de una solucién concentrada de acrilamida- bisacrilamida (30% - 0.8%); 1.25 m! de
tris-HCl 1.5 M pH 8.8; 1.7 ml de agua destilada y 100 pl de SDS al 10%, el gel se
polimerizé con 33 pul de persulfato de amonio al 10% y 3.3 ul de TEMED. Cuando se
prepararon geles al 12%, el volumen de la solucidn concentrada de acrilamida -
bisacrilamida fue de 2.05 ml y el de agua destilada de 1.7 ml El gel concentrador de las
proteinas se preparé al 7.5% de acrilamida con (.4 ml de la solucion concentrada de
acrilamida - bisacrilamida; 0.75 ml. de tris 0.5 M, pH 6.8; 1.52 m! de agua destilada y 30 p!
de SDS al 10%, el gel se polimerizé con 10 pl de persulfato de amonio al 10% y 1.5 pl de
TEMED. El amertiguador de electroforesis empleado se formé con (ris 0.002 M, glicina
0.15 M y 0.8% de SDS.

Aproximadamente 80 pg de proteina se depositaron por pozo del gel de cada una de las
muestras proteicas que se analizaron, previamente las muestras se mezclaron en una
proporcidn 1:1 (v:v) con una solucién amortiguadora de tris-HCl 0.05 M pH 6.8 que
contenia 1% de SDS (p:v), EDTA 2 mM, 10% de glicerol, 2% de 2-3 mercaptetanol {éste
ultimo si se requeria reducir las prote{nas a sus formas monoméricas) y azul de bromofenol,
la mezcla se calentd a 100° C durante 2 minutos antes de colocarlas en el gel. Para separar
las proteinas se suministré a la camara de electroforesis una corriente eléctrica de 100 Volts
(20 miliampers) con una fuente de poder Bio-Rad modelo 250/2.5 (Bio-Rad Laboratories

;USA.) durante 2.5 horas a temperatura ambiente. Al finalizar la electroforesis los geles se

|
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tifieron con Azul de Coomassie (metanol al 40 %, Azul de Coomassie R-250 0.025% y

acido acético 10%) durante 2 horas y é‘e déstifieron con una solucién al 10% de acido
acético y 10% de metanol.

Eventualmente, cuando la cantidad de proteina a separar por este sisterna fue menos de 5
ug / pozo los geles se tifieron con nitrato de plata como sigue: Las proteinas se fijaron con
cido tricloroacético al 20% durante una hora, luego de 5 lavados de 10 minutos cada uno

* con agua desionizada ultrapura, el gel se sumergié en una solucidn para tefiir preparada en
algua desionizada ultrapura que contenia 0.003% de NaOH 5.9 N, 0.015% de NH,OH 14 M
y, 5% de una solucion de nitrato de plata 1 M. El gel fue lavado nuevamente como se
mencicnd anteriormente y se sumergié en la solucion reveladora (0.0005% de formaldehido
al 37.4% vy citrato de sodio 0.17 M) durante el tiempo necesario hasta que aparecieran las
bandas de proteina en el gel. La reaccién de revelado se pard con metanol al 40% y 4cido

acético al 10%. Los geles se mantuvieron en esta ultima solucion hasta secarlos.

5.4 Cuantificacion de proteinas,

Al extracto crudo y a todas las fracciones obtenidas de las diversas cromatografias se les

determiné su concentracion proteica mediante el método de Lowry (49). Se construyé una
curva patron con una solucién stock de 1 mg/ml de albimina sérica bovina en PBS. Se
realizaron diluciones seriadas de este s”tock (1:2) en un volumen final de | mi de PBS. Por
otro lado, de cada solucidén para analizar, su volumen elegido se aford a 1 ml con PBS. A

cada tubo de la curva y/o muestra se le agregaron 4 ml de solucién de Lowry formada con

"el 98 % de una sollcidon de carbonato de sodio anhidro al 2% en NaQH 0.1 N, 1 % de
|

l
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tartrato de sodio y de potasio al 2% y el 1 % de sulfato cuprico al 1%. La mezcla se agito y
se:: dejé en reposo durante 10 minutos a lémpéiﬁtur‘a ambiente (TA). Después a cada tubo se
le agregaron 0.4 ml de reactivo de Folin diluido 1:2 con agua destilada, se agité e incubd 30
minutos a TA. La absorbancia a una longitud de onda de 600 nm se registré en un

espectrofotdmetro Ultospec 1000 (Pharmacia Biotech, Cambridge, England).

