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RESUMEN 

La cisticercosis es endémica de México y de otros países de América Latina, Asia y África. La 

forma más frecuente de la enfermedad es causada por la infección del sistema nervioso central con la 

larva (cisticerco) de Taenia solíum, padecimiento conocido como neurocisticercosis. 

El cisticerco puede sobrevivir en el sistema nervioso durante varios años, lo que sugiere que 

existe un equilibrio en la interacción huésped-parásito. Alrededor de los cisticercos, el huésped 

desarrolla una reacción inflamatoria de variable intensidad que puede ir desde escasa, con poco 

infiltrado celular alrededor de parásitos viables, hasta muy intensa alrededor de parásitos 

semidestruidos. 

Entre los mecanismos de defensa que tiene el huésped contra los organismos patógenos, está la 

liberación de agentes oxidantes (H,O" O,) producidos por algunas células del sistema inmune como 

eosinófilos y fagocitos, lo que sugiere que los cisticercos son expuestos a estrés oxidativo. 

Con base a estos antecedentes l en este trabajo se investigó el efecto de la exposición a peróxido 

de hidrógeno (H20 2) en el cisticerco. Como modelo de laboratorio se utilizó a Taenia crassiceps. Se 

evaluó el efecto de diferentes concentraciones de H202 en la movilidad, síntesis proteica, viabilidad e 

infectividad de los cisticercos. Mediante experimentos de marcaje metabólico se analizó la síntesis 

proteica, la viabilidad por medio de un ensayo enzimático y la infectividad se detenninó por la 

capacidad reproductiva det parásito en ratones. 

Los resultados obtenidos muestran que el cisticerco de T crassiceps es muy sensible al H202. 

Concentraciones mayores a 1.4 11M son letales, a diferencia de lo reportado para el céstodo 

Echinococcus granulosus el cual resiste concentraciones de 20 ).lM de H202, A concentraciones 

mayores de IIlM ya no son ínfectivos aunque conservan la integridad de la pared vesicular y muestran 

actividad en el ensayo enzimátlco. A diferencia de otros parásitos, no se encontró una respuesta al 

estrés oxidativo, caracterizada por la síntesis de proteínas específicas, lo que podría explicar la extrema 

sensibilidad de este parásito al H,ü,. 



l. INTRODUCCIÓN 

A. EL PARÁSITO 

Se estima que 4 millones de personas en el mundo Son portadoras del céstodo adulto de Taenia 

solium, y la prevalencia parece ir en aumento. Por cada paciente con un céstodo adulto, existen 10 o 

más personas infectadas con la forma larvaria del parásito l
. A la infección por el adulto se le conoce 

como teniosis mientras que la ocasionada por la fanna larvaria se le denomina císticercosis. En 1993, 

se reportó que anualmente mueren en el mundo 50 mil personas por infección con la fonna Iarvaria2
, 

sin embargo~ estudios más recientes sugieren que quizá se ha subestimado la prevalencia3
. 

La cisticercosis humana es endémica en México, Guatemala, Ecuador, Colombia, Perú, Brasil, 

India, China, Corea, Zimbabwe, Sudáfrica y Madagascar4
• De acuerdo a estudios en autopsias, la 

prevalencia de la cisticercosis en el sistema nervioso central (neurocisticercosis) va de 0.4 % a 3.6% en 

varios paises de América Latina, Asia y Áfricas. En México, estudios en hospitales neurológicos 

revelan que el 11 % de los casos se deben a neurocísticercosis, siendo ésta la causa de muerte en 13% de 

las necropsias 4. 

1. Ciclo de vida 
El ser hwnano que es el único huésped definitivo de T. solium, adquiere la infección por el 

gusano adulto al ingerir carne de cerdo cruda o mal cocida infectada con cisticercos vivos. En el 

intestino, el escólex del cisticerco evagina estimulado por las sales biliares y las enzimas digestivas, 

anclándose en la pared intestinal por medio de ventosaS y ganchos, donde madura a la forma adulta. El 

parásito adulto tiene apariencia de listón, formado por un enonne número de segmentos (proglótidos) 

que se desarrollan a partir de] cuello, a este conjunto de segmentos se le denomina estróbilo (o cuerpo) 

y puede medir de 2-7 m de largo. El escólex (o cabeza) está formado por cuatro ventosas y un rostelo 

que posee una doble corona de ganchos. Los proglótidos más cercanos al cuello son inmaduros por nO 

tener aún desarrollados los órganos sexuales, mientras que los segmentos terminales son maduros. La 

fertilización se lleva a cabo dentro del mismo proglótido y los huevos fertilizados, se almacenan en el 

útero de los proglótidos llamados grávidos. La tenia adulta comienza a liberar de 2-5 proglótidos 2 Ó 3 

veces por semana 4, a partir de las doce semanas dcspucs de la infección. Cada proglótido grávido 

contiene aproximadamente 40.000 huevos que son transportados al medio ambiente en la materia fecal. 
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Los huevos son dispersados en el medio ambiente en aguas negras que contaminan frutas, verduras y 

quizá también por acción de algunos insectos. El huésped intermediario, normalmente el cerdo 

(ocasionalmente el jabalí, perro, mono, conejo, etc.), se infecta al ingerir huevos que en contacto con 

enzimas proteo líticas gástricas e intestinales, pierden sus envolturas protectoras y liberan los embriones 

hexacanto. El embrión liberado, también llamado oncosfera, atraviesa la pared intestinal y alcanza 

algún capilar sanguíneo o linfático que los distribuyen a una variedad de tejidos. No se sabe si las 

oncosferas migran activamente hacia tejidos específicos o si esto ocurre de manera pasiva, alojándose 

en los tejidos con alto flujo de sangre (músculo~ cerebro) l. En un periodo de 3 semanas a 2 meses, las 

oncosferas crecen y se diferencian a la fonna de cisticerco, el cual persiste en los tejidos del huésped 

intermediario durante meses ó años. El ciclo de vida se completa cuando el humano consume carne de 

cerdo infectada con cisticercos viables, desarrollando una tenia adulta, conocida como solitaria. 

Desafort\.U1adamente, los humanos también pueden actuar como huésped intermediario si ingieren los 

huevos a través de agua o alimentos contaminados, desarrollando los cisticercos en diferentes tejidos 

(cerebro, músculo esquelético, tejido subcutáneo, ojo, entre otros). 

Sin duda alguna, la neurocisticercosis (NCC) es la forma más preocupante de la enfennedad 

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

Ciclo de vida Taenia so/ium 

~ ". '; huevos, pudiendo 
o \~ desarrollar NCC . 

En los tejIdos dd ... 

cerdo, el huevo s:t... ..-J 
transforma en larva = 
(~s~cerc:o~; d~sarrolla ~ 
CIStlCercoSIs O 

huevo 

Cuando el humano ingiere 
carne. de cerdo contaminada 
con cisticercos, se desarrolla 
el adulto (solitaria) en el 
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2. El cisticerco 
Los cisticercos localizados en el cerebro humano muestran dos tipos morfológicos: ceJuloso y 

racemoso. El tipo celulosa es pequeño, tiene una vesÍCula llena de líquido esférica u ovalada (de 0.5 a 2 

cm), blanca o amarillenta, con una pared translúcida a través de la cual se puede observar el escólex. 

Las características morfológicas de los cisticercos celulosos alojados en los humanos y cerdos son 

similares. En ambos casos, los cisticercos frecuentemente están aislados del tejido del huésped por una 

cápsula de tejido conectivo. El cisticerco racemOSQ es una vesícula grande (hasta 10-20 cm), 

redondeada o lobulada, circunscrita por una pared delicada y puede contener hasta 60 mI de fluido; en 

algunos casos carece de escólex. El tipo celulosa es el más frecuente en la neurocisticercosis humana. 

Cisticercos de T solium .. 
Racemoso 

Celulosa 

Dentro de la vesÍCula se encuentra el escólex (E) invaginado (formando el canal espiral, CE), 

semejante al del gusano adulto. La vesícula muestra al tegumento en su superficie externa y está llena 

de un fluido transparente llamado fluido vesicular (FV), que contiene proteínas del parásito y del 

huésped. 

