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RESUMEN 

Los huevecill6s de los ténidos están constituidos· P.or' un el'lbrión 

hexacanto, rodeado por varias envolturas de las cuales la.~és .. pro~irier~e es 

el eMbrioforo. El eMbriofor.o es la envoltura Más: iMportante en' la 

protección del el'lbrión en el Medio aMbiente. ·E1· eMbrioforo está f.orMado por 

bloques protéicos unidos entre si por un Material ceMentante, En el tubo 

digestivo del huésped interl'lediário las em:iMas· gástricás ·e in.te~tinales 
. . - -

digieren el Material ce[flentante, p~o~iocan90'..·1a: ··11b~·ra·Ci6n del; _ernbr·1·6n.-

Esta tesis aporta inforrlación ace·rca de- lá corrtposici·ón. del· eMbr-ioforo 

J¿ 1 hue•1ec i 11 o de Laenia saginata. se-= obtuVi"eÍ'on b_lOques. el!lbriof6rfcos de 
-.·'.::-... 

huevecillos de L.. saginata con y -5in- Mc\'fe~~~i-_'_:~c-~~f1ént·~~-t~~--/~s.-fQuierido el 

Método de Morseth (1965) con algunas ModÍ.Hcact~n~s'..~'~e: hÍ.cieron análisis 

de aMinoácidos tanto de bloques COMO de eMbrioforos 

corrtpletos ~ en los que se encontró que el· 40%:-.de l~s r~si~uos de aMinoécido 

del Material ceMentante son sitios sensibles ~ tripsina ·y pepsina y que los 

bloques eMbriofóricos tienen un 10.5% de residuos de cisteína. Este valor 

sugiere que la organización de los bloques eMbriofóricos se Mantiene debido 

a una gran cantidad de puentes disulfuro. 
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Por taxonoMia nu~érica se hicieran coMparaciones entre los contenidos 

de aMinoácido de los bloques eMbriofóricos y los contenidos-de algunas 

queratinas y _-sedas-, - -encontrándose que la( s > pr:oteina( s) :de lo·s-.- __ bl(,ques 

eMbriofórico.s 6e p_~rece( n) 
.- -· - .-. M~S a las queratinas de ~luMa que a· ·l~s~otras 

querat 1·nas ªD:i-~·za·d'a~·. 

La coripoeiciónpolipeptidica de los bloques eMbriofóricos se deterMinó 

por geles de pOliacrilaMida: analizando Muestras solubilizadas cOn ácido 

perfórMico y NaOH 0.1 y 0.5 N. Aunque se encontraron varias bandas, en 

condiciones reductoras, las bandas Más abundantes fueron, una d~ ~6 1 000 y 

una de 65,000 d. Se postula que los bloques eMbriofór{cos e~tén 

u0nst1tuidos por-estas dos cadenas polipeptidicas y que l~s restan~e~ son 

-. ---·----

producto de su hidrólis_is durante el procedir'liento- de -solÚbiÚzác1ón~-,:-

- ., --

Por otro lado 1 se hicieron ~~pe~troi de infrarr:oJo;::de •bloques_ 

eMbriofóricos y de otras proteina:s·, en-t're eLias. qüerat.:.·~.Oas ·, ~b·s~~·~·é°~d0se 

los Mi5M05 enlaces para todas i~~ p~o~~i~as an~iizadas. Sin ~~b~~gb, 'la 

abundancia de grupos azufrados. en la(·s) proteína( 5 )- de·, los. bloques 

eMbriofóricos resultó siMilar a las queratin~s y difer~rite de las otras 

proteínas .. 

Cuando se hicieron pru~bas de in_Munopunto haC:i~;.;d~ recicCionar- la( s) 

proteínas de los bloques eMbriofóriéos co'n·: -antiéuerpos especi f icos 

anti-queratina huMana, no se obtuvo reacción especifica. 
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FinalMente, a través de un Microanélisis de rayos-X se encontró que 

los bloques eMbriofóricos contienen trazas de silicio. Asi~i~Mo, este 

Método perMiti6 la deteccion del azufre de las cisieínas.-
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I. INTRODUCCIÓN 

.: .. _ . J-'_··_.: -. - -__ 
- ' - - . ~-

La cisticercosis··ee.-u:na .··enf_ej-'-Me-dad··_·¡_par:-8.aJ.,.ta~ia .'producida por la ·forMa 

de Metacéstodo o cfst-icer:~~::';;d~~~,- ~-~7~'i~-~ --: e~:~e-c'ies de. té ni dos. Estos parási to:s 

presentan ciclos huéspede5: definitivo e 

interMediario. El huésped éie-fi;;-it"ivo --aloja _al gusano adulto en su tubo 

digestivo: Mientras que el inter·Mediario aloja al Metacéstodo en sus 

tejidos. GeneralMente, el hué~ped definitivo es depredador del 

interMediario. De este Modo: se pueden Men~i~nar varios ejeMplos de 

relaciones huésped-parásito: Taenia solium·cuya forMa adulta parasita al 

':0·;"'-co'-•'.o-_:-~-~-.:.--=:~-- - -·-
hUMBTIO-bOV i OO~ h ~: canino-o.Vin·o·;_ -I~. _'t-aeOiaerarrú_s-: felino-Murino~ 

Echinococcus cranulosus: canino-h~Mailo¡ .~·t'~·, .. :_:~:,~.-~,_·:~-;})' 

I.1. Ciclo de vida del parasito <FÍg. 1) 

El ciclo de vida de la Taenia saginata se puede coMenzar a describir 

con el gusano adulto habitando en el intestino delgado del hoMbre. El 

gusano adulto consta de un escólex o cabeza que posée 4 ventosas con las que 

se adhiere a la pared inte5tinal: asi coMo de un rostelo desarMado (sin 

gancho5). El escólex se adelgaza en su parte inferior forMando un cuello 

productor de progl6tidos. Los proglótidos unidos en cadena constituyen el 



f 

Figura 1 .. Ciclo de vida de Taenia saqinata C ver exprfcación en,.el texto). 

ToMada de Beck y Davies, 1976. 
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cuerpo o estróbilo. Los proglóiidos Más cercanos al cuello son los más 

.Jóvenes e in,d~~fe·~E'.Tici~dos·r Mientras que los Más di.stales ,Presentan apa~atc 

reproductor" :f;anto· :Mascu.l.i no como f e_l"1eni no. Los progló~ ~.~ois' · c~Yps_.· úterOs 

están flEtnos :de-:huevec-illOs se denoMinan grávidos~ 
- =, .~- .: - - ': .. -- .- - ·--= - -

Estos proglót·i.·dos grávido:s se desprenden es.pontáneaMente .. d:é·}:".'}~.U~-~~~: de·_ la 

tenia y son evá~~-ados 'en las heces fecales del huésped·- ~~(i~i.<t·f~~:{~~:~~~-~-f:i.0):, 

En el exteriorr la putrefacción de los proglótidos per"1fte_::.~·1á'?di~~:e~~~-J.:~-1-J Pe 

los huevecilloa que pueden contaMinar forrajes y aguas.~.· 

.:--,:~_,,;.: .. ;, ... 
. >~:.; .. 

Los embriones hexacanto u oncosferas t contenidos ,~n·:' :i~~> ·n,uevec1:-'11os 

··..::··· 
perManecen infectantes por largos periodos gracias ·a·- :·-uria:: :~e:i:rie de 

. ~ ·- ,_ . .' ' 

envolturas protectoras C Gemrriel l z 1978), hasta·-_ qUe.:::S'ó·n: ·-):·r,·ger:-:1~~·~· .~.O:~.-· el 

huésped interMediario 

intermediario, la 

-· ..... . 

lbo~ino), En el tubo · dig;.'súvo .· d~Í· iiui.'s:oed 
Pr.~·teo~·fct~~~~-~-~~ -_·· d~:~~~-~'~'.~-~.'.- 1a·S·:_," erl~.C>lturaS enzi.Mas 

protectoras liber~ndo las .•.. ·~~~¡,.~'.f~C~.~;; q~ei~acig:·~f i:~$~<l;;é_~~.~~iJ;i'i~~16;;· .~de 
1 as s a 1 es b i 1 i ares e Si i v~_r:~~h~.~:>'\.~.-~:4~i-~~,-~~~ L~·s --: ~hc;~:~·f.~r;~~~,_'_ ::;'~\;J&fid·~-~ -~~:~-~~~-~-¡-~·san 

la pared intestinal, alcanz~f1ci~\·J.~fC:~~i}~~~~tfig~~~.+:~~'.~;;2Z,;t~ª~~gu;~eos, que 

las distribuyen " diversos ,ó~g.ª~j:-J:-:·t~~~.~~;t.ri~c•\'j6'.6.~~·c 1"# ~~P.rii;;tan y se 

desarrollan hasta convertirse .en ci~t.i~/r.j•" ~;'\'.''•':~'.;;:{/~[~,' !;(' 
-.. ·· .:. "''·.;""" __ ,·_::· ~:~¡S~\t-.:·::·. '·_:>~----::Y/·:·-

se cierra ¡·cu~ñ~--b~.~ ;-'~~:~;: T"~h,~1'1Í~~~1 : ~i~Qiere carne· cruda o 

;;'~~~~~~~.~~,~·;¿~~Jt1~~~J~r¿~b;fi:~~ . cis.t icercoso. 

SiMilarMente: las enzil'1as ~á·~·t:~\:~~~---~-~ <·~(~'f·~·~tí~fa.::~.>i-~~-, :Ju:~í~·o con las sales 
{~:;, 

El ciclo 

insuficienteMente cocida, 

biliaresr activan al cisticerco¡.-·cuYa .. e'.5:~¿,-¡~)<,'.'c·i·evBgiii.a·, se fija en la pared 

intestinal y se desarrolla en una tenia ad~f{~ productora de progl6tidos. 
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I .. 2. Morfología y ultraestructura de los huevecillos 

Es bien sabido que ·los hueveci li.os 'de di.'s-i1ni-as especies de--ténidOs 

son MUY s iMi lares· MorfológicaMente ( InatoMi , ~ 9s2 .t ._·M_o~seth: 19~5 .: ·-Nieland r 
- . - -

1968). Los huevecillos de L.. saoinata -eori -1nd.Í:ferenc_iaoles:,de 'los'- de L.. 

aún con la ayuda del Microscopio electrónico ">·(~La~-l'étte: et al r 
--·-: ... ':_-;·.',, ; . 