5.5 Produccidn de sueros.

A cuatro conejos de la raza New Zeland de 3 meses de edad se les tomé una muestra

s'anguinea de 3 ml y posteriormente se inmunizaron intramuscularmente cada uno con un
solo inmunogeno. Cada uno recibié 2 estimulos antigénicos similares en total, separados
por un intervalo de 15 dias. La dosis de imnundgeno por estimulo fue de 300 pg de proteina
en adyuvante completo de Freud (v:v). Los inmunégenos fueron: a) SOD de eritrocitos de
bovino, b) mioglobina de musculo cardiaco de caballo, c) anhidrasa carbénica de eritrocitos
de bovino (Sigma Chemical, St. Louis MO. USA) y d) homogeneizado total de cisticercos
de T solium. veintiocho dias después los conejos sc sangraron, se separé el suero por

centrifugacién y se guardd en alicuotas a —20°C hasta su uso.

5.6. Inmunoelectrotransferencia. (IET).

Se realizé la técnica de IET siguiendo el método de Towbin y col. (50) La cantidad de

proteina transferida a los geles de nitrocelulosa (NC) fue de 0.8 ug por mm lineal.




Al finalizar 1a IET la hoja de NC se marc6é con una linea de referencia (LR) sobre el

limite entre el gel concentrador y el gel separador y se cortd en tiras de 0.5 mm en sentido

perpendicular a la LR.

'5.6.1 Revelado de las [ET.

Los antigenos transferidos a la NC se revelaron por procedimientos inmunoenziméticos.
Se utilizd6 una tira de NC por suero a evaluar. En cajas Acutran con 8 canales se
desarrollaron las incubaciones. En cada canal se deposité una tira, inmediatamente después
se les adicioné 0.5 ml de suero de conejo normal o experimental diluido 1:100, 1:500, y
1.11000 en PBS Tween-20 mds 5% de leche descremada (primer anticuerpo), excepto las
muestras de las fracciones de mayor actividad obtenidas del cromatoenfoque PBE 94 las
cuales fueron diluidas 1:25. Las tiras se incubaron por 1 hora, luego se lavaron 3 veces
durante 5 minutos con PBS Tween-20. Al término del ciclo de lavados las tiras se
incubaron en 0.5 ml de un conjugado de suero de cabra anti-IgG de conejo acoplado a
Feroxidasa de rabano (segundo anticucfpo) (Zymed Laboratories. Inc. San Francisco,. CA,
iZUA) diluido 1: 750 en solucién de lavado en todos los ensayos. Una hora més tarde se
realizé otro ciclo de lavados como se menciond, adicionando 2 lavados mas con PBS solo.
El revelado de la reacciéon inmunoldgica se efectudé adicionando a cada tira 0.5 ml de
diaminobenzidina (DAB) 50 mg/ml més 1.0 pl/ml de Hy0; al 30 % durante algunos
Jminutos, hasta mostrar las bandas antigénicas en los experimentales y controles positivos y
lla ausencia de las mismas en las tiras controles negativos, incubadas con suero de conejo

|
(
|
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normal. La reaccion se paré lavando las tiras con'agua destilada. En todo momento las tiras
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se mantuvieron en agitacion lenta con movimiento de columpio a temperatura ambiente.

Finalmente se secaron las tiras y se almacenaron protegidas de la luz.