El tegumento es una estructura activa de tipo epitelial, que posee una membrana plasmática 

cuya superficie externa es aumentada por microtricas (mt), recubiertas por abundante glicocálix. Debajo 

de la membrana plasmática aparecen numerosas vesículas (v) de diferentes tamaños de tipo cndocítico 

o de secreción, Las mitocondrias (m) se encuentran genera1mente en la región basal del tegumento 

delimitado por una membrana basal de tejido conectivo (te), que se interrumpe por plieges llamados 

procesos internuncialcs (pi). Estos procesos conectan al tegumento anuclcar con los citanes 
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tegumentales (cuerpos celulares nucleados (e» localizados más internamente. El citoplasma de los 

citones contiene un gran número de vesículas de secreción, aparato de Golgi y retículo endoplásrnico 

bien desarrollado, ribosomas y mitocondrias. 

Por debajo del tejido conectivo, se encuentran varias capas de tejido muscular liso (ti) o 

mioeitones; debajo de ellas, se observan células de almacenamiento (ca) con depósitos de glucógeno y 

lipidos. Finalmente, existe una capa fibrilar desordenada que contiene gran parte del sistema excretor, 

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

El te.gumento c.onsiste de una 
capa eitoplasmátiea (ce) con 
mitoconmias (m) y vesículas 
(v), una zona de tejido 
conectivo (te) que se comunica 
con los dtanes (e) por medío 
de extensiones citoplasmáticas 
(pi) 

B. RELACiÓN HUÉSPED-PARAs/TO 

ce 

te 

e 

La interfase huésped-parásito se define como la región flsiea de contacto entre ambos 

organismos y es a través de este se desarrolla una comunicación molecular entre el huésped y su 

parásito. En el caso del cisticerco, el contacto con su huésped ocurre a través de la superficie 

tegumenta!. Puesto que los eéstodos carecen de aparato digestivo, es a través del tegumento que el 

cisticerco realiza funciones de nutrición, secreción y defensa en contra del huésped. El cisticerco puede 

pennaneeer en los tejidos del huésped durante años manteniendo un fino equilibrio entre ambos 

organismos. 

Alrededor de los cisticercos, el huésped desarrolla una reacción inflamatoria de var.iable 

intensidad que puede ir desde escasa, con poco infiltrado celular alrededor de parásitos viables, hasta 

muy intensa alrededor de parásitos semidestruidos6
. 

Los eosinófilos son uno de los principales tipos celulares que rodea los cisticercos intactos y que 

invade los dañados, aunque también se encuentran cúmulos dc linfocitos y macrófagos7
. Sc desconoce 

el mecanismo empleado por los cosinófilos para atacar, y la función de las subpoblaciones de linfocitos 
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en el infiltrado inflamatorio. A medida que la membrana vesicular sufre daño y comienza a ser invadida 

por células del huésped, el infiltrado se extiende al interior del parásito penetrando por la apertura del 

canal espiral. El infiltrado inflamatorio, al mismo tiempo que penetra al interior del parásito, se 

extiende y lo rodea. Se desarrolla una reacción granulomatosa de variable intensidad alrededor de la 

larva, que produce cambios degenerativos en la superficie del tegumento. Al aumentar la cantidad de 

macrófagos se observa la formación de agregados de linfocitos y eosinófilos degranulados. En un grado 

de daño más severo. la reacción inflamatoria es más intensa, observándose degeneración en el 

tegumento y cambios necrótÍcos en los citones tegumentales. Los agregados de linfocitos son de mayor 

tamaño y se observan células gigantes y numerosos fibroblastos. El número de eosinófilos dismínuye, 

aunque algunos aparecen dañados o muertos. En la etapa final, el parásito está completamente infiltrado 

y degenerado. El número de linfocitos, células plasmáticas y eosinófilos disminuye notablemente en la 

zona granulomatosa; en cambiO, se observa gran cantidad de fibroblastos y células gigantes. 

Posterionnente, el lugar que ocupaba el parásito es invadido por tejido fibroso y las células 

inflamatorias son muy escasas. 

Puesto que el cisticerco sobrevive en los tejidos del huésped en presencia de una respuesta 

inmune activa, esto significa que es capaz de evadir el ataque inmune. Al respecto, en T solium se han 

descrito varios mecanismos: 

1) Supervivencia de los parásitos por estar alojados en "sitios irununológicamente 

privilegiados": los cisticercos se pueden establecer y desarrollar en regiones consideradas como 

"inrnunológicamente privilegiadas" (ej. ojo y cerebro). 

2) Enmascaramiento con las inmunoglobulinas del huésped: el cisticerco posiblemente a través 

de receptores para el fragmento Fc de las inrnunoglobuJinas, impide la llegada de anticuerpos dirigidos 

contra otros antígenos parasitarios presentes en la superficie. En cortes de cisticercos frescos (de ojo, 

cerebro y músculo) se encontró IgG, IgM, IgA e IgE en la superficie de los cisticercos. Parece ser que el 

cisticerco es capaz de transportar inmunoglobulinas no específicas y almacenarlas en el fluido 

vesicular. Estos resultados sugieren que los parásitos vivos se enmascaran cubriéndose con 

inrnunoglobulinas del huésped'. 

3) Supresión de la respuesta írunune: un ejemplo es el antigeno B, antígeno inmunodominante 

(paramíosina), que m vilro puede unirse a el (primer componente de la vía clásica del complemento) 

inbibiendo su función. Esto sugiere que el antigeno B podría modular la respuesta humoral del huésped 

antes de entrar en contacto con el parásito9
. Otro ejemplo es la producción de un factor del metacéstodo 

(MF) que presenta actividad inhibitorio. in vilro sobre la proliferación de linfocitos ro . 
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4) Mimetismo molecularI 
1: presupone la capacidad genética del parásito para sintetizar 

moléculas idénticas a las del huésped. Se ha mencionado como ejemplo de este mecanismo, que la 

membrana externa del cisticerco contiene entre sus componentes una proteína similar a la 

irununoglobulina de cerdo (lgG)12, sin embargo estudios más recientes muestran que estas proteínas 

pertenecen al huésped l3
. 

5) Secreción o excreción de proteasas: los extractos del metacestodo presentan actividad de 

proteasa de cisteína, metaloproteasa y proteasa de aspártico I4
. Esas enzimas pueden hidrolizar 

inmunoglobulinas y otras proteínas del huésped. 

Otro ejemplo es el descrito en el metacestodo de T. taeniaeformis que secreta una proteasa, la 

taeníaestatina, que actúa inhibiendo la quimiotaxis del neutrófilo y la vía clásica y alterna del 

complemento 1 5. 

C. RESPUESTA AL ESTRÉS 

La respuesta a estrés es un mecanismo general homeostático que protege a las células y al 

organismo entero del efecto dañino causado por el estrés ambiental. Se caracteriza por la activación 

transcripcional de un grupo específico de genes. Es una respuesta muy conservada desde bacterias hasta 

el hombre, incluyendo a ¡as plantas. Existe una amplia variedad de factores que producen estrés e 

inducen lUla respuesta muy similar a nivel celular, como el calor, el etanol, inhibidores de componentes 

del transporte de electrones, ósmosis, honnonas esteroideas, radicales libres de oxígeno, fármacos y 

prostaglandinas, entre otros, 

El estrés por calor es por mucho el más estudiado. La respuesta al estrés por calor (heat shock, 

HS) fue descrita en 1962 por Ritossa como parte del estudio del efecto de las temperaturas elevadas 

sobre los cromosomas de la larva Drosophila. Las proteínas sintetizadas durante el estrés por calor 

(proteínas de heat-shock, HSPs), juegan un papel importante en varios procesos celulares. Cuando 

existe desdoblamiento de proteínas, como puede ocurrir por estrés calórico o por exposición a radicales 

libres, las HSPs son inducidas y se unen a las proteinas dañadas protegiéndolas del daño". 

La respuesta de estrés en los parásitos. 
Como parte de su ciclo de vida, muchos parásitos experimcntan cambios drásticos en la 

temperatura de su medio amoiente. Se ha propuesto que la respuesta al estrés calórico JlIega un papel 

fundamental en parásitos durante la invasión al huésped. Se han detectado HSPs en varios parásitos (cj. 
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Leishmania, 1rypanosoma, Plasmodium, Giardia y Schistosoma) y hongos patógenos (ej. Histoplasma 

y Candida). Los parásitos se deben adaptar no sólo al cambio de temperatura, sino a diferentes 

condiciones oxido-reductoras, ausencia de nutrientes y hormonas, respuesta inmune, etc 17. 