1982). En consecuencia, la descripc ~~n~. ~-e;- l~~---. huev6c i·i '1·~~s -.--d~.: T-~· so'l ium que 
."·,,_:e_··- ... ·;· 

se _presenta a conti~ua_ci·~n, __ es -~ot~~~~-n~_e a.Pii_cable .a·~:l:-~·~\---d~ .... ->r .. ·:· ''sao'inata .. 

Los huevec i l los Madur•OS -~~~~---d~ <f~h~-~:-- ~-~~~-~~'i:~~:::. y: ,:~:¡:~-~~~-:~h:i--~~- -3~ y_ 42 u 

de diáMetra. Al Microsc.;pio. ÓptfC:~;.re~e~¿~:~~~':•i:81-E~aa'i.ú_:~arda- yuna 

envoltura proMinente de ap~rie~ci~- >;.}~i~~a .:·; $~19{(>2.>~ :Po~ee~ varias 

envolt.ur~a~ \Fig::.. 3 y 4)r lS m-a~:··t~:~,t~·~--~~:C~~~ji·:~-.~~::~~~::~~U'e·.i:~~-;--~e··.·dénOMiña viteln 

< Laclette et al, 1 sa2 >. Esta ~r,~~{cÜ~~?0t~~~:-!~Bf~=·l~~;¡l{~l('~~L1ar con 
- ;~;·~.:·<::: ~¿)~ .,;_ 3:'"-~'-:. '-.-.· .. -·-E-:: 

::::::: ::: ' :::::::':::· ':º'":'.";:::i;i~¡(~~~~~~1~&.:t:'.:":: .. ::. ,: : 
ceMentante. El eMbrioforo es s1n·., i'~~~-~~~~>'"'·7~~:r~·~~~"_:~;,~i·:.S·:·-~nvoltura que Más 

:º·:: · :::: ·:.::. ::::::·: ,. ,::.::8c~:r[~!f ~i~~f: : ·:" :::::·::::: ::' : 
_;; -. ·~ -:;:' 

·:·-;·· .. · .. 
Parnel l: 1967). De acuerdo 

·-
con_ - Lée'' 'y, 'éols: , ( 19S9 >, el eMbrioforo es 

· ... ·,_ _,' '·. -- -_ .>· -

sintetizado por una envoltura -c-1top~_.á-5~·1ca-.;=-fn-~é,r'nár de apariencia granular, 

conocida coMo célula eMbrioforal. LOs bloques embriofóricos presentan la 

forMa de un paralelepipedo con 2 bases, una superior Más aMplia hacia afuera 

del huevecillo y la inferior hacia el eMbrión con protuberancias en forMa de 

picos. En sus caras laterales: los bloques eMbriofóricos presentan pequeños 



.. ... 

'._: 

Figura 2. Fotografía al fY11c;~o~cop10 opttc:o de un huevec1llo de Taen1a saqinata. 

e= eMbr1oforo 
b= bloques eMbr1ofór1cos 
g= ganchos 
o= oncosfer· 
v= vitelo 

Figura ~. Fotografía al Microscopio electrónica de barrido de un huevecillo de 
Taen1a soliuM. 

b= bloques eMbriofór1cos 
e= ei"ibr1oforo 
g= ganchos 
o= onco!.i fera 
l= lacunae 

ToMada de Luclet.te, et l.ll, 198~. 



Figura 4. Fotografía al Microscopio electrónico de transMisión. de un corte de 
un huevecillo de Taenia soliu~. 

b= bloques eMbriofóricos 
e= eMbriof oro 
g= ganchos 
l=- lacunae 
M= Material ceMentante 
o= onccsfera 
v= vitelo 

ToMada de Laclette, et ~l. 1982. 
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presentan pequeños orificios de forMa irregular que reciben el no~bre de 

lacunae y que son los huecos dejados por las Mitocondrias que estuvieron 

presentes durante ·la- forMación del eJTlbrioforo. La apariencia radia_da_ de 

los huevecillos- se deb~ p~ecisam~n~e a los bloques eMbriof6ri6os. ·.~~r 

dentro de la célula ·erríbr.ioforal se encuen~ra una envoltura lipópro·t~;,-1-ca que 

rodea al eMbri6nr denoMinada Me['!lbr:-arla on~osferal <Huff~ai:i y·-~pn~s·¡_-~:~62·)_. 

Por óltiMOr se encuentra la oncosfera Multicelular que cdse~ 3- _pares de 

ganchos birrefringen~es. 

clorhídrico 

eMbrioforo 

y la pepsina QáStr-ica:'debtl-ft~an-·--·_alc'""--f!l~~--~i7~~-~f:~--C~.~~e·n-~·ante del 

( Silvero1an, 1954 l. Posterio~Me~t.:/ L~s· '.cc,'~diciori~,; a leal inas 
. ' ' ' -",' • ' ,.,,. .. . - ';::_o~·-~· : ; .. - ~ ' 

presentes en el intestino delgadó. r ,_ neUt·;:_~l i_~·a-D·-~:_:~ f\:r··~~ilé'i-~:i'o::.'~~{Á_~t·¿.i-.c(;: ~Y· perMi ten 
,;_~_·.~ i~,, ·:; : ' - ,_"-

~: i 1::::::, d~ 95::~ e::::::n::::sf::a,~;:~ii:;~{~~ft~~~:'i~~a~e d:: :::::::: 
ceMentante. En consecuencia, los ;bloq~1~~'(,~~1'.~,i,%ii~'Pl~".~;~'. se dispersan para 
de.jar libre a la oncosfera envué·1_t_-~--~:;_:~;~-~,~~~---~¿~-~

1

~-~~~~~/:\Jr,·é(:,'5·feral. Las sales 

biliares provocan un aul'lento en la P~fü~f,º-~l~i~Wt'.~;:i~i~'éP1brana oncosferal, 
hecho que provée la señal para la ·.a~-t-,¡-~:~:6~i:~-~-: ~;~·~~~;:~:,~/~0-~~,ó~·fera r. que a base de 

ganch:_~~-~~~~~ ::J~-~~~~Ci~:~ ~,:de -· ra: MeMbrcina. Movirriientos de sus 3 pares de La 

oncosfera comienza a Moverse COMO resultado de _la interacción antag6nica 

entre ~úsculos soMáticos y Músculos de los ganchos (Letbridger 1980>. En este 
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MOMentor se considera que la oncosfera activada es capaz de atravesar la 

pared intestin~~-por· ~ria· c~M~inación de la acci6n Mecánica de los ganchos y 

la acción líiica de:'énziMas liberadas por las glándulas de penetración 

<SilverMan, 1954¡ Ogr:.eri, 1.957). Lethbridge en 1980 encontró que la secreción 

de estas gfá;ld~l~~S- _ po·s·ée acti'l{idad de hialuronidasa: Mientras -.·q~e -Le~ert y 

Lee en 1955, ·_. __ -é!"con_traron- actividad de cc:>lagenasa. Las Qlefindula_s de 

tal Modo¡ que el MOViMiento·.-de estos produce la· expulsión de la secreción 

alMacenada .. 

I .4. Justificación·' del trabajó 

.de los lánidos 

que abandona las ·c·Ond.iC-iorle'S ;fa.yor;·~b1e-s ·-e~_iste;ites. e'n el huésped. Las 

envolturas de los hÜeVec i rioS: ;~~~~c"it··~~~~>¿:¿ ié">6~~~~fe'ra --para sobrevivir en 

un Medio caMbiante y poi'en~'-¡>~-¡-~~~t-~-::::.:h~-~··f;¡_~:¡~~)(·G~~;.:~-:{.{ Y Lawson:: 1983). Como 
~._;.~--:-·· . •;'·;~:-:t. 

se mencionó anteriorMente,·· la:· -en~c{it~-r~"~.P~~-{~:9_{~:~ª M~s iMpartante es el 

eMbrioforo: cuya resistencia está 'l::íi~ti: :~-~i~~~,~~~-{ad~ .·(Mackie y Parnell r 

1967). Sin eMbargor la resistencia del eMbrioforo en el Medio aMbiente 

contrasta con su gran susce~otibilidad .a las _condiciones presentes en el 

tubo digestivo del huésped interMediario. Se t~ata- pues:: de una envoltura 

con propiedades aparentertient e º~cuestas. 
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La Morfologia de los huevecillos de las diferentes especies de ténidos 

es tan parecida que ~e. pief!s~_·que la coM~osici-ón qu.-iM.ic~ .~e-~ BPlb:~~o.fOr.·o es 

idéntica a· _por 16-Menos fllUY siMilar. El-_ conocirniE!nt.o:_ ;d_~_ la _n"SfU~aleza 

de· g~an.'-í nt eré_s _, y:a_:-~qú~,~<;p_~~:~-¡.,~-{~,'i~~-~~:~_~,~~S~~{;·M',~.nt e ~ 
·.· . . . - . -- -- o·,-·----··· -·- ·-·· :_=-'-. -

seleccionar agentes qui Micos coii act-íV1da-d"> oV .. i.~i-~a-·:·(-Mo~--s~·ih-~ ~;-:~.{~.?~---~:.;··,sino 

que posibilitaria taMbién: ~n _M~jor cori~~iMiento·--~e-~ 101( Mé¿·~~i~~~~: .',: _que 
.-, ; ·- -. -, --, : ; __ . . -=--'----': ~-.:_, \.,_.-_ 

producen la liberaci6n d~ la on-cosfe·ra ·en ·;~l. -tubo digest·Í~~,. del ... h~é-~ped 

interMediario. Cabe hacer notar que se desconoce si la· oncosfera·Mat-i~ne 

algún tipo de intercaMbio con el Med10·ambiente 1 necesario para 1-legar a 

ser infectante. En este se~t·ido 1 se ha_propuesto· que el hu.evecillO continúa 

su desarrollo aún en el exterior (GeM~ell~ 1978). 