5.7 Secuencia de aminoacidos.

Una alicuota de 80 pg de F-S elu v otra de aproximadamente 5 ug de la fraccion con
mayor actividad enzimética para SOD obtenida del cromatoenfoque PBE-34 se corrieron
por elcctrqforesis en PAGE al 12 %. Inmediatamente después las proteinas se transfirieron
a una membrana de PVDF (Millipore, MA, USA} bajo las mismas condiciones de
electrotransferencia descritas para membranas de NC. La membrana se tifidé con Azul de

Commassie y a la banda revelada con un peso molecular de 16,000 daltons se le analizé su

secuencia de aminoacidos mediante la técnica de Edman (51).
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6. RESULTADOS

6.1 Purificacion de [a enzima.

6.1.1 Parasitos,
Se obtuvieron cisticercos de diferentes cerdos infectados naturalmente, todos comprados
en el estado de Morelos, México, desconociendo el sitio donde los animales se infectaron

asi como la duracion de la infeccion.

6.1.2 Homogeneizado.

Tanto el rendimiento, en términos de cantidad de proteina solubilizada como la diversidad

de componentes presentes entre los homogenizados fue parecida en los diferentes lotes de

cisticercos (fig. 32 carriles B y C).

6.1.3 Cromatografias secuenciales.

Se realizaron siempre en forma secuencial y en el siguiente orden: QAE-cellex, F-S y
‘cromatoenfoque en PBE-94.

Las figuras 4-14 muestran los resultados de i1 cromatografias que se efectuaron en una
columna de intercambio anionico de QAE-cellex. Los valores de absorbancia a 280 nm de

las fracciones que se colectaron indicaron que en el primer pico se encontraron las proteinas

no adsorbidas a Ia resina. Los otros picos comesponden a aquellas proteinas eluidas por

efecto del gradiente salino de NaCl.
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Los valores de absorbancia a 556 nm definen a las muestras con actividad enzimatica
para SOD asi, la enzima fue adsorbida por ¢sta Hiatriz. Este Gltimo trazo fue graficado en
sentido inverso al de 280 nm debido al decremento de la absorbancia especifica al inhibir
SOD la reduccion del citocromo ¢ en el ensayo enzimatico.

Las figuras 15-22 muestran los perfiles cromatogrificos en F-S de las fracciones con
actividad enzimatica para SOD provenientes de las columnas de QAE-Cellex. En el primer

pico de proteina de las graficas se detecté la actividad para SOD, que al no haber sido

retenida en este tipo de resina indicé que se trata de una proteina hidrosoluble. El segundo
pico se obtuvo al eluir a las proteinas adsorbidas a los grupos fenilos de la resina con un
amortiguador de fosfatos de 0.1 M. En esta region se pudo detectar también actividad
enzimatica para SOD aunque en una proporcién mucho menor. En algunas cromatografias
de F-S (figs. 19, 20, 21 y 22) se obtuvieron en las primeras fracciones altos valores de
absorbancia debido a la turbidez dada probablemente por el contenido de lipidos ya que su
contenido de proteina determinado por el método de Lowry fue insignificante.

La ultima cromatografia liquida efectuada en el proceso de purificacion fue el
cromatoenfoque en PBE-94 (figs. 23-31). Las muestras que se incluyeron correspondieron
solo a las del primer pico de F-S con actividad enzimitica para éOD. A 280 nm se pudo ver
una gran fluctuacién en la cantidad de proteina eludia a lo largo del cromatoenfoque, no
obstante la escasa concentracion de la misma a este nivel de puriﬁc‘:acién.

La actividad enzimatica para SOD se detecté en un rango de pH de 5.7 2 6.7 con un pico

de maxima actividad en las fracciones con pH 6.3 £ 0.25.

6.1 Cromatografia de filtracion en Sephadex G-75-200.
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La fig. 32 muestra que la actividad enzimidtica para SOD se ubica en la region donde

eluyeron las proteinas de un peso molecular de alrededor de 30 KDa.

6.2 Cromatografia de afinidad a heparina.
La actividad enzimatica para SOD se encontrd en las proteinas que no mostraren afinidad

a la heparina.