La síntesis de HSPs también es estimulada por radicales libres derivados del oxígeno~ generados 

durante la defensa antiparasitaria. Las HSPs (principalmente HSP70) están entre los antígenos más 

reconocidos por el sistema inmune en varios parásitos. Por lo tanto además de ser importantes en ta 

interacción huésped-parásito, las proteínas de estrés tienen importancia inmunológica. 

Entre los antígenos inmunodominantes de Schistosoma mamoni se encuentran una enzima 

glutatión transferasa 16 (GST). descendiente de la familia de las a-cristalinas. y una HSP701
'.19 La GST 

actúa como enzima antioxidante, participando en el estrés oxidativo y en contra del ataque inmune, 

además de inhibir la peroxidación lipídica. La HSP70 ha sido utilizada como candidato a vacuna en la 

esquistosomiasis2o• Estos anticuerpos también presentan reacción cruzada con las HSP70 de personas 

infectadas con P.falciparum, Brugia malayi y S mansonPl. 

D. ESTRÉS OXIDA TIVO 

En los años recientes se ha visto un crecimiento exponencial en el número de publicaciones 

sobre mecanismos de defensa en contra del estrés oxidativo. Lo anterior es el resultado del incremento 

en conocimiento del estrés oxidativo per se, y del aislamiento de genes en parásitos los cuaJes codifican 

para enzimas cuya principal función es detoxificar los productos intermediarios que resultan de la 

reducción de oxígeno molecular. 

1. Especies reactivas de oxígeno. 

Durante la respiración celular se producen en la célula varias especies reactivas de oxígeno, 

como los radicales superóxido (O;), el peróxido de hidrógeno (H,O,) y los radicales hidroxilo (OH). 

los cuales son altamente inestables y reactivos. Estas especies reactivas de oxígeno reaccionan con la 

mayoría de las macromoléculas biológicas, oxidando proteínas, peroxidando lípidos y modificando 

bases del DNA. La degradación de lípidos en las membranas, es una consecuencia primaria de la 

generación de oxidantes. La pcrox¡dación de Iípidos causa destrucción de membranas biológicas y la 

liberación de compuestos dañinos para otra..o:. moléculas:;,!2. 

La reducción de una molécula de oxigeno a dos moléculas de agua es la principal fuente de energía en 
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los sistemas biológicos aerobios. Esta reducción requiere 4 electrones23
: 

O, +4 e' + 4 H+ -+ 2 H,O 

Si esos electrones son cedidos al oxígeno WlO a la vez~ se generan una serie de productos 

intermediarios, El primero de ellos es el superóxido (O,'): 

La reducción del O,' por el segundo electrón produce peróxido de hidrógeno (H,02): 

02' + e' + 2H+ -+ H,O, 

Cuando el tercer electrón es cedido al peróxido, se forma el radical hidroxilo ('OH) Y la primera 

molécula de agua (H20): 

H,O, +e+ H+ -+ 'OH + H,O 

El ·OH es un agente oxidante altamente reactivo con una vida media muy breve de 10-9 seg. 

Además, puede reaccionar con carbohidratos, proteínas o lípidos para producir radicales peroxilos24
. 

Finalmente~ el cuarto electrón reacciona con el hidroxilo, produciendo la segunda molécula de H20: 

a. Superóxido 
A diferencia de la mayoría de las moléculas con electrones desapareados, el superóxido es 

sorprendentemente inerte. En sistemas acuosos, su principal reacción es consigo mismo, generando una 

molécula de H202 y una molécula de oxígeno, en una reacción de dismutaCÍón: 

La tasa constante para ésta reacción es aproximadamente 7~10 xl0$ M-ls· l a pH 7, por lo que la 

formación del superóxido siempre es acompañada con la formación significativa de peróxidoz4. 

El superóxido puede reaccionar con el radical hidroxilo formando oxigeno singulete: 

O,' + 'OH -+ 'O, + Ol'[, 
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b. Peróxido 
El peróxido no posee electrones desapareados y por lo tanto no es un radical libre. Es un 

oxidante estable que puede reaccionar con muchas moléculas biológicas. Se fonna por la reducción del 

oxígeno por dos electrones en presencia de protones, o por la dismutación del superóxido. Es lipofilico, 

lo cual facilita su tránsito a través de las membranas lipidicas. Ya dentro de la célula puede reaccionar 

con ciertos metales de transición como el fierro (Fe) y el cobre (eu ) para dar lugar a radicales libres 

como el hidroxilo (b). 

I Fe" + H,O, (o ROOH) -> Fe" + OH"I (b) Reacción Fenton 

En esta reacción el metal es reducido por el superóxido (a) y después oxidado por el peróxido 

(b). A este ciclo se le conoce como l. reacción Haber-Weiss (e): 

lO; +H,O, -> OH· +·OH+ I (e) Reacción Haber-Weiss 

El peróxido es utilizado por células fagocíticas para oxidar iones hálidos (Br·, el") y dar lugar a 

ácidos hipohalosos (ej. HOel), un grupo de compuestos muy reactivos que reaccionan con aminas para 

producir halaminas (ej. NH,Cl), algunas incluso más reactivas que [os ácidos hipoha[osos. 

En los organismos aerobios el estrés oxidativo es un resultado inevitable puesto que 

continuamente se generan especies reactivas de oxígeno a partir del metabolismo celular. Para 

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

2. Enzimas antioxidantes 
a. Superóxido dismutasa. 

Las superóxido dismutasas, son una familia de proteínas cuya función es eliminar aniones 

superóxido, catalizando su dismutaci6n a peróxido de hidrógeno y oxígeno. 

Existen cuatro formas genéticamente distintas de SOO que difieren en el ión del grupo prostético y/o 

localización celular. Las células euc.riontas poseen una superóxido dismutasa cobre-zinc (SOO-CuZn) 

citop[ásmica, una SOO-CuZn glicosilada y una SOO-Mn mitocondrial. La mayoría de los procariontes 

tienen dos SOD (SOD-Mn y SOD-Fe) que son similares en su secuencia de aminoácidos y estructura. 
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La expresión de SOD-Mn es usualmente inducible en células procariontes y eucariontes. Bajo 

condiciones de elevado estrés oxidativo, sus niveles se incrementan en el medio circundanté5
. 

En mamíferos se han descrito tres isoenzimas26 

1) Una SOD-CuZn intracelular, fue descubierta en 1969 por McCord y Fridovicb", se localiza 

en citoplasma. núcleo y un poco menos en peroxisomas de células de mamíferos. Los peroxisomas 

juegan un papel importante como depósitos de superóxido producido en el citoplasma y núcleo. La 

SODCuZn contiene dos moléculas de Cu y Zn por proteína dimérica, cada subunidad pesa 16 kDa. Se 

encuentra en un amplio rango de organismos, incluyendo a los helmintos. La tasa de dismutación por la 

enzima es significativamente mayor a la reacción espontánea (1.6 xl09 M-1s-1), aproximadamente 4 

veces en orden de magnitud, y es activa en un rango de pH entre 5.3 - 9.5. Esto garantiza que los 

niveles de superóxido in vivo se aproximen a cero (10-11 M). Aunque la enzima produzca peróxido, este 

es utilizado por la catalasa y glutatión peroxidasa24
. 

2) La segunda isoenzima, también contiene cobre y zinc en su sitio activo, pero es extracelular. 

Esta enzima, llamada EC-SOD se une a un dominio heparin cargado positivamente que le permite 

localizarse específicamente en la matriz extracelular de los tejidos. Es una molécula tetramérica con 

subunidades monoméricas de 30 kDa. 