I.5. Antecedentes del trabajo 

Existen algunos estudios sobre la coMpoSición del eMbri~foro de los 

huevecillos de ténidos. En 1957: ensayos citoquimicos realizados por Johri 

en huevecillos de Multiceos sMithii, Mostraron resultados negativos con 

tinciones especificas para quitina y esclerotina. Sin eMbargo: los 

eMbrioforos se teñían intensaMente cuando utilizó ácido perfórMico de 

Schiff; que reacciona con uniones disulfuro. A partir de estos resultados, 

se sugirió que la proteína que coMponia al eMbrioforo podria ser del tipo 

de las queratinas. En 1965 Mnrseth llevó a cabo reacciones histoquiMicas 

con ácido perfórMico de Schiff 1 en huevecillos de~ hvdatiaena. I.:.. ~y 

L o-isiforMis: obteniendo taMbien resultados positivos. AdeMás: purific6 
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los bloques eMb':"~_of~r._ico_s ~e estos ténidos e hizo análisis cualitativos de 
' , .. ' 

aMinoácidosr eap~ctros de. ~n·fr:-B.r,..;ojo r·· deterMinaciones de nitrógeno 

proteína 

contenido de azUff-e·.- ~A -~:~:p;~)i_-¡:~_.:.~:~ '.-.:::sus: resultados Mor set h-- propuso 

que -c~~-rnp·~r;·¡·.~-~" \~~:~:~{i~~~~~-;:-~~i-ti-~~1 :-e~b-r\~ fór. ices· 
:· .. '~-~-,-~·>_'.;;:<·: ~-~-~-~>":··:· ~ 

.que la 

-era-- de-1 tipo de las 

·.·:.·~~·:~ _;',;::/.f'.'··'"?~'~, 
... ,_,_·-:,·:::··-

queratinas. 

, -;~r~~: 
Por 

'-'' ;;"~-
otrO ládO·>-; ·efn:· ;~~-b~~'.~·/·;~~- .estudios histoquiMicOs siMilares se ha 

los ténidos están constituidos por 

una proteina SiMilar ;·~---- lcis_·_~ueratinas (Crusz: 1947). En 1969r oVorak 

~ourif icé los gcinchos roste lares de I..:.. taeniaeforMis y real izó análisis 

eleMentales CdeterMinaciOnes de carbonar hidrógeno: n~trógeno: azUfre: 

etc.>: análisis cuantitativos de BMinoácidos: asi coMo espect~os de 

i nfr.=tr-rnjo: concluye'nda que la proteina que col"lponia los ganchos era 

siMilar a la proteína de los bloques eMbriofóricos. FinalMente, resultados 

de ensayos histoquiMicos en Metacercarias de Fasciola heoática CDixon y 

Mercer: 1967J Oixon, 1988) y de CloacitreMa narrabeenensis COixon: 1975>r 

han sugerido que la proteína de la capa externa de la pared vesicular tiene 

propiedades tipo queratina. Estudios de Microscopía electrónica en 

Metacercarias de Fasciola henática Muestran que esta envoltura está forMada 

por pequeños paquetes protéicos Cen forMa de elipsoide) unidos por un 

Material ceMentante COixon y Mercer, 1964). Incluso se han identificado las 

células responsables de su síntesis (Üixonr 1968; Mercer y Oixon; 1967>. 

El hecho de que los estudios Mencionados anteriorMente, sugieran la 

existencia de una proteína de tipo queratina en helMintos y treMátodos: es 

interesante ya que se había considerado a las queratinas coMo exclusivas 



-11-

de vertebrados superiores (reptiles: aves y maMíferos) <Fraser: 1969). Sin 

eMbargo la inforff\ac.i6n e><:1stente al respecto de la coMposici6n quirrlica de 

la(s} ~rotei~a5s·) de los bloques eMbriof6ricos se basa exclusivaMente en 

estudios hist-OC¡ui(11i~Os y análisis cualitativos. Dada la iMpor_f~~c~~.a que 
-- -.o:_·,-·_ 

representa el embriforo ..cara el entendiMiento· de l·os· r11e~anisMOS-:- de la 

prot.ecci6n y liberaCióri de la C?ncosfer_"a ,. el obJe~t-1-vo del Presente _trab.ajo 

fué el de aportar_ inforST1ación acerca de 1-a- ~·º_!'1~º0sic·-1Ón~· q-uii"lic-a. de las 

proteinas del eMbrioforo del huevecfllO de la TB.eiiia SaOinata. 
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!!. MATERIALES Y METOOOS 

En vista de la escasa in_fo_~Mac.ión 9~-~ ·exist·e-a:Cerc.á_ ·--de la infectividad 

de los huevec l l los de Taenia saoinata para --~1-~~ .. 2~~ ,'-_:s~~: ·se consideraron 
·_. : - . :. 

riesgosos. En consecuencia, todos Los p.r:--oCe·di~ientos · r:--e.lac ionado~ cori el 

1T1ane_jo de proglótidos y hu~vecillos r _s_e r,e'a..lizar:-o_n ·en µn ár~a e~_peciaiMerite 

equipada y destinada para el Ma·n~~~ ?e-·org~_n_isMos patógenos, util_izando una 

caMpana de seguridad biÓlóg'ic:-..: (clase Ifl. 

I I. 1 • Obtenc 1ón de ·1o_s saoinata: 

Dos e_ieri\olares de -Taenia- saoinata __ .f_uet_O~ -~~-~:~-~~-~-dos --~or tra~al'1i_enta do 

pacientes <previaP\ente diagnosticados) con:YoMesan'' (.cloi-osalicilaMida): que 

produce la expulsión de los gusanos intactos. Las tenias extraídas de las 

heces Mediante el uso de pinzas, fueron colocadas en vasos de precipitados 

de 100 Ml que contenian una solución estéril de NaCl 0.15 M: aMortiguada 

con 0.01 M de fosfatosi pH 7.4 CPBS>i adicionada con los siguientes 

antibióticos: sulfato de gentaMicina <40 Mg/Ml>: ácido nalidíxico <t0 

Mg/Ml): ampicilina (10 Mg/Ml) y cloraMfenicol <lMglMl>. Las tenias se 

lavaron hasta quedar libres de residuos de excreMento. Los lavados se 

efectuaron dentro del vaso de precipitados: agitando varias veces, 

procurando no dañar los proglótidos. Después del UltiMo lavado: los 
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especiMenes se Mantuvieron en 50-100 l"\l de PBS. 

II.2. Identificaci~n'de especie: 

ral"\as uterinas en. _oroQlót idos grávidoS ( Beck y Davis :. ·1978_-): de ·acuerdo al 

siguiente procedi~i~~to:. 
1 • • • 

Varios proglót idos .gr.a~. idos fuero.":-º'? lcicados enire dos por.tB:o:bJ.ei:os y 
-·"."···---, 

fijados en solución de Bouin (ácido picric~ ·a s·atu-~aCÍ.ó·n··>-f.·or~t~Ú.·~. _·y-ac. 

acético) durante 24 a 48 hr a teMperatura aMbiente. Los ·progio:t·idoS··:- fueron 

deshidratados en etanol ·al ?0% .. ~as~ta ·qu~ d_es~parBc_ia -_el color:- .. aMaÍ--~ l·io·- del 

Bouin (24-72 hr>: antes de.C_o-fit_1_Q~a:~- ~u .,deshidr.::i.tat?iÓn-c-~n:_ alcohol "al 96%. 

S a 10 Min: lavando el ·~on_et~nol al BS~, durante S 

Min. ;.Ciclulado con ácido 
,.,_, ....... 1-·>·. 

e lorhidrico al 2% f hasta qu.e ~.·o~:<:'~b:~~:~~·~·:"t:i~ _ rQ_~··~·,Pr;ó·g~~t.n~óS se observaron 
. "'<(_: 

pálidos < 10 a 15 Min). El exce.sO:~:oe··ác-ido:c¡·~-~·hidric
0

0'.'.fué-· lavado con etanol 

absoluto durante 20 O
• 25_: __ :_.:·~.:~:i<-n•.\_=i.~--.~.-·.~.:;;< - - .. ···~:;' · '. .se aclararon con 

creosota-xi lol 

Montando l 05 

observaron al 

,.. ¿);]f'-:'., .. ;tºr:;º91.éit.1dós 

<unos Mi riutos f -~~:~::f.·;~~;/oifl~·J'i~ro'~;,:, ·¿17.-~~ci~~ac iones perManentes: 

espec iMenes e·~'.~='·'.,·~:t~-~:~·O~~-~~~~ :::<·b,::~-~~~;~~--·~~- ·Las - preparaciones se 

Microscopio de lúzparf1~ontf1~ ~l nú,.;;.r: de ral'las uterinas en 

cada proglót ido. Todos los prog-1Ót.Í.do5' revisado~ po_~e~a!' Má~ ·de 16 raMas 

uterinas. 
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II.3. Obtención de los huevecillos; 

Se utilizaron .. ónicaMente aquellos proglótidos que de acuerdo a su 

forMa y taMaño Clos Más angostos y alargados>: se consideraron coMO 

grávidos: aprOvec~ándose aproxiMadaMente 2/3 de aMbos estróbilos. Una vez 

separados los proglótidos grávidos: fueron 1T1acerados con ti.jeras y pinzas 

' -
quirúrgicas: Manterii6ndolos en 50-100 Ml de PBS. El Macerado .f~é agitad6 en 

la solución de PBS y ·posteriorMante: se dejó sediMentar·: decanténdose el 

sobrenadante que contenia a los huevecillos. El Macerado fué resuspendido 
- - -

varias veces rtláS en 25 Ml de PBS z repitiéndose el pr~~ed_iMie~to de 

agitación-decantación: hasta que con ayuda del rrticroscopi·o: no se 

observaron huevecillos 

para sedimentar a los llos fué 

resuspendida en un hasta su 

uso. 