6.4 PAGE-SDS.

La electroforésis se utilizé exclusivamente para fines analiticos. En la fig. 33 se muestran

diversas fracciones proteicas por duplicado, incluidas las del Sn-1 y las obtenidas de las
cromatografias de QAE y de F-S, sucesivamente. Solo las muestras de la derecha de cada
duplicado se redujeron con 2 f-mercaptoetanol. En el carril A) pesos moleculares; B y C)
Sn-1; D y E) proteinas que no se absorbieron a la resina de QAE; F y G) proteinas que si se
adsorbieron a QAE con actividad enzimética para SOD y H e I) proteinas absorbidas a la
resina de QAE sin actividad para SOD. Simultanecamente para F-§ los carriles J y K)
muestran las proteinas no absorbidas a la resina con actividad enzimatica para SOD vy el
carril L) se refiere a las proteinas no reducidas con 2 -mercaptoetanol adsorbidas a los
grupos fenilos.

En la fig. 34-B se m.uestra en PAGE-SDS la fraccién con mayor actividad enzimatica
para SOD obtenida del cromatoenfoque en PBE-94 en condiciones fio reducidas tefiida con

nitrato de plata con sus pesos moleculares (A). En la fig. 35 se muestra la misma fraccién

23




en condiciones reducidas tefiida con azul de Coomassie (B), los pesos moleculares usados

como referencia (A) y SOD de eritrocitos dé bévino como control (C).

6.5 Secuencia de aminodcidos.

Se secuencié la banda de proteina con peso molecular de 15 a 16 KDa de F-S elu (fig. 33
carriles J y K). El resultado de este estudic mostré los aminoacidos
GLSDGEWQLVLNVWG en la porcién amino terminal. Al comparar esta secuencia con
las reportadas en el banco de datos para proteinas Swiss-protein (Swiss Institute of
Bioinformatics) resulté ser tener una alta homologia con la mioglobina de mamiferos (Fig.
2).

También se secuencid la banda de proteina ubicada en la regién de 15 KDa observada en
la fraccién de pH 6.3+0.25 con mayor activid.';\d enzimética para SOD obtenida del
cromatoenfoque en PBE-94 (fig 35, carril B), identificandose los siguientes aminodcidos:
MKAVXVMRGEEGVKGVVHFTQ los cuates, al compararlos con las proteinas
reportadas en el banco de datos nr (National Center for Biotechnology Information, U.8.A.)

muestran una homologia del 76% con la Cu-Zn SOD citosélica de S. mansoni (fig. 3).

6.6 Unidades de actividad enzimética.
El cuadro 1 muestra el resumen de la purificacion de SOD. Se observa que la enzima se
logré purificar 2,071 veces a partir del extracto crudo, obteniendo 2,900 U/mg,. de actividad

especifica mediante el procedimiento descrito.

6.7 Ensayos de especificidad.
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Se ha reportado que la mioglobina es capa.i de inhibir la reduccion del citocromo ¢ (52).
El analisis de la secuencia de aminoécidos de la banda de 15 KDa de la fraccién de F-S con
actividad enzimdtica para SOD revelé mioglobina. Sin embargo no se detectd actividad
similar a SOD en ensayos en solucion con mioglobina liofilizada de corazén de caballo,
pero si en el ensayo basado en la reduccién del NBT en geles de enfoque isoeléctrico. La
banda acromdtica de actividad enzimatica ubicada en el punto isoeléctrico (pl) de 6.3 que
aparece solo en las fracciones con actividad obtenidas de F-S y QAE-cellex (fig. 36).

probablemente corresponde a la SOD citosdlica identificada en el presente trabajo

6.8 Ensayos de inhibicidn enzimatica.

Cuando la fraccién con mayor actividad enzimética para SOD obtenida del
cromatoenfoque en PBE 94 se incubd con KCN la inhibicién disminuy6, al igual que con
SOD de eritrocitos de bovino, conforme a la concentracion de KCN, de tal manera que
cuando la SOD de eritrocitos de bovino, que contiene Cu-Zn en su sitio activo, se inhibié
totalmente, la fraccion de mayor actividad para SOD (pH 6.310.25) obtenida del
cromatoenfoque en PBE-94 se inhibié un 80% (Cuadro 2) y cuando una muestra similar se
calentd a 100° C durante 4 minutos perdié completamente su actividad. Esta misma

fraccion al incubarse a 37° C durante 30 minutos no perdi6 su actividad enzimatica.