3) La tercera isozima, una SOD-Mn, es sintetizada en citoplasma y dirigida a la mitocondria por 

un péptido señal. En las mitocondrias juega un papel crítico como un antioxidante ya que remueve el 

superóxido generado por la falta de electrones en la cadena respiratoria. 

b. Catalas. 
Esta enzima reduce el peróxido de hidrógeno a agua y oxígeno. La catalasa es una molécula 

tetramérica compuesta de subunidades con peso aproximado de 60 kDa, cada una conteniendo como 

grupo prostético al Fe3
+ (ferritoporfirina)28. La catalasa no es homogénea en estructura y quizá presenta 

conformación variable según el número de grupos sulfhidrilos libres (SH), grupos siálicos, sus 

características de elusión y su punto isoeléctrico. 

c. Glutatión peroxidasa 
La glutatión peroKidasa (GSH-px) es un tetrámero de 75-100 kDa compuesto de subunidades 

idénticas cada una con un átomo de selenio unido covalentemente a la cisteína de su sitio activo. Es la 

responsable de la descomposición de peróxidos, incluyendo el de hidrógeno, utilizando glutatión 

reducido (GSH) corno donador de hidrógenos. La enzima se localiza en el citosol y en la matriz 

mitocondrial y su actividad se ha detectado en todos los tejidos de mamíferos estudiados. La cinética 
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consiste en un ciclo de tres reacciones rédox las cuales actúan sobre el peróxido de hidrógeno. Su 

especificidad para el peróxido es menos selectiva que la catalasa, pudiendo utilizar como substratos una 

amplia gama de diferentes peróxidos, entre ellos el peróxido de hidrógeno. La enzima usa glutatión 

(GSH) como substrato que es reducido (GSSG) durante la conversión de H,O, a H,O. El glutatión 

reducido (GSSG) es convertido otra vez a GSH por la enzima glutatión reductasa (GSH-red). El GSH 

es considerado como una de las proteínas de menor tamaño de la célula. Como la catalasa, la glutatión 

peroxidasa es una enzima extremadamente eficiente, capaz de degradar 42,000 moléculas de H20 2 por 

segundo a OoC. GSH-px ha sido reportada en helmintos28
, pero siempre en bajas concentraciones yal 

igual que la catalasa, no ha podido aislarse o caracterizarse. Existen glutatión peroxidasas dependientes 

o independientes de selenio. La glutatión-S-transferasa (GST) pertenece al grupo carente de selemo; su 

substrato preferido es con peróxidos orgánicos y no es capaz de reaccionar con H2ÜZ. 

d. Peroxiredoxinas 
Esta familia de proteínas con clara actividad enzimática antioxidante, fue descrita recientemente 

por Chae el aP9. A los integrantes de esta familia se les han dado varios nombres. La primera 

peroxidoxina reportada fue la Tioredoxin peroxidasa (TPx) (antes llamada antioxidante tiol-específica, 

TSA) de Saccharomyces cerevisiae cuya expresión es inducida específicamente bajo estrés oxidativo30
. 

Las peroxiredoxinas (Prx) se encuentran en todo tipo de organismos. Varios genes de 

peroxidoxinas en los procariontes se localizan muy próximos a genes codificadores de proteínas con 

actividades rédox. En eucariontes se han encontrado también varias peroxidoxinas y al menos cinco se 

han identificado en el humano. 

Las peroxidoxinas no están unidas a iones metálicos. Su actividad antioxidante se debe en parte 

a su habilidad para descomponer alquil hidroperóxidos y H,O" para asi prevenir la formación del 

radical hidroxilo. Una cisteína (Cys47) altamente conservada está involucrada en el mecanismo 

catalitico de estas enzimas. Existen dos grupos de peroxidoxínas basados en la presencia de uno o 

ambos residuos de cisteínas correspondientes a Cys47 y Cys170. Las peroxidoxinas 2-cys contienen 

ambos residuos conservados. mientras que los miembros del grupo l-cys pierden el residuo Cys170. 

Además los grupos I-cys y 2-cys difieren en la región conservada alrededor de Cys47. Las TPx utilizan 

a la Tioredoxina (Trx) como donador inmediato de hidrógenos derivados de NAD(P)H. Así, el puente 

disulfuro de la TPx es específicamente reducido por una Trx, aunque también puede ser reducida 

(aunque de manera menos efectiva) por un pequeño grupo tio!. 
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En eritrocitos las peroxidoxinas son la segunda proteína soluble más abundante después de la 

hemoglobina. En levaduras constituye el 0.7% de proteína soluble. Por lo que quizá tengan una función 

fimdamental y esencial en la homeostasis oxidativa en los organismos vivos. 

En parásitos protozoanos y helmintos se han encontrado una amplia variedad de TPx, algunas 

son secretadas, lo que sugiere un papel defensivo ante el ataque del huésped. La primera TPx 

identificada en helmintos es la 2-cys de Fasciola hepaticcfl. En Fasciola no se ha detectado catalasa y 

exÍste muy poca actividad de GSH-px. En extractos de Ascaris suum se ha encontrado una Prx con 22.6 

kDa del tipo 2_cys32. En Dirofilaria immitis pesa 27 kDa y se localiza en extractos y productos de 

secreción/excreción33
. En Echinococcus granulosus no se ha encontrado catalasa ni GSH-Px; sin 

embargo, en el extracto de protoescólex existe actividad de Prx, su peso molecular es de 21.4 kDa y es 

del tipo 2-cys34. 

fE. ESTRÉS OXIDATIVO, TAENIA Y OTROS HELMINTOS 

La respuesta al estrés oxidativo en helmintos ha sido estudiada principalmente en nemátodos. 

Tanto en los compartimentos intracelulares como extracelulares se encuentran varios compuestos 

capaces de inactivar y limpiar el medio de oxidantes. También existen varias enzimas que pueden 

aceptar el electrón característico de los radicales libres y realizar un papel protector. Los oxidantes son 

producidos dentro de las mitocondrias, pero probablemente no se escapan al citosal y las enzimas 

antioxidantes asociadas a la mitocondria tampoco están involucradas en la defensa contra un ataque 

oxidativo mediado por el huésped. Por lo que las oxidasas, citocromo peroxidasas y otras enzimas 

antioxidantes asociadas con la mitocondria de helmintos no serán consideradas en este proyecto. 

Se ha descrito la presencia de superóxido dismutasa en Dirofilaria immitis35
, Trichinella 

spiralis, Hymenolepis diminula, Moniezia expansaJ6 y en el metacéstodo de T laeniaeformis37
. La SOD 

del cisticerco de T. taeniaeformis pesa 64 kDa con subunidades de 16 kDa. Esta proteína se encontró en 

el fluido que rodea a los cisticercos en tejido hepático, lo que sugiere que protege al parásito del ataque 

del huésped38. En el cisticerco de T. crass;ceps se ha encontrado actividad de SODl9. Existe un solo 

reporte de que en la pared vesicular del cisticerco de Echmococcus granulosus se detectó actividad de 

SODyGST40
. 

Se han aislado y caracterizado GST's de D, imm;!¡s (47 kDa) y de Brugia pahang¡41, en la 

última especie se ha descrito una variedad de GSH-px que es secretada (gp29)42. En el adulto de 1/. 

diminu/a se identificaron cuatro CiSrs diméricas con subunidadcs. de 24 kDa4J
• mientras que en M. 

ex pansa fue aislada una GSH-fl,:d dimerlca con subunid<ldcs de 63 kDa4
.\ Las larvas de E. granu{oJus45 
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y T. taeniaeformis (35 kDa) también poseen una GST, esta última especie también posee una GSH~red 

(75 kDa)38. Ene! cisticerco de T solium se ha localizado una GST dimérica con subunidades de 26 kDa 

y una GSH-px ". 

En el caso de las peroxidasas de helmintos, poco se conoce sobre sus características fisicoquímieas, T. 

taeniaeformis, S. mansoni, H diminuta47 y de M expansa47
, tienen peroxidasa, pero en estas dos 

últimas especies no ha sido purificada38
• 

Helmintos SOD CClt GlutCltión Prx 
Trichinella spiralis ® GSH-px, 

GST 
Nippostrongylus ® ® GSH-px 

brasiliensis 
Nematospiroides dubius ® ® GSH-px 

Onchocerca cervicalis ® ® GSH-px 

Onchocerca volvulus ® GST 1/2-cys 

Dirofl'laria immitis <8> GSH-px, l-cys 
GST 

Brugia malayi ® 2-cys 

Ascaris suum ® ® 2-cys 

Turbatrix aceti ® ® GSH-px 

Caenorhabditis elegans ® ® ® 2-cys 

Fasciala hepatica ® GST 2-cys 

Schistosoma mansoni 0 GSH-px, 2-cys 
GST 

Momezia ex pansa ® GSH-red 

Hymenolepis diminuta 0 GST 

Echinococcus granulosus ® GST 2-cys 

Taenía taeniaeformis 0 GST, 
GSH-red 

Taenia so/ium GSH-px, 
OST 

F. LAS ESPECIES REACTIVAS DE OXiGENO Y LA REACCiÓN INFLAMATORIA 

Las enzimas antioxidantes y el papel de oxidantes en procesos fisiológicos han recibido atención 

en varias áreas de investigación incluyendo la reacción inflamatoria. Además de la respuesta inmune 

del huésped, se producen oxidantes por la radiación ionizante y ciertas drogas antiparasitarias23
, Estas 

especies reactivas de oxígeno (ROS) representan un poderoso mecanismo efector en contra de los 

parásitos. En el caso de los parásitos protozoarios y helmintos, muestran tener al menos una de las 
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principales enzimas antlOxidantes3
&. superóxido dismutasa (SOD); catalasa (CAT); y glutatión 

peroxidasa (GSH-px). La SOD dismuta el O, a H202, mientras que la CAT, las GSH-px y las 

peroxiredoxinas (Prx) detienen las reacciones iniciales generadas por ROS; la segunda línea de defensa 

va dirigida hacia la detoxificación de hidroperóxidos y la lleva a cabo la GST. 