II.4. AislaMiento de los. 

Los bloques eMbriofóricos fueron_· _ a_i_si~dos _siguien_do la técnica 

descrita por Morseth (196S>r con algunas ~od~flcaciones. La suspensi6n de 

huevec i l los fué contada al Microscopio ó.pt ico usando un heMoci tóMetro de 



Proglótidos grávidos de Taenia saginata 
1 

_I 
Precipitado pr'oglbúd6s. 

(se ·desca_r_tá ¡_o- y·._.,_._ 

3 lavados 

Incubación con' solución: EÍ,( h a 37 __ 'C 
-------1 ,-

1 
1 
1 
1 

Sonicación 30 Min 
1 

1 
1 

<Repetición de los 4 pasos anteriores) 
1 

BLOQUES EMBRIOFóRICOS 

1 
1 a) Maceración de los proglótidos 
1 ~) SediMentación 
' ,_ 
1 

0~5'M·y 1% de HCl 
i 
1:: 

--,1-: 
1 
1 - . 
agua' des ti la.da 

--k-
. r 

-·¡__ 
__ :.1. _____ ,. 

1 
30 Min S6ni.Ó~~iÓ~ 

J. 
.. f 
T 
!' 

. Coricentración ·a 's:equedad 
<-_-1 

EMBRIOFOROS COMPLETOS 

Figura 5. Metodología utili~ada en el aislaMiento de bloques eMbriofóricos y de 
eMbrioforos de huevecillos de Taenia saginata. Solución A = pepsina 1%; NaCl 
0.85% y HCl 1%. Solución 8 = ~ancreatina 11; bicarbonato de sodio 1%; bilis de 
buey 2% y tripsina ~ 0.04%. 
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Newbauer: suMan~o ,los _núMeros dete_ri:riinados en tos cuadro·s. de los cuatro 