6.9 IET.

6.9.1 Fraccion con actividad obtenida de QAE-cellex.
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La figura 37 muestra el resultado de la [ET una fraccion de QAE-Cellex con actividad
enzimdtica para SOD revelada con: a) suero de conejo normal; b) suero de conejo anti SOD
de eritrocitos de bovino y ¢) suero de conejo anti mioglobina de corazén de caballo
(diluidos 1:1000). En la tira b se observan las bandas aﬁtigeno—anticuerpo en diferentes

pesos moleculares, incluida la de 15 KDa.

6.9.2 Fraccion con mayor actividad obtenida de F-S

La fig. 38 presenta el resultado de la reaccion antigeno-anticuerpo entre la fraccién con
mayor actividad para SOD obtenida de F-S transferida a una membrana de NC a partir de
PAGE-SDS en condicicnes reducidas v diversos anticuerpos de conejo utilizados a .3
diluciones diferentes. Las tiras A-C no presentaron ninguna reaccién frente al suero de
conejo normal. Los anticuerpos heterélogos contra SOD de eritrocitos de bovino (D-F) y
los anticuerpos contra mioglobina de corazdn de caballo (G-I) reaccionaron en la region de.
15-16 KDa con una ligera diferencia en la movilidad electroforética en este rango. El suero
anti homogeneizado total de cisticercos de T. sofium (J-L) reacciond con diversas bandas
pero destact la misma banda mostrada por los otros 2 anticuerpos. El efecto de la dilucién
del suerc en la reaccién inmuncenzimatica fue claramente demostrado en todos los
anticuerpos que fueron positivos.

La fig. 39 muestra la misma F-S elu transferida a NC a partir de PAGE-SDS en
condiciones no reducidas, es posible apreciar una banda de actividad antigeno-anticuerpo

en la region de 30 KDa, ademas de la banda ubicada en la region de 15 KDa.

6.9.3 Fraccidn con mayor actividad obtenida del cromatoenfoque en PBE-94
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La figura 40 muestra el resultado de la reaccion antigenc-anticuerpo entre la fraccion de
pH 6.3+0.25 oblenida del cromatoenfoque en PBE-94 y diversos anticuerpos de conejo
diluidos 1:25. El suero de conejo normal, no obstante su baja dilucién, no mostro ninguna
banda reactiva (a). Anticuerpos contra SOD de eritrocitos de bovino presentaron la misma
reaccion en la region 15 kDa (b} que la obtenida en F-S elu y en la fraccién de mayor
actividad obtenida de QAE-cellex. Contrartamente, anticuerpos contra mioglobina de

corazon de caballo no predujeren ningin reconocimiento inmune en esta fraccion (c).

6.9.4 Diversas fracciones obtenidas del cromatoenfoque en PBE-94.

La fig. 41 muestra el resultado de la reaccion antigeno-anticuerpo en diversas fracciones
obtenidas del cromatoenfoque en PBE-94 y los mismos anticuerpos de conejo empleados
en las IET anteriores. La fraccidn con un pH 6.40 a 6.50 solo fue positiva frente anticuerpos
contra SOD de eritrocitos de bovino (A3), la fraccion con un pH de 6.60 a 6.70 fue negativa
para todos los anticuerpos (B1-3), la fraccion con un pH de 6.75 a 6.85 y Ia fraccién 6.90 a
7.0 fueron positivas solo para anticuerpos heteréloggs contra mioglobina de corazdn de

caballo (C y D).
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7. DISCUSION