Los parásitos tienen adaptaciones generales para evadir el sistema irunune del huésped. Entre las 

estrategias de defensa utilizadas por helmintos está la de inhabilitar las ROS del huésped al secretar o 

expresar enzimas antioxidantes en su superficie. El papel principal de estas enzimas es el proteger la 

superficie de las membranas contra la peroxidadón, y así evitar que el rompimiento celular lleve a la 

muerte del parásito. Por ejemplo, la GST de S. mansoni aparentemente se encuentra localizada en la 

superficie del tegumento (es un candidato a vacuna), al igual que la GSH-px de B. pahangi que además 

es secretada y la SOD de O volvulus que también es secretada". La SOD de S mansom~9 y T. 

taeniaeformis37 es liberada en el medio de cultivo, lo que hace suponer que también sucede in vivo. 

En el caso de la respuesta inflamatoria, eosÍnófilos y células fagocíticas parecen ser las más 

importantes efectoras en la muerte de parásitos helmintos;o. Los fagocitos matan parásitos in vitro al 

secretar proteínas tóxicas o por mecanismos mediados por radicales libres, usualmente en combinación 

con anticuerpos o el complemento. Los fagocitos utilizan el estallido respiratorio liberando H20 2 y O2-. 

A su vez, neutrófilos y eosinófilos secretan las enzimas mieloperoxidasas (MPO) y eosinófilo 

peroxidasa (EPO), respectivamente. Estas enzimas se unen ionicamente a las superficies cargadas 

negativamente del helminto catalizando la reacción del H202 con iones haluros para generar ácidos 

hipohaluros que son altamente oxidantes. 

Se ha obseIVado que aunque los eosinófilos, neutrófilos, macrófago$ y mastocitos se adhieren al 

tegumento de los helmintos, estas células causan poco o ningún daño a menos que su número sea muy 

grande)8, 10 que no se ha mostrado que suceda in vivo. 

En el caso de los céstodos se conoce muy poco acerca de su respuesta al estrés oxidativo y el 

papel que ésta tiene en la relación huésped~parásito y en contra de la respuesta inmune. Taenia solium 

es un parásito del humano que vive en estrecho contacto con las células del sistema inmune y que no es 

dañado por el huésped. Es crucial el conocimiento de los mecanismos empleados por el cisticerco que 

le permiten evadir los efectos de la respuesta inmune del huésped. Se ha sugerido que un aspecto de la 

defensa del parásito es la producción de enzimas que son capaces de responder o inactivar las 

moléculas citot6xicas del huésped. Entre los candidatos de esta defensa están las enzimas antioxidantes. 
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11. OBJETIVO 

V Caracterizar la respuesta del cisticerco de T. crassiceps al estrés producido por el H20 2 

METAS: 

1. Detenninar la dosis letal de H202 sobre los cisticercos 

2. Detenninar efecto del estrés oxidativo sobre: 

2.1. La síntesis de proteínas parasitaria 

2.2. La viabilidad de los cisticercos 

2.3. La infectividad en el modelo de ratón 

1I1. MATERIALES y MÉTODOS 

A. CISTlCERCOS 

Se mantuvieron cisticercos de la cepa ORF de T. crassicepsú, en el laboratorio mediante 

infecciones consecutivas intraperitoneales en ratones hembra de la cepa BALBte AnN de 4-6 semanas 

de edad; transcurridos 3 meses de infección se extrajeron los cisticercos lavando el peritoneo con 

amortiguador de fosfatos de sodio 10 mM pH 7.2 (PBS), suplementado con una solución 1% de 

antibiótico-antimicótico (10,000 U penicilina, 10 mg estreptomicina y 25 f!g anfotericina B / mI, Gibco 

BRL). Los cisticercos fueron lavaron tres veces más en PBS, seleccionándose larvas de tamaño (4-5 

mm de diámetro) y apariencia similar (vesícula traslúcida sin gemaciones). 

Q Se utilizó a Taema cra.lsiceps, cuyo adulto habita usualmente el intestino de zorros rojos en Europa y Norte 
América. Los roedores se infectan con el estado larvario (cisticerco) por ingestión de huevos provenientes de heces fecales. 
En el roedor, los huevos se dcsanollan en cisticercos que se reproducen asexualmente por gemación. T. crassiceps ha sido 
utilizada como un modelo experuncntal para estudIar la cisticercosis ya que eXIste reactividad cruzada entre las larvas de T. 
solium y T. crassiceps. Entre sus ventajas se encuentran: la facilidad para obtener grandes cantidades de la forma larvaria; su 
no infectividad para el hombre y el hecho dc que resulta mucho más económico mantener un modelo en ratones que en 
cerdos. Varias cepas de T. cra.Hlceps se han aislado y manteOldo en el laboratorio. La cepa ORF, que carece de escólex, ha 
sido la más usada por su capacidad de multiplicarse rápidamente en la cavidad peritoneal del ratón. 
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B. RESPUESTA AL ESTRÉS OXIDA T/VO 

Se colocaron grupos de cinco cisticercos por pozo, en cajas de cultivo Nunc1on, con 1 mI del 

medio RPMI 1640 (Gibco Laboratories), suplementado con: piruvato de sodio a una concentración final 

de 1 mM (Gibco BRL); aminoácidos no esenciales a una concentración final 0.1 mM (Gibco BRL); la 

mezcla de antibióticQ-antimicótico descrita arriba; y según el ensayo, en presencia o ausencia de 10 % 

suero fetal bovino (FBS) (Gibco BRL). Los cisticercos se incubaron en presencia de concentraciones 

crecientes de peróxido de hidrógeno (0.05 J.Ul1 hasta 1 mM), a 3?OC (5% CO" humedad del 95%), 

durante 4 hrs. 

C. MARCAJE METABÓLICO 

Los cisticercos incubados en presencia o ausencia de peróxido de hidrógeno, en las condiciones 

arriba mencionadas, fueron lavados dos veces, antes de ser nuevamente incubados en medio de cultivo 

al que se le había agregado 40 ¡.¡Ci de L-[35S]-metionina (> 1 000 Ci/mmol, Amersham), durante 4 brs. 

D. ELECTROFORESIS EN GELES DE POLlACRILAMIDA CON SDS 

Al terminar las incubaciones en presencia o ausencia de peróxido de hidrógeno, con o sin 

marcaje metabólico, se cosecharon los cisticercos de las cajas de cultivo y se colocaron en tubos 

Ependorff con 200 ¡.¡l de la solución de muestra para geles de poliacrilamida con SDS (dodecil sulfato 

de sodio) (SDS-PAGE). Los extractos crudos se obtuvieron por sonicación de los cisticercos (2 

periodos de 20 seg a 75 watts con pausas de 20 seg, a 4 'c, en un sonicador de vástago modelo 185, 

Branson). Para la electroforesis, los extractos crudos se hirvieron a 95 oC por 5-10 mino Se mantuvieron 

en hielo hasta su aplicación al gel. Los geles discontinuos de poliacrilamida se prepararon de acuerdo al 

método descrito por Laemmli51
, con SDS al 10%, en cámaras de electroforesis de Hoeffer. El gel 

concentrador se preparó al 5% de acrilamida (Tris 0.5 M, pH 6.8), mientras que el separador (Tris 1.5 

M, pH 8.8) se preparó al 10-12 %. Al terminar la corrida, la visualización de las bandas proteicas en los 

geles de extractos crudos fue con azul brillante de Coomassie R-250. 