Multiplicó p6r 

capacidad- -de 

10 ~000; para obfenér el 

la.·camara·· es~a¡ .cÚi~ÜlÍc•·· 
~~~ar~ d~ h~ev~cillos'-por Ml-Cla 

Finalrrfente -se-. MÚltiplic6 por ta 

dilución de la-·Muestra utiJi.z~da ,.cara el conteo: y por, e-1 voluinen final 

total de la suspensión. El--n·úM.éro dá huevecillos obtenidos_ de cada ejeMplar 

de ,h saainata fué de aproxiMadaMente cuatro Mfllones y se gu13:.rdaron coMo 

lotes individuales. Cada lote de. huevecillos se lavó S-10 veces en agua 

destilada: por centrifugación a 3:500 rpm; durante 3 Mina teMperatura 

ambiente; cada vez. PosteriorMente: los lates se lavaron dos veces MáS: 

centrifugando a 500 rpM~ constatándose en ~los 

huevecillos estaban libree de restos de· 

Para la liberación de 

aislados fueron incubados con 

0.85%.: HCl al 1% y pepsina al 

1'A'' fu~ eliMinada Mediante 

centrifugando la suspensión cada vez. Los 

huevecillos fueron entonces "8": Na2C03 al 

1%~ pancreatina al 1%; 0.04%, _cH 8.24l, 

durante h a 37•c y en agua 

destilada. La suspensión contenía eMbriones y 

algunos huevecillos no potencia con un 

sonicador de Min4 El Material 

sonicado fué centrifUgado en agua - destilada a 3:500 rpM: 15 Min: 
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eliMinándose el sobrenadante por decantación (el precipitado contenia los 

bloques eMbriofóricos). 

se 

"ff" V ·e·~ Qe~p~6s de lavar 

tres veces co~o .---~~' d~~~f.t~}¿,\'ici.~éd(lsfa~nte/ los · b laques .. embrio f6r ices 

hasta su 

II.5. Obtenci6n .ú 'los e;;,b;;ioforcfs <Fl.9: SÍ: 

Se entercis .<bloQues eMbrifóricos + Material 
\ . . . ' 

ceMentante): a partir de·--:un 'Mi-fl-611-~~:de~~~-~~·~-e~-i~~los-,-~-· soMetiéndolos a un 

trataMiento con ácido clor~idric~ al .l~ 1 en·Nac1-· ~l· 0.SSX~ pH 1 .17, para 
. '' ~' · .. ., . ':. - - -

roMperlos: sin digerir el Matar i a 1 c-~M-~~--t,~nt:~·-~~ ~os huevec i ! los 
-·.·.· .. -... fueron 

' . . ' . . 
lavados cinco veces con esta soluc·ióri, ':··~·eti::tr.i.fúgándose a 3:500 rp!'l_. 15 Min 

• . - .. '. l 

cada vez. La ruptura de los hueve e i llo5-· .. ~fué :«:OrúS tatada· al Plicroscopio de 

luz. El exceso de HCl: fué elimin~d6 
' . . -.: .~ · .. ' ' 

y centrifugación a 3 ,500 rpM por ~,··~Mi~><·:~ c·ada:Vez. Después del últ iMO 
,'' 

lavado: la Muestra fué resuspe!l".i~da:_eri:-.·.-i:~f~rtl :__qe ,agua destilada y sonicada 

coMo se describió anteriorMente: durante.;30 Min' para destruir restos de 

tejido u oncosferas resistentes al- é~ido ~l~r~Í~rico. El Material sonicado 

fué centrlfugado a 3,500 rpm. 5 min, desechándose el sobrenadante. El 

precipitado que contenía fragMentos de eMbrioforo fuá secado y alMacenado a 

-20ºC: hasta su uso. 
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II.6. Análisis de aMinoácidos: 

El· conten'f,d_6-.-_--de, .-aMirloác id,os de 

enteros se re~lizb ~i~uiendo ·1a t6cnica de 

Modificaciones,._ Mues~ras _9e aMbos 

a un trataMi~nto con •c~do trifluoroacático-· 

solubilización de las proteinas de los 

Después de evapora~ 

ernbriofóricos: fueron 

PosteriorMenter aMbas muestras 

la solución aMortiguadora de 

pH 2.2; utilizándose 35 ul 

Muestra de bloques eMbriofóricos. 

analizador de aM1noac1dos 

soluciones de 

3.25: con 0.2 N de 

el contenido de cisteina 

eMbriofóricos y de eMbrioforos 

ácido perfórMico durante 

oxidación de las cisteinas 

digestión en HCl 6 N. 

con 

produce la 

la posterior 
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Debido a la escaséz de Material, no fué posible deterMinar e igualar 

la cantidad de proteínas aplicada al analizador en cada Muestra. Por lo 

tanto, los resultados obtenidos de los cuatro análisis (bloques 

erribriofóricos y _e~br'i~f<?_ros enteros con y sin ácido perfórMico > fueron 

igualados entre· si, ~aJustand6 las nanorriolas de aMinoácidos totalMente 

estables a la hidrólisis con HCi <asp, glu, ala y glil <Crestfield, ~t el 

et al, 19631. El~ontenid6. de aMinoácidos del Material.ceMentante fué 

deterMinado calculando~la dif~rencia entre el contenido de los eMbrioforos 
: . . -·· 

y el de los bl6ques e.ibriofói-icos. 

Los resultados se~én _refer1'dbs· ,(:ol'!la·. l'lO'i r. d8 cada residuo de aMirioácido, 
, __ ,,__ ,-_:-'. ·:--:_;.-._ :·(. < -. - - o - • ' ,.__ - • -~-- -·- -

obtenidos al di Vi dir. "las narlo.Molfls:. C6rrespo_dientes a cada Úno ··entre.· 1 a> 5UMB 

de nanoMolas totales <de. •t6JC)~·l~s Ca~illoácidos). TaP1bién se calcUió el 

porcentaje de azufre de.l~{:rX;'ffé·~~il)~i5Tde los 
-~~-;~: ~"· '"' 

partir de su contenido .de-_, ~:i_s_~t:_~i-:~,~-·:< ya que: c~~o 

,.,,.._ ... ,.' ,.· .... -.·. 
-~:l~tj~-~~ ~--e~.9S~~_!_ór ic;:_~_s -~ i'.'-

._ ... - · .. ·_·- --:·.·. 

se sabe,;,;l 2Él~5% 

cisteina es azufre. 

II.7. TaxonoMia nuMérica: 

Debido a que algunos autores <ver sección I.5) han propuesto que la(s) 

proteína(s) de los bloques eMbriofóricos 5Qn del tipo queratinas se hizo un 

análisis de taxonoMia nuMérica para ~stiMar el parecido de estas proteina5 

con la(sl proteina(s) de los bloques eMbriofóricos, por lo que se 
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recopilaron de la li~e~atura los contenidos de aMinoácidos de algunas 

queratinas, sedas: ~si coM~ de dos proteínas globuláres. 

- --r :_--~~- -~=;{ ,;·_~:_;_;: 's-' ~ ~<::~-; ~:- ';_:·-~~ -?::- ~-~:· ~ .. - - . 

La· tax"'°OríoMia- nuMéf--íCa--,- Sa ·rea'1i'zó ~~edi~n'fe-, un:~. ,progratvia ·--~e~·-com~óut·adora 
' .: . ~ :-·. --:- . - -_ ~- . _...,_· 

según el .rnet_odo de prorw:i_edios -~ Jo~nson t 196_7) • .!=!~e_· c_~_n_sié'-t_e·_: ª!'. a-g~~par~ a los 
. : .-.. ,, . ,.,, 

elernentos de estudio: toMando en cuenta el:. va·10r -:-~-~~~e:~'~--~ =·oe -l:a ·d{f~~_en·~_ia 

todas las proteínas t incluyendo a la( s) .Proteína( s) de los bloques 

eMbriofóricos. 

En la figura 6: se observa el proce_dirt1iento seguido por la éorriput·adorá· pára 

la obtención de la matriz de correlaciCin a par.~·i.~- ~e··la·-.cú~(·;·f .. l~;~·;:cO~!=>i:rutdn 
- '. - - '. '-.. ' _:~ ,: - ._ - : 

un dendograMa: el cual incluye el c'á. l"culo d;. Ú~,-» ·~-i~º~-~·p¡·~·~:'d~-. -, ,fa"'tcingenté 
' '. 

hiperbólica. que se llevó a cabo siguiendo el': l'Ylétod°ti d~·:_J<:;;hn!i.ton ·and 

Seringer: t 979. Cabe Mencionar que el uso de los·- inve·~so.S ae la tangente 

hiperbólica. amplifica las diferencias entre los el~Mentos que se comparan. 

Il .8. Solubilización de las proteinas de los bloques eMhriofóri_cos <.Fig. 7 ): 

La solubilización de las proteinas de los bloques erribr"io_fóricos se 

efectuó aplicando dos tratamientos quiMicos dif~rent~s: 



TABLA DE DATOS DE CONTENIDO DE AMINOACIDOS 
1 
1 

_ I 

__ - - - o - 1__ - - - - --
CALCULO DE SIMILITUD 

ICo~ficientes de Correlación) 
1 
1 

1 
1 

CALCULO _DE LA INVERSA DE LA TANGENTE Hif'ERBóLICA 11/Tang h) 
I' 
1 
1. 
1 -, 

AGRUPACIÓN POR ,M±m:i-¡:Os -
:. - _-¡-e-

l 
_., 1 

1 
--- ----- _1 

CONVERSióN DE LOS VALÜRES: DE-. lll:áng :ti A COEFICIENTES DE CORRELACióN 
-- - - 1 

1 
i 
i 
1 - -- -

MATRíZ DE CORREL~CióN 

Figura 6. Metodologia seguida por la co~p~ta~ora-pa~a la coriitrucci6n de una 
Matriz de correlación. 



BLOQUES EMBRIOFóRICOS 
1 

------------------------------:------.---"'.:"--
1 

Incubación con NaOH 0.1 N, 24·hs 
a tel"'lperatura aMbiente _· 

Incubaci"ón con ácido perfórMico. 

1 

1 
1 
1 

.. 1 
Centrifugación-~ ·;s00 

-- i' . 

Precipitado 
¡-. 

1 

1 
1 
1 

Incubación con 

. le. 
1 
1 · 

rpM, 1.5. Min 

1 
l 
1 
1 
í .,-

N~Ut~~l-ización· con 
1 

:y;.-. 
. -: 1--

Neutralización con-HCl 0 •. 5:.N.'»¡· 
l 1 
1 ,-

HCl 0. 1 N 

24 ha a 4•c 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
-1-. 

Neutralización con HBr 
.1 

" ' 

' •· 

Evaporación.~el HBr04 c6n 
~ca1~r . 

Diálisis. contra Tri~-glicina 

.l. 
l 
1 
l 
l tel"'lperaturá al"'lbiente 

Diálisis contra Tris-glicina 
a teMperatura aMbiente 

1 

p R o T E í 

1 
l 
l 

N s 

1 
l 

Centrif~ga6ión a'.3,500 rpl"'l,15 

o L u B L E 

Min 

Figura 7. Metodología utilizada en la solubilización de las proteínas de 
bloques eMbriofóricos de Taen1a saqinata. con los siguientes trataMientos: 
ácido perfórMico e hidróxido de sodio 0.1 N y 0.5 N. 
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1 .. - Solubilización con Hidróxido de sodio: Los bloques embriofóricos 

correspondientes a 300 :000 _huevec i l los: fueron incubados en 100 u 1 