El concepto de evasidn inmune fue descrito a finales del siglo 19 por Paul Ehrlich al
demostrar la variacion antigénica en tripanosomiasis africana. En los afios 60°s se reforzé
esta idea con la observacion de que los parisitos sobreviven en huéspedes
inmunologicamente competentes, gracias en parte a que presentan antigenos de reaccién
cruzada con sus huéspedes (53). También se pensé que otras consecuencias por compartir
antigenos entre parasitos y huéspedes son la susceptibilidad de este idltimo a la infeccion
(54) y el desarrollo del polimorfismo antigénico (55,56). Las investigaciones sobre la
evasion inmune parasitaria posteriores a las mencionadas han crecido, abarcando ejemplos
como la induccién de células supresoras (57,58), proteasas parasitarias (59), enzimas que
inactivan mediadores quimicos de la hipersensibilidad inmediata (60), inhibidores de
proteasas del huésped (61,62), inhibicion del complemento (63) y enzimas antioxidantes
(21). Estas ultimas son capaces de inactivar a diversas especies reactivas de oxigeno (ERO)
producidas durante la “explosién respiratoria” al activarse las células de la respuesta
inflamatoria por la presencia de agentes extrafios como son los parasitos.

Las formas oncosferales de T. solium son las que originan a los cisticercos, para que esto
sticeda ellas tendran que establecer contacto con ios componentes inmunes del huésped vy
salir libradas de su efecto. En la boca del huésped hay principalmente proteasas e
inmunoglobulinas de la clase IgA secretora e 1gGG exudada de suero. Por las dimensiones
del parisito es poco probable que los anticuerpos de esta drca puedan neutralizarlos y quiza
lalconcentracion de proteasas sea insuficiente para actuar eficientemente. En el estémago la
acide_z que presenta este medio es util para romper los tabiques que forman la cubierta

oncosferal, pero no se sabe si también pudiera ser un impedimento para el establecimiento
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de la infeccion, sobre todo en aqueilas oricosferas sm fnembranas. No es sino hasta que se
encuentra el huevo de T. solium libre de sus cublertas (embrion hexacanto) e
inmediatamente por detras del epitelio intéstinal; donde existe una concentracion de células
fagociticas importante cuando el parésito, por su condicién “desnuda” estaria en un punto
critico para su sobrevivencia (63). Estas células fagociticas durante la “explosién
respiratoria” producen, a partir de la reduccidon del oxigeno y la formacién del anion
superoxido, una serie de especies reactivas quimicamente inestables. Como ejemplos de
productos primarios derivados de esta reaccién se encuentran los peréxi&os de hidrégeno y
el idn hidroxilo, los secundarios, los peroxidos lipidicos, hidroperoxidos lipidicos y los
terciarios los carbonilos. Todos estos productos son tdxicos para las membranas lipidicas
celulares, proteinas y acidos nucleicos.

En este trabajo se purificd una proteina con actividad enzimatica para SOD a partir de

cisticercos de T solium mediante cromatografias liquidas de intercambio anidnico,
" hidrofobicidad y cromatoenfoque en PBE-94 (SOD T. s.). En las figuras (figs. 4-14 ) se
observa la reproducibilidac-l cbtenida en las cromatografias de intercambio anidnico, en este
tipo de cromatografia los valores de absorbancia a 280 nm definieron una primera curva
caracteristica de las proteinas que no se absorbieron a los grupos amino cuaternarios
cargados positivamente, la siguiente curva se formé con las proteinas cargadas
negativamente que se desprendieron de la resina por efecto de la creciente concentracién de
cloruro de sodio que se hizo pasar por la.columna, ademas de una tercera curva pequefia
muy probablemente de proteinas con cargas muy negativas, Valores de absorbancia a 550
nm permitieron situar a la enzima en las proteinas que se absorben a’la QAE-cellex en la