En el caso de las muestras provenientes de experimentos de marcaje metabólico, los geles se 

trataron para fluorografia" con una solución de PPO (2, 5-Difeniloxazol, ICN) al 22% en DMSO 

(Dimetil sulfoxido, Rcscarch Organics) y se secaron al vacío en una secadora Bio-Rad. La 

autorradiografia se obtuvo al exponer una película fotográfica Kodak X-Omat, durante 1-15 días. 
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E. DETERMINACIÓN DE LA VIABILIDAD E INFECTtVIDAD DE LOS CISTtCERCOS 

Durante las exposiciones a peróxido de hidrógeno, la viabilidad de los cisticercos fue 

inicialmente monitoreada evaluando la movilidad de las larvas al microscopio estereoscópico. 

Alternativamente, transcurridas las 4 hrs del experimento, se detenninó la viabilidad por el ensayo 

enzimático de MTT" (3·(4, 5·dimetiltiazol 2-il) 2, 5- bromuro de difeniltetrazolio; SIGMA) haciendo 

algunas modificaciones al propuesto por ComleY3. Los cisticercos se lavan 3 veces con PBS Ix, se 

incuban a 37 oc (5% ca" humedad del 95%) durante 90 min en una solución de MTT (0.5 mglmI) en 

PBS Ix. Posteriormente se enjuagan 2 veces en PBS Ix. El formazán formado se disuelve en 800 mI de 

DMSO, en agitación constante durante 1 hr a temperatura ambiente. La absorbancia de la solución del 

fonnazán se determina a 570 nm, Brevemente, este método se basa en la reducción del MIT, un 

compuesto amarillo soluble en agua, que al ser reducido por deshidrogenasas da lugar a una sal 

denominada formazán) que a su vez es hidrofóbico y de color azul. La conversión solo se da en células 

vivas, de esta manera, la actividad enzimática puede ser correlacionada con la viabilidad del cisticerco. 

El formazán puede ser solubilizado en DMSO, permitiendo su cuantificación en el espectro fotómetro a 

570 nm. 

La infectividad de los cisticercos se evaluó por la capacidad de reproducción de los grupos 

experimentales, transcurridas las 4 hrs de exposición al peróxido de hidrógeno, en la cavidad peritoneal 

del ratón. Después de 40 días de infección se realizó el sacrificio del ratón y conteo de cisticercos. 

F. INMUNOELECTRDTRANSFERENCIA EN PAPEL DE NITROCELULOSA 

Para la identificación de algunas proteínas en los extractos crudos se corrieron geles de SDS-

PAGE (ver arriba). Posteriormente, las proteínas en el gel se transfirieron a una membrana de 

nitrocelulosa". Para la transferencia se utilizó un buffer de 20 mM Tris, 150 mM glicina y metanol al 

20%, pH 8.3. El papel de nitrocelulosa se reveló con rojo de Ponceau al 0.1 % durante 5 min y luego se 

enjuagó Con agua destilada para comprobar la transferencia de proteínas. 

QEI MTT es una sal tctrazolio soluble en agua. Se utiliza para medir viabilidad, proliferación o citotoxicidad en 
células y organismos. Las células son incubadas con el MTT y accede hasta las enzimas (deshidrogenasas) de la cadena 
respiratoria, las cuales reducen el MTT a su sal fonnazán, dando como resultado un producto insoluble. Después de la 
solubílizacíón, se cuantifica cl producto azul y sc puede estimar la Viabilidad y la actividad metabólica, las cuales se 
correlacionan con el crecimlcnto celular 
La principal ventaja del método de MTT sobre los métodos de proliferación son que no se maneja radioactividad, fácil 
aplicación'i análisis a través del e~pcctrofotómetro. Una desventaja que presenta es que poblaciones heterogéneas de células 
son dificiles de anali7..ar debido :'1 la variabilidad considerable en reducir el MTT (tamaf\o vanable y actividad metabólica). 
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Los pesos moleculares se marcan, se procesa la membrana completa. La membrana se bloqueó 

con leche descremada (Nestlé Omega) al 3% en PBS Ix. A esta solución bloqueadora se le agregó el 

primer anticuerpo a distintas diluciones y se incuba durante toda una noche a 4°C en agitación. 

Posteriormente se lavó en repetidas ocasiones con Tween 0.05% en PBS. El segundo anticuerpo se 

agregó también en solución bloqueadora y se dejó incubar durante una hora en agitación. La membrana 

se enjuagó tres veces en Tween al 0.05% en PBS y posteriormente en PBS. Finalmente, se reveló con 

una solución de diaminobenzidina al 10% en PBS y peróxido de -"hidrógeno al 3%. La reacción se 

detuvo agregando agua destilada cuando las bandas se ven nítidas. Como primer anticuerpo se utilizó 

uno de conejo anti-albúmina bovina (SIGMA B7276) en una dilución 1:500. Como segundo anticuerpo 

se utilizó anticuerpos anti IgG de conejo (H+L) dilución 1:1000 acoplados a peroxidasa (ZYMED 62-

6120). 

G. DETERMINACiÓN DE LA CONCENTRACiÓN DE PROTEINA 

La concentración de proteína en las muestras se determinó por el método de Bradford55 utilizando un 

kit comercial (Bio~Rad Protein Assay). Para elaborar una curva patrón se utilizó una solución estándar 

de albúmina bovina a una concentración de 1 mglml. Las muestras se leyeron en el espectro fotómetro a 

una densidad óptica de 595 nro. 
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IV. RESULTADOS 

DAÑO A LOS CISTlCERCOS POR PERÓXIDO DE HIORÓGENO 

Para determinar el efecto del peróxido de hidrógeno en cisticercos de Taenia crassiceps 

inicialmente se incubaron las larvas en presencia de diferentes concentraciones de H202 (0.2- t mM), 

durante 4 y 12 hrs a 37 oC. Esta serie de concentraciones y tiempos de exposición fueron seleccionados 

con hase a la información publicada para otros helmintos. incluyendo a Schis(osoma mansoni. La 
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movilidad de los cisticercos observada al microscopio estereoscópico al final de las incubaciones, fue 

continua en el grupo control (en ausencia de H20 2), mientras que en los grupos expuestos a H20 2 

durante 4 y 12 hrs, no se observó movimiento alguno. El análisis de los extractos crudos en geles de 

SDS~PAGE, mostró una disminución considerable en la complejidad del patrón proteico de los 

cisticercos expuestos a todas las concentraciones de H202, sugiriendo que el peróxido les produce daño. 

Solo una banda de aproximadamente 66 leDa mostró un incremento notable en todos los grupos de 

cisticercos expuestos al HzOz. (FIG. 1). 

ExPRESIÓN DE PROTEINAS 

Mediante experimentos de marcaje metabólico se analizó el patrón de síntesis de proteínas, 

adicionando L·C5S]-metionina al medio de cultivo e incubando los cisticercos en presencia y ausencia 

de H202 (grupo de control), durante 4 hrs, La autorradiografia del gel de SDS-PAGE en el que se 

corrieron los extractos crudos de cisticercos, mostró que no había ocurrido ninguna incorporación del 

isótopo en las proteínas de los cisticercos expuestos a HZ0 2 (resultados no mostrados). En contraste con 

el grupo control cuyas proteínas se marcaron ampliamente, incluyendo bandas con pesos moleculares 

aparentes de entre 14 hasta 200 kDa. Lo anterior mostró que aún la concentración más baja de H20, 

(200 ¡tM), produce un daño grave en las capacidades biosintéticas de los cisticercos. 

Para averiguar si una respuesta al estrés podía ser observada en concentraciones menores de 

peróxido, se disminuyó casi dos órdenes de magnitud su concentración hasta una mínima de 0.05 ¡.tM, 

manteniéndose las 4 hrs de exposición. Como lo muestra el gel en la FIGURA 2-A, el patrón proteico en 

los extractos crudos de cisticercos expuestos a concentraciones entre 0.05 hasta 111M de H20 2, era 

similar al de los cisticercos control. Concentraciones mayores produjeron una reducción gradual en la 

complejidad del patrón proteico. En la misma figura también se aprecia que a partir de 2 ¡tM aparece 

incrementada la proteína de 66 kDa mencionada anteriormente. El análisis del marcaje metabólico en 

las mismas concentraciones de H202, mostró que la síntesis de proteínas se abate por completo cuando 

los cisticercos son incubados en presencia de concentraciones mayores o iguales a 2 flM de H202 (FIG. 