de NaOH 0 .. ·1 N: durante.: 2.4. hr: ··en-;agi.:taci6n cOnt.ínUa c·or, ~~~~~e_~-,-~:~:~. 

terriperatura 

centrifugada a· 3 :500 rp¡T¡ ;d~r.an'·t·~ ·,':f5 Min ¡. colect-ándoS-e .é·ar· .seP'a_r:ádo 
- -~ - ' ' . ~ 

el s~brenadante ;~· -~--1--- P~~~\~~-~-'t_'~-~o.. :~A_r sobren~da~te t . ~-~e· ~ori_~--~~--Í.~~----·-fas -
- -"- ---·--

proteinas solubilizadas ··se ·ie·agr;egar.on 100 ul de HCl 0 .. 1· ._N .cara 

neutralizar la ,a~~i.ó~ dei' :Nab·H_ Y ~e dializó a teMperatura clMbiente 

contra PBS ___ 'para_, e~.~Mina~'·:' ··el NaCl forMado de la reacCiOrl.. Al 

precipitado~ que:6~nte~i~ ~as pr~teinas no solubilizadas~ se le 

agregaron 1~0 .. ul :de·· NaOH ~0~5 N~ incubándose durante 24 hr en 

agitación coritinua·con .vó~.tex. Posteriormente; se le agregaron 100 

ul de HCl ·0·.-5-·N_ :.,cara· neutrá-lizar _la ·acción del NaOH y se dializó 

contr.a Trie;-gl'iciJla a·· ta"Mfier.3.tura aMbiente para eliminar lás. sales 

forPladas. El dializado ·-·s-e dividió en dos alicuotas y se alrriacenó 

a -20·c ha~~a su_ uso. 

2.- Solubilización con ácido pe~'fÓrMiC~.: :·:.LOs hlO'ques eMbriofóricos 

correspodientes a 300 ;000 hueveci Í'l'os- fuer-~n ... "ircubados -en- 50~ u1 de 
- :<·-· : .._:<.' .. <,~-::: 

ácido perfórMico preparado previaMeDt~.\"c:(;·-9_..: "·Mr··:de·. ácido 'fórmico por 
·_'__:;:_' ,_:_ 

cada 200 ul de peróxido de· .h.id~ó9en~·-: ~-a_nt~:nid0:.·:·c:!~r:-ante 1 h a 

teMperatura ambiente antes de en 

H8r~ Tarito· la .~u~stra 

coMo el HBr: fueron enfriados previaMente en hielo seco con acetona 
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para evitar desnaturalización de las protein~s- La neutralización se 

llevó a cabo Manteniendo una agitación· enérg~ca con ·vó~tex para 

después secar ei · ~"~{~r.~E! ~~ _s.~-~~~:ri.t ~a~c> 

t ePlperatura arrtb 1·~ri~:·~:'}::~~-~ La'.· M~~~-s~{~a: 
s-e--:t11~a--l~-¡:~~g~~--:~~-f.~·~:-~-:~h'-~-~~::_-~--: d~¡ ~~-ah~e~·--~;:cio~t~.k':-T~-(~'.~~r1c--1,~a- -_ ª 

- !. _-_:: -. :: t. ''' -~ -. -· ... 
,.55 . "div·l·d·i·¿·. -~n:. dos a_i i:~uo't·as y 

-.··.,:,~ 
__ , 

< 505-PAGE):, 

La 505~PAGE eMbr:--iofóricos: 

~nlubilizadas.por los dos. en gBles de· placa~ 

siguiendo la técnica de- ge-¡--o·seP6r-á-_d_or 5~ ·preparó a una 
_; .,·' -.-· ____ , . "';. 

concentración de acri.~a~
1

1d~-~-~~---t ·0~_,_·::~.-1~-~-t~:~-~-- Q~e. --~¡ concBnt:r.ador se preparó 

al S'Y.. 

.'·, 

,·: 
Me:z.c la para la preparaci.ón. ~el' gSl ·s·ep~r~do_r: 

AcrilaMida 30%, Bisacri 

6 .11ll1l 1"1 

11l. 311l "11 

Persulfato de aMonio a 10 Mg/ml~.--~--~ .•.....•..•...•........ 0.50 Ml 

Agua destilada .•....•..•••••..•....••••..•.•.••....••.•...•. 11.25 "11 
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Los reactivos fueron agregados agitando continuaMente .. La 

poliMerización fué iniciada al agregar 30 ul de N'N'N'N'tetraMetilendiamina 

<TEMED> y se vació· la mezc.la en una placa para c•Mara de electroforesis 

CBID-RAD) previaMent~ ar~ad~~ p~osigui~ndo .la poliMerización dura~t~ 30 

Min. 

Acri .a:¡ .. ·.·'· .. · ............. 3.50 ml 

Tris .•.••. «, ............ 0.65 ml 

SOS al Mi 

Per-sulfat.o de aMonio a 10 Mg/Ml ....... ~ ............. ·· ...... :· ................. · .. .'0 .. 20 Ml 

Los reactivos fueron agregados agitando La 

poliMerización fué iniciada al agregar 10 ul ... .de TEMED y se Vació la Mezcla 

en le placa de li'! cF!rr¡c=1rR de electrofOres.1s·.~- S"abre el gel separador~ 

dejándose poliMerizar durante 30 Min. 

Los dos coMpartimientos de la cá~ar~~~~~lectr6f~~esis fueron llenados 

con una solución da: 

Tris-glicina: pH= 8 ;,6 .. · •• .,, ........ -•••• -•• -.... 0 
........ - ... ~ ............ 300 rrtl 

SOS al 107. .•..........•.••••.•. , ... , ••.....•..•. , ...••.. 12 Mi 

aforado a 1 .5 l con agua destilada .. 
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A su vez, la solución -de_- _Tr-i_s-gl ic ina contenía l 2g .. de Tris-hidroxiMet i 1-

(proteínas 

proceso 

EDTA <ácido etilendamincitétraceÚéo>'..::.<'?::7"~4 ¡;¡9-
'._~-.- i,/ "~:·_.·;::. ', 

Mercapfoetanol. ; •.• ; ...•. ; ••..• ,:;:,_~;;:,',~-"/,daiJ:;~L 
--

Glicerol. ........•.••.••.• / ... ':. ,-.'.;;~')')_:-,;~;;1::-0 MI 

Azul de broroofenol.... . . , .••• -;c:;::-)~--;'.;:/:~>:t;iiza5 

aforado a 10 ml eón rris:-.HCl 11i:0sM;;:;,f:f·s:-á ; 

A 100 ul de cada una de las muestras tratadas con NaOH 0.1 N, 0.SN ó 

ácido perfórMico se le agregaron 50 ul de la Me~cla desnaturalizante y se 

incubaron en baño María a ebullición durante 5 Min. CoMO patrones de peso 

Molecular se utilizó una Mezcla de proteínas conocidas <BIO-RAD>, que 

contiene: 
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Proteína 

Fosfor'ilaaa B._.-.; .•• ; .•• -.• 

Inhibido.r 

LisoziMa., . .':. 

Tanto las Muestras 

aplicadas a los geles, 

2(1)-4(1) MI\ 

alcanzó el borde 

bandas protéicas fueron 

del Nitrato de Plata. Esta 

en el orden de los ng. 

Peso Molecular 

de 

las 

la técnica 

de proteína 

II.10. Tinción de las banda5 p_rotái'cas_j·'e_si.ii.ltaíS eii los geleo: 

La técnica utilizada para la tinción de la(s) proteína(s) de los 

bloques eMbriofóricos fué la de Oakley y cols. (198(1)). Debido a la alta 
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sensibilidad que albanza esta técnica, los geles de poliacrilaMida fueron 

Manejados con guantes desde el MOMento de sacarlos de la cáMara de 

electroforesis. Los geles _fueron colocados en un recipiente de vidrio sobre 

un agitador -ro~~~orio_ Manteniendo agitación continua. Cada uno· de los 

reactivos fu,_ filtrado inMediataMente antes de usarse . 

InicialMente, la·s proteinas en los.· geles . fue-ron precipitadas 

SUl"lergiéndo los geles· en una s·olución de 25X. de i's.opfopanol e~·- 10%· de á.c ido 

acético. durante 10 Min. .El. exceso ·de. 505 se el.il"ll.nó ... ·lavando ·'los geles en 

una solución de isopropanoi ·. ai 25X, por 10 

proteínas se realizó sUMergiendo los geles durante i hr -~~·. una. solÍJé::ión 

aMort iguada con 10% de glutaraldehído < 40 Ml de glutaral~~h~·do- :;~·1<2sx-,· 57 
'··-:.,_, 

Ml de Na2HP04 0.2 M, 3 Ml de NaH2P04. 0.2 M. y 36 "'¡ de ag~:cl~,~~j_l~~ai'] El 
-"- :: -,;-,/·,_:.• -"~ < .. 

exceso de glutaraldehído se eliMÚló enju~g~ndÓ,exf;.¡,:U;;;'ti~a~.;ri.¡e,';:.'Jps geles 

con agua destilada. 

PriMeraMente se hicieron 
·:-:. >.-;'>>':'."' 

se dejaron en 400 r"1 de agua destilada~dúr~.h't\'.',toda la noche. La tinción de 

las proteínas se realizó con una arrioniacal recién 

preparada que contenía 1 .4 MI de NH40H,•21.~l de NaOH al 0.36% y 4 ml de 

AgN03 al 19.4%, aforada a 100 Ml con agua de~tilada. La tinción se realizó 

suMergiendo los geles durante 15 rriin •. El exceso de colorante se eliMinó 

lavando los geles exaustivarriente con agua-destilada. Las proteínas fueron 

reveladas con una solución recién p-repara.da-de ácido cítrico al 0.005% y 

forMaldehído al 0.019Y. en agua destilada, durante 10-15 Min. El revelado se 

detuvo lavando los geles varias veces con agua destilada. 
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II.11. Microscopía.electrónica.: 

-· . -'• -... 
Una bl6qüe~eMbriofóricos fué incluida en Epón 820 sin 

fijación ni p6stfij~~i~n prey~~- -Una vez incluidos, se obtuvieron cortes 

seMifinos y finos en un ultraMicrotoMo LKB Modelo 8800. Los cortes se 

colocaron en rejillas de cobre con Malla del 400, y fueron observados en un 

Microscopio electrónico de transMisión IMEI, JEOL, Modelo JEM 1008. 

II.12. Análisis eleMental de. rayos X: 

Una Muestra pequeña de bloques eMbriofóricos fué · d.epos ita da en 

rejillas de níquel (para MicrOS-~~-~.?~-'~-~.-i~-~-~;...ó_ñ)~.~~ ·,de ·tr_-ans~1s·16i,\~ · Sóbre 

cinte conductiva adherida a~. p~r·~·a·~-~-~p·e_é iM~~ :·.·y re~-~bi:~:~f~ -1·can ··car.bán6·~·en 

una evaporadora JEOL, Modelo JSS .·¡J00f 'El análisi·~: eleMentál s·e .llevó a 

cabo enfocando los bloques en un ·i~cr~sc~pio. ~l~ctr<J~¡c: Je ~a;..r¡do, JEOL, 

Modelo JSM 35C, con dispositivo. KEV~X para anális·i~··de'.:i:-ayos-X. 
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II.13. Espectroscopia de infrarrojo: 

' -··: -_. ' 

Se d'eter~~i·ri:Ó~ :·~:ei~;~,:~~-~ect~o_ de absorción en 
- --- . 

_infrarrojo _de los ,bloques 

eMbriof6rico~:~ --d~-~~fas pr~teinas CalbúMina sérica bovina, heMoglobina 

huMana, qü~ra~itl~_ de uñBs y· lana de Merino) .. Muestras de cada una_d~'··las 