parte ascendente de la curva de proteina leida a 280 nm. En las cromatografias de
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hjdrofébicidad en F-S (figs. 15-22) el cor-np‘oria'l-niento de las proteinas tuvo fluctuaciones
irregulares a 280 nm. Probablemente este comportamiento se debié a una agregacién de las
proteinas desde el inicio de la éfbﬁiétsgrﬁﬁé ¥a que la muestra proteica a separar se
encuentra en la concentracién de mayor molaridad de fosfatos que se emplea en esta
columna. No obstante esta diversidad de curvas a 280 nm, la mayor actividad de la enzima
se obtuvo en todas las ocasiones en el primer pico que corresponde a las proteinas
hidrofilicas, es decir, debido al caracter hidrofilico, la SOD de T” 5. nunca interaccion6 con
los grupos fenilos de la resina, sin embargo en las gréificas de estas cromatografias siempre
se detectd una pequefia actividad enzimética en las proteinas hidrofébicas, sugiriendo la
posibilidad de alguna forma isomérica u otro miembre de la familia de SOD, como la EC-

SOD la cual se ha reportado es hidrofébica en mamiferos (37) y en S. mansoni (40) o bien

que alguna parte de la enzima purificada en el presente trabajo haya quedado atrapada en
las proteinas hidrofobicas agregadas en la resina y se eluyo junto con estas. El andlisis por
PAGE-SDS en condiciones desnaturalizantes de las fracciones obtenidas de las
cromatografias de QAFE-cellex y F-S mostraron una banda de 15 a 16 KDa en aquellas
muestras con actividad especifica para SOD (fig. 32; F, G y J, K). Por coincidir este peso
molecular con la forma monomérica de la SOD citosolica reportada en la literatura se
secuenci6 una muestra proveniente de la columna de F-S y el resultado de este estudio
indic6 1a presencia de mioglobi;a. El uso de anticuerpos heteroespecificos contra SOD ¥
contra mioglobina, los cuales no muestran reaccién cruzada entre si, permitié demostrar
que estas proteinas co-migran en la regién de 15-16 KDa en la cromatografia F-S (fig. 37).

El procedin:liento de cromatoenfoque permitié separar, en funcién de su punto

ispeléctrico, la mioglobina de la fraccidn con mayor actividad enzimdtica para SOD
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obtenida de F-S8. En todas laé_; i:r'c;rﬁ;itograﬁas. i_fllé d3te tipo se obtuvieron los mismos
resultados (figs 23-31). Mediante PAGE-SDS teﬁid'c-o con azul de Coomassie se observa una
sola banda en condiciones reducidas con un peso molecular de 15 KDa (fig. 35-B), este
peso molecular se ubica en el rango de 15 a 18 KDa dentro del cual se han descrito la
mayoria de las formas monoméricas de Cu-Zn SOD citosélicas, incluidas las de algunos
parasitos (64,65).

Los ensayos de inhibicion sugieren que SOD T. 5. posee cobre y zinc en su sito activo, ya

que su actividad se inhibe un 80% cuando se incuba durante 2 minutos en 10 mM de KCN,
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bovino con la SOD de procariontes varia éntre 27% (£. coli) y 37% (P. leiognathi) (32). En
estos amino4cidos conservados podria encontrarse el epitope responsable de la reaccion
cruzada observada entre SOD de eritrocitds de bovino con algunas especies de bacterias
como M. hyopneumoniae (32), sin embargo, no se ha observado reaccién cruzada de SOD
de eritrocitos de bovino con SOD de algunos helmintos como T. spiralis (65). La reaccion
cruzada observada entre SOD de eritrocitos de bovino y SOD T, 5. en el presente trabajo
sugieren que el epitope de reconocimiento podria estar en los aminoacidos ubicados cerca
del sitio activo, sin embargo, es necesario el conocimiento de la secuencia completa de
aminodcidos de SOD T. s. para explicar esta reaccion cruzada.

Puesto que se ha demostrado la capacidad de los cisticercos para adquirir proteinas del
huésped, se consideré la posibilidad de que las larvas adquieran la enzima SOD del
huésped de la misma manera, sin embargo, el pl reportado para la SOD de cerdo es de 5.8
(66), diferente al encontrado mediante el mismo procedimiento de cromatoenfoque en SOD
T. 5. obtenida en el presente trabajo, por lo que se descarta la posibilidad de que la enzima
purificada sea de cerdo.