2-B). Por lo tanto, el incremento de la proteina de 66 kDa coincide con la pérdida de síntesis proteica. 

Se definió con mayor precisión la concentración de H202 en la cual se induce el incremento de 

la proteína de 66 kDa, explorando en detalle el rango entre 1 y 2 ¡tM. El análisis de los geles de SDS

PAGE de los extractos mostró que el patrón proteico de los grupos experimentales es muy similar al 

control hasta la concentración de lA ¡.LM (FIG. 3MA). En concordancia con lo observado en el 
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experimento anterior, las concentraciones mayores mostraron incrementada la proteína de 66 kDa y 

disminuidas algunas proteínas de pesos moleculares bajos. 

La banda de 66 leDa incrementó su grosor conforme se incrementó la concentración del H202 

por arriba de 1.6 ¡.tM, coincidiendo nuevamente con la pérdida de la capacidad del cisticerco para 

incorporar metionina radioactiva (FIG. 3-B). Símilannente, la movilidad observada de los cisticercos 

era nula a partir de los 30 min de exposición a concentraciones mayores a 1.6 ¡..tM de H202. Ambos 

resultados sugirieron fuertemente que la aparición de la banda de 66 leDa coincidía con un daño grave 

de los cisticercos, manifestada como la detención de su capacidad biosintética. Adicionalmente, puesto 

que la banda de 66 kDa coincide con el peso molecular de la albúmina, que es la proteína más 

abundante del suero bovino fetal presente en el medio de cultivo, era posible que su aparición se 

debiera al daño producido por el H,O,. 

Se realizaron experimentos de exposición al H20 2 en ausencia de suero bovino fetal. Como 10 

muestra la FlGURA. 4, el patrón proteico es muy similar en todos los carriles, sin embargo, aunque a 

partir de 1.6 ~ desaparecen la(s) proteína(s) de bajo peso molecular, igual que en el experimento en 

presencia de suero bovino fetal, no se observó la aparición de la proteína de 66 leDa. Para comprobar la 

identidad de la proteína de 66 kDa, se realizó una JET de los extractos de cisticercos expuestos a H,O, 

en presencia de suero bovino fetal, usando anticuerpos anti-albúmina sérica bovina, resultando la 

reacción positiva (FIG. 5). De esta manera, se demostró que la aparición de la banda de 66 kDa se debe 

a filtración de albúmina a través de la pared vesicular de los cisticercos dañados por el H,O,. 

Para determinar si la permeabilidad de la pared vesicular de los cisticercos expuestos a H202, 

correlacionaba con la muerte del parásito, se emplearon dos procedimientos para evaluar el daño de los 

cisticercos al final de la exposición. Por un lado se utilizó el método enzimático del MIT para medir 

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

ENSA YO DE VIABILIDAD 

El MTT es un reacti,'o ampliamente utilizado para medir la actividad metabólica celular. Al 

igual que otras sales tetrazolio. al reducirse por actividad de deshidrogenasas celulares, se forma un 

precipitado de color azul que puede ser cuantificado fotométricamente después de solubilizar los 

cristales en solventes orgánicos. 

Grupos de cisticcrcos fucron expuestos durante 4 hrs a concentraciones entre 0.2 y 200 JlM de 

H20 2. Después de la exposición, algunos cisticercos fueron utilizados en ensayos de VIABILIDAD por el 
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método del MTT, mientras que otros fueron inyectados intraperitonealmente a ratones hembras de seis 

semanas, BALBtc AnN, caracterizados como altamente susceptibles a la infección por cisticercos de T 

crassiceps. Como lo muestra la FIGURA 6a, los cisticercos expuestos a concentraciones menores a 1.4 

flM mostraron una absorbancia semejante a los controles sin peróxido (es decir, actividad enzimática 

similar), , mientras que los cisticercos expuestos a concentraciones mayores a 1.4 flM mostraron un 

decaimiento considerable de la absorbancia 

ENSA YO DE INFECTIVIDAD 

El ensayo de INFECfIVIDAD (FIG. 6b) se realizó en grupos de cinco ratones contando el 

número de cisticercos en la cavidad peritoneal transcurridos 40 días del reto con los cisticercos. En los 

ratones infectados con cisticercos sin exponer al peróxido (C+), el promedio de cisticercos encontrados 

fue similar a los ratones infectados con cisticercos expuestos a 0.2 f1M de H,O, (400 en promedio). En 

contraste, los ratones retados con cisticercos expuestos a 0.6 flM de HzOz mostraron alrededor de un 

tercio del número de larvas, no existiendo infección en uno de los ratones. De los cinco ratones retados 

con cisticercos expuestos a 1 flM de H20Z, solamente uno mostró infección con tres cisticercos, lo cual 

no es estadísticamente significativo. En concentraciones mayores a lJ-lM de HzOz no hubo infección. 
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FIG 6. Gráficas de viabilidad(a) e infectividad(b). Transcurridas las 4 hrs de la incubación, se realizaron los 
ensayos. En a se grafica en las ordenadas las absorbancias obtenidas en cada grupo experimental, leídas a 570 
nm. En b se grafica en las ordenadas el número de cisticercos obtenidos de la cavidad peritoneal de los ratones 
transcurridos 40 días de infección. C+ es el grupo control positivo (cisticercos incubados sin H:zO:rJ, C- es el 
grupo control negativo (cisticcrcos expuestos a 200 11M) Las concentraciones están en micromolar de H~02. 
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FIG 1. Efecto del peróxido de hidrógeno sobre cisticercos de T. crassiceps mantenidos in 
vitro durante 4 y 12 hrs. Se muestran geles de SDS-PAGE al 10% con muestras de 
extractos crudos de cisticercos; el primer carril (e) son cisticercos incubados sólo con el 
medio de cultivo, los siguientes carriles son cisticercos incubados en presencia de 
concentraciones crecientes de H2 0 2 . 
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FIG 2. Efecto del peróxido de hidrógeno sobre cisticercos de T. crassiceps mantenidos in vitro 
durante 4 hrs. El gel de SDS-PAGE CA) y su autorradiografía CB) muestran extractos crudos de 
cisticercos expuestos a concentraciones crecientes de H20 2 ; el primer carril (e, grupo control) son 
cisticercos incubados sólo con el medio de cultivo. 
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FIG 3. Efecto del peróxido de hidrógeno sobre cisticercos de T. crassiceps mantenidos in vitro 
dnrante 4 hrs. El gel de SDS-PAGE (A) y su autorradiografía (B) muestran extractos crudos de 
cisticercos expuestos a concentraciones crecientes de H.ü.; el primer carril (e, grupo control) 
son cisticercos incubados sólo con el medio de cultivo. Las flechas indican la concentración en 
que induce la fuga de la albúmina del medio de cultivo (ver texto). 
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FIG 4. Efecto del H20 2 sobre cisticercos de T. 
crassiceps mantenidos in vitro durante 4 hrs en 
medio sin FBS. El gel SDS-PAGE muestra 
extractos crudos de cisticercos de expuestos a 
concentraciones crecientes del oxidante; el 
grupo control ce) son cisticercos incubados sólo 
en el medio de cultivo. 
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FIG 5. Presencia de albúmina en 
cisticercos de T. crassiceps. Los 
cisticercos se incubaron en medio RPMI 
con FBS 10% a diferentes 
concentraciones micromolares de R.O. 
durante 4 hrs; posteriormente, se realizó 
una IET del extracto crudo con 



V. DISCUSIÓN 

La actividad de los fagocitos en contra de los parásitos, incluyendo a los eosinófilos y 

neutrófilos. se basa al menos parcialmente en mecanismos generadores de ROS. Los fagocitos liberan 

varios tipos de moléculas citotóxicas y de enzimas sobre la superficie de las larvas de helmintos, que 

pueden ocasionar su muerte y desintegración. El peróxido de hidrógeno está involucrado en la muerte 

de las larvas de helmintos mediada por eosinófilos in vi/ro, por ejemplo, en el caso del Schistosoma 

mansoni, de Trichinella spiralis y de Fasciola hepatica. La reacción inflamatoria que se da alrededor 

de los cisticercos en el músculo del cerdo, muestra varios tipos celulares incluyendo a los eosinófilos y 

a los macrófagos56
. Sin embargo, aún se desconoce el papel de los fagocitos en contra de los cisticercos, 

pero se ha sugerido que los cisticercos en los tejidos del huésped intennediario pueden ser sometidos a 

etapas de estrés oxidativo. 