proteínas fueron aplicadas sobre una de las superficies de _p.ást).1(6.s:.de 

broMuro de potasio y se analizaron por separado en un espect~Ofo~ÓMe~ro 

Perkin-ElMer, Modelo 599 
'·:·:-»-

B. Los bloques eMbriofóricos y la •l'ana._de··.l'l,erino 

fueron analiza dos en un espectrofotóMetro Nicolet, ~de. 1T1a~o_r;_· _', r.·e-~~:~,·~,,.~/6n .. 
AMbas Muestras fueron colocadas en celdillas de Meiial "·p~¿~::,:·sli'arÍ·,üisis. 

- :. ·-.-;.--.--·.·-.·-."',- --··e'.'.'~-.:. _.¿._~_, .. :.'" 

loc¡;l i zar,on :l~.\i·0~i.¡,ti;), •de 
'""':.>:~ -,-

vez graficados los esp~ctros, May_or Una 

ab sor e i ón y se i dent i f.ica~on -,los',=: e'n'rac·~'s' c·o~r~'~·p_~:~-·~:i{~-nt·~·s-~;-~.:·::>~;ª-~ª ·.~.~~p~rar 
... , .-.:,·,."':.c.-_,."';-~'.-.~-:- ·\--:.L::.~: .: .. , --~·:;-·-;~-"" 

los espectros de las cinco _:p~9_!-~:i-ri~·s\-::·~~0~~~~;~.~;·;":·~::lf~.~~-:~~~-:~~~~;:~2?if~\~~f-~-~ 
"~ ....... ,,_ ... ,·.. i 

~ .. 'i~' 
.:· ¡•,,., 

Se realizaron ensayos inMunoenziMáticos sObre pápel de nitrocelulosa 

siguiendo las técnicas de inrriunopunto desc~ita~ por Hawkes y cols, 1982; 

Herbrlnk, 1982 y Stenberg y col_s, 1983. ·Se utilizaron Muestras de bloques 

eMbriofóricos y de proteínas solubilizadS.s por á'cido perfórrriico. enfrentadas 

con anticuerpos anti-queratina de estra~o córneo de pie hurriano (Oako Corp. ) 1 

de acuerdo al siguiente protocolo: Un Millón de bloques erribriofóricos en 
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PBS pH 7.4, con 0.3% de tween-20 CpolioxietilensorbitanoMonolaurato) 

IPBS-tween) o lals) proteina(s) solubilizada(s) por ácido perfórMico a 

partir de un.Mi~ló~ .de bloques y resuspendidas en PBS-tween, fueron 

aplicaQos ºº~"·--.-Yé)_~~~I')~~ _"_~gu_a.1_~5, sobre 14. pozos con pi;1pe1 de nitroce1u1osa 

en una cáMa,:a,·.sr"o_:Do.t (Sio:-Rad>, dejándose incubar durante 15 Min. Después 

de :secar la --~,~·r··ci~,:~~-~-'.-=~~p{~ciando vacío a la CáMara, los blo.ques CMbriofóriC05 
.,. 

o lals) proteÚial,sl '.~~lu.bili.zada(s), fueron incubados 15 

serica bovina· al 1% en PBS-tween, con el fin de 

>. ,:·'-· '·-,_. 
reducir'»; eh .. pegado 

inespecífico de 1 os ·anti cuerpos. Después de este tieMpo ,:'.·s·.¿~~ .:~::_~,l~~~~~~~i:: la 
··. -<:~:.::. 

solución aMortiguBdora de loS pozos aplicando VaciO' a t·e{' ;.;·p~-~~f~·-:J~~-- ·se 

lavaron cinco veces los pozos con volúMenes de 2~0.;~i·;,1~}t',~Bª:'.:!~~~n. 
PosteriorMente 1 se agrega~on_ f00 ul de r'gG de.·coneJo··,-_·:~-~:t:¡;~-~-~h-~·.t'Yri~<fl¿~·ana 

o de IgG de conejo nori>ial, diluiifos , 1:1.00 .•. r:~0~{yil·::f;t~~·;'~";d~J1ndose 
~ ''.' · f' • ', - .¡.;,:_,,co:.,':o:':O•-~ '.--

i ne u bar durante 1 hr a t eMpe_~-~ t ~u~-~-_:,:~~~~b\:~:~{~'.~;"~~-;:_:~¿:~:~~*;~-~~~~I:;~~-~;l~~~~~~i~. ~.:~_· '_-~-' 
. "';C>-~:~-;:; , •• 

El exceso de anti cuerpo fué el iMi·na·d~ ~-~-e-~_¡·a-~{f~~<~:i\i'~~~ :-:ia.~~-~~-~-·- Con PBS-t ween, 

para después agregar en anti-IgG de 

1h a teMperatura aMbiente. El exce50 del segundo anticuerpo fué lavado 

cinco veces con PBS-tween. La reacción se rev~ló agregando 400 ul del 

sustrato alfa-orto-cloronaftol a una concentración de 0.5 Mg/Ml (agregando 

50 ul de H202 por cada 60 Ml de ortocloronaftof preparado) en cada pozo 

dejando incubar durante 2 Min~ aproxiMadaMente. La reacción enziMática fué 

detenida secando los pozos al ap·licar vatio a la cáMara. CoMo controles 

negativos algunos pozos que no contenían bloques eMbriofóricos fueron 

tratados idénticaMente. 
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II. 14. 

La 

probacla por en ccirtes de cojinete 

plantar ( 1 978). Cortos d" li UM 

de espesor plantar de ratón prev iaMente 

incluido en desparafinados cqn __ c~lor·. a c0·c, 

etanol absoluto. La p-6~-~~j~~~-~~-r?'·. cndóg~ria fué inactixa.d.a irii::ub·~~·d6·, lo-s, cortes 
.. ,;,·-;·, .. 

con 3% de peróxido de hidr
0

Ógerío ~n ~~tanol absoluto; 

durante 30 Min. Los cortes fueron hidratad.os y lavad~:·~: ','e,n ,,11i;·0s M de 

Tris-hidroxiMetil-aMino.iietano pH 7.2, con .0.BS% de NaCl, C:T,ris-:NaCl l. 

InicialMente, los cortes ~uer.on '-inciub~d.<?s con suero norMal de chivo 1 

diluido l :20, durante 30 Min 1 para r:·~du~·1'~··, .~l pegado inespecí fice de los 

enticuerpos. Después de lavar los cor'fe5 cinco veces con l"ris-NaCl., se 

incubaron con el 

con lgG de conejo 

priMer ant icuerpo:·.c'IQG-,:-de -c-onejo 

norMa l diluidos 1 ;~Ízl a 1 : 800 < 4 

anti-queratina hUMana o 

dil.uciones) en el MisMo 

aMortiguador, durante 3~ Min. Los cortes f1Jeron lavados cinco veces con 

lris-NaCl para eliMinar el exceso del priMer anticuerpo, e incubadoa con 

Ig6 de chivo anti-Ig6 de conejo diluida 1 :S, durante 60 M1n. Después de un 

nuevo ciclo do lavado, los cortes se incubaron con el coMplejo PAr: 
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peroxidasa-antiperoxicla3a prcp~r~d~ ~n c~nejo CD~~~ 9orp.) 1 diluido 1:5· en 

Tris-NüCl' dur·,,nté 30 Min. Se eliMin6 el exceso de CCM¡ode-jos lavando los 

corles con 0.0s-M:de-Tris, pH ?.4-:sin Nací. L~ ~eai::clón "e r·evéló incubando 

loa cortes c-on 3'3:_,-;dfoNinobencidina -COAS l (,igregando'G ul ele H202. por- cáds 

Ml de 01\8: a una·. ·conceri.lr.:lción _cl:! ;!S0. ug/Ml:) en PBS durante 15. fr!in. La 

observados y fotogr·aPiados er1 un Micr·osc~pio óptico. 
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III. RESULTADOS 

La identificación de los estróbilos obtenidos se llevó j cabo contando 

el núriero de ra[11as .. uteÍ-ina.5 en .. los: Pr:-"l?Qlótidos grávidos. Puest,o que ninguno 

de los progió~ido~. revis~d6s.cpr~se~tó Menos de 16 rarq.as uterinas, se 
' ' . . 

concluyó que se tratfib·a·~~ especÍ~enes de L. saginata. 

,'_~:·:): .. e 

Los huevecillos fuer.?l).•.e_xtraidos -por Maceración ... de ·los< 'pr_ÓgÚ>t;idoa 
;;~·.;,_;·;::··; -¿,.-·., '.:;:' 

grávidos (fig. 8A >. figura: BB > J.'a fra;;cfór. de 
.;-~ <·~¿:.:º'' 

algunos . rest~s • del ieJ:L,~i <~de ¡· los 

la 

huevec i ! los extraídos pr~.s·e1:rt·4b·a

prog lót idos. En caMbio, las fraccipne5 obt"enidas de bf;qciesje~g~¡~j'~ri.\::os y 

Los resultados del a.nális_is de a Mi no·ác i·do s de los bloques 

eMbriofóricos (Tabla I>. Mostraron que la(sl proteina(s) que los 

constituye(n) presenta(n) un contenido considerableMente alto en residuos 

de cisteina (10.5%). Otros aMinoácidos que resultaron abundanteriente 

representados fueron: glicina <18.9%1, ácido glutá~ico ( 17.7%1 y serina 

( 11.2%). El contenido de aMinoacidos del Material ceMentante Mostró altos 

porcentajes en residuos que confieren susceptibilidad a proteasas gástricas 

e intestinales: arginina < 14.2%), lisina (9.4%), fenilalanina ( 12.5%1 y 

tirosina (4.0%) (Tabla I l. El contenido de azufre de los bloqueo 

eMbriof6ricos, calculado a partir de su contenido de ciateina. resultó ser 

del 2.7%. 



"' ,. 

~ta> 

r.1~·. -.· 
é ... , 

ºº Figura 8. A, Sección de un proglótido grávido de T.saginata. 8, huevecillos 

extraidos de los proglótidos. 



e 
Figura 9. A y B. Fotografias de bl~aues ~Mbr1cfor1cos de huevecillos de Taenia 
saa1nat2. <A~ al M1croscop10 de lu:: ; B. t'Jl f'11cro~c0010 electrónico de barrido) 
C. fotografía de eMbrioforos de Ta-:.c:r]_!__~ .::i.e91.nc1b, v1sto5 al M1croscop10 de lu::. 



Tabla l. Contenido de aMinoácidos del eMbrioforo de huevecillos de ~ 
saginata. 

ªª 

asp 
tre 
ser 
glu 
pro 
gli 
ala 
val 
Met 
ile 
leu 
tir 
fen 
his 
lis 
¡:..ro 
cis"' 
trp 

3 
9 

17 
7 .8. 

1.1 .• 9 
8 .. 0 
5.0 
2.0 
2.1 
5.0 
3;8· 
2.3 
2.0 
8.0 
2.0 
6.0 
N.O. 

BLOQUES EMBRIOFóRICOS 

10.5 
N.O. 

3.0 
5.3 
4. 1 
9.3 

13.7 
4.0© 

·12.5© 
6.3 
9.4& 

14.2& 
Ql.0 
N.O. 

* Este análisis se obtuvo por diferencia entre los· contenidos de aMinoécidos de 
eMbrioforos y de bloques eMbriofóricos 

@ sitios sensibles a pepsina = 16.5% 
& = sitios sensibles a tripsina ~ 23.6% 

deterMinado COMO ácido cistéico. 
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Algunos autores han propuesto que los bloques eMbriofóricos están 

constituidos por. una proteína seMejante a las quer·atinas <ver seéción I.5). 

Se realiz6.un~:_coMparaci6n entre el contenido de aMinoácidos de- los bloquee 

erribriofóricos obtenidos en este trabajo y el de va~ias queratina~, sedas y 

proteinas globulares. obtenidos de la literatura CTabl_a II ).- Para eUo, se 

eMplearon Métodos de taxonoMía nurriérica Canáli-sis·'Matricral de· p_roJY1edios: 