Se han descrito tres formas de SOD codificadas por distinto gen: la MnSOD y FeSOD

son codificadas por un mismo gen, la Cu-ZnSOD citosélica y la Cu-ZnSOD extracelular
glicositada son codificadas por genes distintos. La sensibilidad mostrada al KCN, asi como
|la masa molecular tanto en su forma n;tiva, determinada mediante cromatografia de
filtracién, como el monémero determinado por PAGE-SDS, indican que probablemente se
trata de una Cu-ZnSOD citosdlica ya que la masa molecular del monomero de la SOD

extracelular (la cual posée Cu-Zn en su sitio activo) de mamiferos es de 30 KDa (37) vy la

encontrada en S. mansoni es de 20 KDa (40). Sin embargo, a pesar de que no fue posible
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identificar una forma glicosilada de SOD mediante cromatografia de afinidad en heparina,
no es posible descartar la presencia de una forma extracelular de SOD en T. solium ya que
W. Leid (36) encontré actividad enzimatica tanto en el liquido vesicular que rodea al
parasito como en ¢l medio de cultivo de T. taeniaeformis.

Por otro lado, aunque no se exploré la posibilidad de identificar MnSOD o FeSOD, es
posible que alguna de ellas este presente, ya que solo se logré inhibir un 80% la actividad
enzimética cuando Se incubd con KCN, y es posible que el 20% de la actividad residual
presente sea atribuible a una de estas formas de SOD, las cuales no son sensibles al KCN.

Mioglobina es una proteina cuya funci6n es transportar oxigeno en la cétula muscular. Su

estructura se describe como una proteina soluble en agua, con los grupos R hidrofilicos de

sus aminodcidos orientados hacia el exterior. No se ha informado la presencia de
mioglobina en céstodos, e;n nematodos existen varias formas entre las que se incluye una
‘monomérica con un peso molecular de entre 14-17 KDa, con funciones similares a la
mioglobina de vertebrados (71). En el presente trabajo, a partir de 2 lotes diferentes de
Cisticercos de 7. solium de cerdos se logré identificar en la fraccion hidrofilica de F-S la
presencia de mioglobina. Inclusive se lograron secuenciar 15 aminoacidos a partir del
amino terminal de la proteina ubicada en la banda de 15-16 KDa. Por [ET empleando suero
de conejo anti-mioglobina de corazén de caballo se reforzo la existencia de esta proteina en
los cisticercos, es probable que el cisticerco la ad&uicra a partir de] huésped ya que se ha
demostrado la presencia de globulinas ¢ IgG del huésped en el fluido vesicular de
cisticercos de T. solium (54) pero no habria que descartar que sc trata de la mioglobina del
céstodo. Por otro lado, mioglobina es capaz, al igual que SOD, de inhibir la reduccién de

citocromo ¢ y aunque no se investigd la capacidad que tiene para lograr este efecto en los
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ensayos en solucion basados en la inhibicién de la reduccion del citocromo c, i se
demostré la inhibicién de la rediccién del NBT empleando mioglobina liofilizada de
corazdn de caballo en ensayos en geles nativos. (fig. 34).

Estudios histopatologicos de tejido musculoesquelético de cerdos infectados con
cisticercos de 7. soliurn han demostrado la presencia de una respuesta inflamatoria
alrededor del pardsito con infiltracién de macréfagos y eosindfilos (72,73), sin embargo, el
dafio inducido a las larvas por las sustancias tdxicas, corno las derivadas de la reduccién
parcial del oxigeno secretadas por estas células es practicamente nulo o inaparente, siendo
que estudios in vitro han demostrade que estas sustancias son tdxicas en larvas de S.
mansoni. En el presente trabajo se demostré la presencia de la enzima SOD en cisticercos
de T. solium, estudios posteriores deberdn enfocarse a identificar si .csta enzima ejerce un
papel inmunoprotector contra el dafio oxidativo derivado del anién superdxido secretado

por las células fagociticas como se ha demostrado en algunas bacterias y helmintos.
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