Antes de realizar el primer experimento, se hizo una búsqueda en la literatura para investigar las 

concentraciones de H,O, que toleran otros helmintos. En Brugia malayi se ha reportado que la 

microfilaria resiste concentraciones entre 50 y 100 I'M de H,O" y el adulto hasta 200 I'M durante una 

horas7. A su vez, las microfilarias de Onchocerca cervicalis son letalmente dañadas por 

concentraciones de 10 ¡¡M de H,O, durante 4 hrs, así como por 100 I'M en la mitad del tiempo 

anterior58
. En el caso del S. mansoni, se requieren concentraciones mayores a 500 ~ de H202 durante 

18 hrs para matar a todos los estadios del parásito, mientras que las esquistosómulas de 4 semanas de 

edad resisten 125 I'M de H,O, durante 18 hrs, aunque a las de 2 semanas mueren". Finalmente, los 

protoescolices del céstodo Echinococcus granulosus resisten hasta 20 ¡¡M de H,O, durante 1 hr60
. 

De esta manera en el primer ensayo se probaron concentraciones entre 0.2 y 1 mM de H20 2 

durante 4 hrs, encontrándose que los cistícercos morían aún a la concentración menor. El daño 

producido por el peróxido es observable por la ausencia de síntesis proteica (autorradiografia no 

mostrada), por la ligera degradación del patrón proteico en los geles así como por la inmovilidad. La 

pérdida de movilidad es otro parámetro utilizado para determinar viabilidad en algunas filarias y en T. 

crassiceps61. 

Se exploró el efecto de H,O, en concentraciones de entre 0.05 ¡¡M Y 5 I'M de H,O" resultando 

quc la concentración de 2 I'M es letal para los cisticercos transcurridas las 4 hrs de incubación. Esto 

sugiere que los cisticercos de T crassiceps son más susceptibles al peróxido de hidrógeno que las 
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microfilarias de B. malayi y de o. cervicalis, que los esquistosómulas de 4 semanas de edad, y que los 

protoescolices de E. granulosus. Parecen ser igualmente susceptibles a las microfilarias de Dirofilaria 

immitis62
• Se ha reportado que 1 xl06 macrófagos y que 3 x105 neutrófilos estimulados in vitro 

producen hasta ImM y 12,uM de H20 2 respectivamente63 ,64. Sin embargo, es dificil establecer las 

concentraciones de H202 que se alcanzan in vivo. 

En E. granulosus, los protoescoUces parecen jugar un papel protector en contra de la oxidación 

por H20 2 mediada por una peroxiredoxina, ya que no muestran actividad detectable de cataIasa o 

glutatión peroxídasa. Puesto que la cepa ORF utilizada en este proyecto carece de escólex es posible 

que la susceptibilidad incrementada al H202• en comparación a E. granulosus, se deba a la ausencia de 

este órgano. Sin embargo, algunos experimentos preliminares utilizando la cepa HYG (si tiene 

escólex), no muestran diferencias significativas en su susceptibilidad al H2Ü2. 

Como se mencionó en los resultados, la presencia de albúmina en el extracto crudo de 

cisticercos es indicador de daño a la pared vesicular producido por el oxidante. Se han identificado 

proteínas del huésped en el fluido vesicular de las larvas de céstodos65 lo que indica que son capaces de 

tomarlas de su entorno. También, in vitro, los cisticercos intemalizan proteínas del medio como la 

albúmina e inmunoglobulinas66
; sin embargo, no se ha observado degradación de la albúmina en el 

cisticerco. 

Una de las propiedades de la albúmina es la de antioxidante61,68, Es posible que la presencia de 

esta proteína en los tejidos del cisticerco de T. crassiceps incubados en concentraciones menores a 1.6 

fJM de H202, tenga un efecto protector, sin embargo, la filtración de albúmina al interior del eisticereo 

sin duda es un indicador de daño de la pared vesicular, Se ha propuesto que el mecanismo por el cual el 

H202 produce daño membranal es la lipoperoxidaci6n. Las membranas peroxidadas se vuelven más 

rígidas y pierden su integridad, afectando los compartimentos subcelulares, por lo que se vuelve vital 

para la célula viva eliminar los hidroperóxidos. Es claro que en el caso de los cisticercos ni la entrada 

de la albúmina del medio de cultivo ni otros mecanismos protectores bastan para evitar el daño a la 

pared vesicular. 

Algunos helmintos muestran actividades considerables de enzimas antioxidantes (eatalasa, 

peroxidasa, peroxiredoxinas, glutatión peroxidasa) durante el estrés por H20 2, 

El primer mecanismo efector contra los peróxidos orgánicos es el sistema enzimático del 

glutatión, Se ha reportado glutatión reductasa en Moniezia expansa y el rnetaeéstodo T. 

taeniaeformis44J' y GST en el adulto de Hymenolepis diminuto" y las larvas de E, granulosus", T. 

solium y T. taeniae!ormÍs46
,3S. 
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Existe otro sistema generalizado de protección conocido como HSP, que también actúa durante 

el estrés oxidativo, aunque la infonnación referente a los helmintos es escasa. Por ejemplo, las larvas de 

T spiraUs a las 2 hrs de exposición a 20 ¡.tM de H,O, expresan HSP60 y HSP9069
• Los cisticercos de T 

crassiceps no producen HSP en respuesta al estrés oxidativo, en contraste con una clara respuesta al 

estrés calórico recientemente descrita para T. solium y T. crassiceps, incluyendo la expresión de HSP60 

Y HSP7070 

La extrema susceptibilidad de los cisticercos de T. crassiceps a la exposición al peróxido 

pareciera indicar una ausencia de catalasas y peroxidasas en los tejidos. Sin embargo, la reciente 

clonación de GST a partir de una biblioteca de T solium sugiere que pudieran poseer las enzimas del 

sistema de glutatión. Por ende, se requieren ensayos más detallados para definir el potencial protector 

en contra del estrés oxidativo, que de cualquier modo parece muy reducido. 

Es dificil detenninar si los cisticercos están vivos o muertos valorando solo la movilidad o la 

disminución gradual en la síntesis proteica, Existen varios ensayos de viabilidad que han sido 

empleados en helmintos, que generalmente utilizan principios colorimétricos, incorporación de 

radioisótopos () enzimas. En el caso de las filarias, se ha sugerido que para determinar su viabilidad se 

deben emplear métodos bioquímicos junto con los histológicos 53, De este modo se ha detenninado la 

susceptibilidad al H,O, en las microfilarias de B. malayi y o. lineaUs 71. En la larva del equinococo se 

utiliza la pérdida de turgencia como una valoración de la pérdida de viabilidad y en E. multilocularis se 

ha ensayado también el método de MIT72 con resultados positivos. Para definir la viabilidad de 

cisticercos de T solium lo más confiable que se ha utilizado es la evaginación del cisticerco13
. 

Puesto que la cepa de T crassiceps utilizada en este proyecto carece de escólex no se pudo 

realizar el último método por lo que se recurrió al método enzimático del MIT. Los ensayos de 

¡nfectividad realizados por inoculación intraperitoneaI de los cisticercos en ratones muestran que su 

confiabilidad es parcial, ya que la correlación entre el ensayo de infectividad y el método enzimático es 

baja. Sin embargo, el método enzimático permitió identificar la concentración en la cual el cisticerco 

sufre daño en su maquinaria biostntética. 
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VI. CONCLUSIONES 

<:f El cisticerco de T crassiceps tolera concentraciones de hasta 1.4 ,uM de H202 durante 4 hrs 

de exposición, y por lo tanto es menos tolerante al H20 2 que el metacéstodo de Echinococcus 

granulosus . 

<:f El cisticerco no es infectivo cuando se expone a concentraciones mayores o iguales a 1 J..tM de 

<:f En los cisticercos de T. crassiceps, existe poca correlación entre el ensayo enzimático de 

viabilidad y la infectividad. Esto puede deberse al hecho de que el método del MTI determina 

viabilidad celular, y su extrapolación a un sistema multicelular no necesariamente pennite determinar la 

viabilidad del organismo completo. 

-Q- Los resultados mostrados en este proyecto, muestran que los cisticercos de T. crassiceps 

carecen de alguna maquinaria proteica en defensa o protección al H2ü2. 
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