Johnson, 1967>. Los valores de la Mátriz de correlación <Tabla IIIl, 

perMitieron establecer el deridograMa_ Mostrado en lá .figurá 10, qlle 

distribuye a las proteínas_ . coMpárada~ en tres grupos; El· grupo 1\ gue 

incluye a las sedas, presentá el Mayor:grádo de identida~ 198%) eritr~ toda~ 

las proteínas estudiadas. El grupo C, constituido por queratinas de 

MaMíferos llana, pelo y cuerno~ present~ de 97% a 95% de identidad. El 

grupo B, constituido por proteína5.··_con·una_Menor identidad C77%), incluye a 
. -

lalsl proteínaCs) de los bloques eMbriofóricos y a las queratinas de pluMa. 

Las proteínas globulares y una laria de MaMifero <Lehninger, 1975) 

pr~dsentaron un grado de correlaci6~ del 51%"~ Menor. 

Los estudios de 505-Pl\GE en condiciones r~ductoras (en presencia de 

2-Mercaptoetanoll del Material "ª partir de bloques 

eMbriofóricos: Mostraron resultados··casi tot~~Mente coincidentes entre si 

(fig. 11 ). Tanto la solubilización con ácido per:-fórMico coMo con hidróxido 

de sodio~ presentaron dos bandas princi~ales con pesos Moleculares 

aparentes de 66 1 000 y 65,000; adeMás de varias bandas Menos proMinentes y 

de Menor peso Molecular~ El MiSMO patrón de bandeo se obtuvo cuando la 

electroforesis se corrió en condiciones no reductoras (datoa no Mostrado5). 



Tabla II. CoMparación de los contenidos de aMinoácido de la(s) proteína(s) de 
sedas y proteínas los bloques eMbriofóricos: y de algunas queratinas: 

globulares. 

asp 
tre 
ser 
glu 
pro 
gli 
ala 
val 
Met 
ile 
leu 
tir 
fen 
hís 
lis 
arg 
trp 
cis 

1 
PBE 

5.6 
3.6 

15.2 
16.3 
9.9 

18.4 
9.0 
3.3 
1.1 
1 .0 
3.7 
2.2 
1 .6 
1. 9 
5.3 
0.9 
0.0 

10.s 

2 3 
SEDA LANI\ 

3.4 
1 .0 
8.3 
1 .9 
3.4 

35.4 
21. 8 

4.4 
0.0 
0.5 
1.0 

11 .2 
1. 9 
1 .0 
2.4 
1.5 
0.0 
0.0 

6.1 
6.6 
9.3 

11 .G 
6.8 
9.1 
5.2 
5.4 
0.5 
3.4 
7.0 
3.3 
2.6 
2.3 
0.7 
6.7 
1 .2 

12.5 

4 
PLUMA 

6.2 
4.4 

14.8 
7.3 
9.7 

10.7 
6.8 
8.3 
0.3 
5.1 
G.8 
1 .3 
3.6 
0.6 
1 .3 
4.8 
0.3 
7.6 

5 
SEDA 

1 .3 
0.9 

12.2 
1 .0 
0.4 

44.5 
29.3 
2.2 
0.0 
0.6 
0.5 
5.1 
0.6 
0.2 
0.3 
0.5 
0.3 
0.0 

6 
LANA 

7.3 
0.0 
2.9 

15.0 
4.4 
0.6 
4.4 
2.8 
0.7 

11 .5 
11 .5 
4.8 
0.0 
0.7 
2.8 

10.2 
1 .8 

13.1 

7 
LANA 

6.3 
6. 1 
7.7 

13.4 
6.3 
5.4 
J.6 
5.0 
0.5 
3.5 
7.2 
4.8 
3.4 
0.8 
2.8 
9.1 
1 .8 

11 .4 

8 9 10 
PELO CUERNO HH 

5.4 
7.2 
8.4 

13.0 
6.5 
3.9 
2 .. 6 
4.8 
0.7 
4.4 
6.9 
2.4 
2.8 
0.8 
2.3 
9.2 
0.7 

16 .2 

7.0 
5.5 
6. 1 

12.5 
7.4 
8.7 
2.2 
4.9 
1 .0 
4.1 
7.2 
4.2 
3.2 
0.7 
2.7 
7.0 
0.9 

11 .8 

8.5 
6.3 
7.8 
3.5 
4.9 
4.9 

14.8 
9.2 
1 .4 
0.0 

12.7 
2. 1 
4.9 
7.0 
7.8 
2. 1 
0.7 
0.7 

11 
IgGH 

7.9 
8.4 

14.9 
11 .6 
4.6 
6.0 
6.0 
7.0 
1.4 
2.8 
7.0 
4.2 
3.7 
0.9 
7.0 
2.3 
1.4 
2.3 

PBE= proteina<s> de bloques eMbriofóricos de huevecillos de Taeina saginata. 
ToMadas de Lehninger, 1975 (2 y 6)¡ FasMan, 1969 (7 y 8>1 Harrow, 1947 (5)¡ 
HourTuwil~: !950 {2 ,3 y 4 )1 Corfíeld y Fletcher, 1969 ( 11) y Cunninghaf"l: et al: 
1983 ( 10). 

Tabla III. Matriz de correlación de los 
proteína(s) de bloques eMbriofóricos de 
queratinas, sedas y proteínas globulares. 

2 3 4 5 6 
ll*****l 0.57 0.76 0.77 0.60 0. 19 
21 1 *****"'": 0.22 0.40 0. 98 0.27 
31 l******/ 0.77 0.25 0.56 
410.77 0.47 :**'****I 0.44 0.22 
510.34 0.98 l******I 0.25 

contenidos de 
huevecillos 

7 8 
0.57 0.49 
0.05 0. 18 
0. 91 0.89 
0.57 0.54 
0.04 0. 15 

aMinoácido de la(s) 
de I...:.. saainata: de 

9 10 11 
0.67 0. 16 0.63 
0. 10 0.29 0. 19 
0.93 0.05 0.51 
0.62 0.30 0.67 
0.09 0. 31 0.20 

61 : * .... **** 1 0.73 0. 72 0.67 0. 15 0. 11 
71 0.51 I******: 0.95 0.94 0.07 0.49 
81 0.95 l******I 0. 90 0. 15 0.37 
91 0. 91 0. 92 1 *****• 

101 1******1 
111 0.46 1 0.24 l***'***I 



NC 

100% 

10 
HH 

2 5 
SEDA SEDA 

1 98% 

Al 

11 
GgH 

1 
PBE 

1 

4 
PLUMA 

1 
1 

3 
LANA 

1 

6 
LANA 

1 

9 
CUER 

1 
1 

7 
LANA 

1 

.1- · I 95% 

8 
PELO 

1 
1 
1 
1 

1 -··. _ _._.,-__ . 92" ---.-----

90i. 

80% 

70% 

60% 

50% 

40% 

30% 

20% 

1 
-¡ 

1 
1 
1 
1 
1 

1 
1 
1 
I· 

24% 

_ I 
1 
1 

34" 

1 
1 
1 
1 

¡ . !Íf % - . . ¡ 
: :.."'-:..:_.,-;...,;. ___ :-_-",;.I 

1 _.e_ -
1 

r 1 i 
1-

·. 1 

46% 

1 
1 

77i. 1 

81 
1 
1 
1 
1 

:· 

1 

--1 
1 

1 
' '· 

1 51% 

'1-
1 
1 
1 
1 -

1 --------------
¡ 47% 

Figura 10. OendograMa que relaciona las protein~s de los bloques e~briofóricos 
de huevecillos de T.saqinata can queratinas y sedas. 

A~ B y CQ grupos de proteínas. 
PBE= Proteínas de los bloques eMbriofór!cos. 
NC = Niveles de correlación. 

ToMadas de Lehninger, 1975 (2 y 61; FasMan, 1969 C7 y 8); Harrow, 1947 CSI; 
Haurrowitz, 1950 C2,3 y 41; Corfield y Fletcher, 1969Cl11 y CunninghaM, et al, 
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Figura 11. Geles de poliocrilaMida teñidos con r.itrato de plata. Carriles: 
2-4, proteína(s) de los bloques eNbriofóricos en condiciones r~d4ctoras con loe 
siguientes trataM1entos: 2, hidróxido de sodio 0.1 N; 3, hidr6~1dc de sodio 0.5 
N y 4, i:icido perfórr11co. l, patrones de peso5 Moleculares. 
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Las iMágenes de cortes no teñidos'# de los bloques eMbriof6ricos, 

obtenidas en el Microscopio electrónico de transMisión 7 MÚestran una alt~ 

densidad elec.tr6nica: intr.i~.se_ca .a: los bloques <Fig, 12 L Lo anterior.:)levó 

a pensar que láC7 )': ¡:ú:;·o-foiná<·s Fde .los bloques podria( n) presentar a-lgún 

tipo de "iMpregna'-~ión",, .:qúe· expliCara su gran densidad electróni_ca~ Para 

responder esta p_F_0g--u,n-~a •--·los ·bloqúes ~Mbriofór1cos fueron -,·soMetidOs~- -a un 

análisis eleMentcil· -de,> r:-ay~s..:..x. - Los resultados deMuestran la :prese-ncia de 

AsiMisMo, está Metodologi·a ·' -_pe~~ .. ite_ l trazas de silicio <SU. (Fig. 13 ) • 
.-',' _, '·:· ... ,.;·- .. 

detectar e azufre . é.o.~teritpo ·er:i !_os res_~duos de cisteína tan ~bundarit.es en 

la( s) proteína< s) de. los' b-1.o.'lLle,5 

Se realizó una LMpai?~~i~n ::nt:D~l:bs '-... ·,e~p¿ctros de. infrarrojo .de los 

bloques y , ji~§;;~:'.\.~_~;':~-!~~.~ .. 2~ . b;otei nas 

< gaMl'Jaglobul i na bovina; hePí·o9lfii~~~ic;h'í'.i:;;'.;-riX';':g(J;;~.;(1~~· d';; l"~~-, .y queratina 

eJYJbriofórico5 de verJEii>rados 

:·>·'· ·'-:\\,;,:-'~;. 

de uñas). Col'lo se observa ~i, ;~ ·i:.;::r'i~l.ir:'fi :S.4/. lps es'pecti-os · de todas las 

proteínas son parecidos entr:e ~'(Y :/5-J.¡;.(· '..~h:b~~~~.·~ cuando se coJT1paran los 
.· ··_ '> . -

cocientes de absorbancla de los grup~s·O-HIS~H. b•O/S-H y N-H/S-H para cada 

proteína <Tabla IV>, los valores corresp~n~ientes a las queratinas <lana de 

Merino y uña huMana) y a los bloques eMbriofóricos son similares entre sí 

( 1 .2-2.2), y claraMente diferentes de los correspondientes a las dos 

proteínas globulares (2.6-6.2). 

Con el fin de evaluar si las proteínas de los bloques eMbriofóricos 

tienen alguna relación inMunológica con las queratinas, se utilizaron 



Figura 12. Fotografía al Microscopio electrónico de transMisi6n de bloQues 
eMbriofóricos de huevecillos de l· saqinata. 
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Figura 13. A, Espectros de absorción 
localizados en una Muestra de bloques 
níquel 5obre un porta-espe~1Men>. 

Ni= níquel 
l{EV= Kilo Electrón Volts. 

del s1l1c10 (51) y del a::ufre <S>, 
eribr1ofór1cos. B, Control CreJ1lla de 
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Figura 14. Representación gráfica de los espectros de infrarrojo de diferentes 
proteínas: a-d~ realizados en un espectrofotóMetro Perkin-ElMer 599-B; e-f ~ 
realizados en un espectrofotóMetro Nicolet. Se señalan los enlaces localizado~ 
y la absorción de las longitudes de onda correspondientes. 



Tabla IV. CoMparación de los cocientes de absorción en 
bloques eMbriofóricos de huevecillos de Taenia 5aginata y 

infrarrojo de los 
de varias proteínas 

de vertebrados. 

ENLACES B.E. 

OH/SH 2.0 1 .6 

CO/SH 1 .6 1. 9 

NH/SH 1 .2 1 .4 2.1 1. 9 3.6 

Abreviaturas: B.E., bloques eMbriofóricos.; Q.L., queratinas de lana de 
Q.U. 1 queratinas de uña huMana; Igs.H., gaMMáglobulinas huManas; 
heMoglobina huMana. 

5.0 

Merino; 
Hb.H., 

Tabla V. CoMparación del contenido de azufre ·de bloques. eMbriófóricos de 
huevecillos de Taenia saginata con lo3 cónt_~ni'_dO:C-: de¿:·~,6Zu(re.i_.:c;l_e_: b}oc.lu.e::, 
eMbriofóricos de otros ténidos. 

CESTODOS 

T. saginata 

T. hydatigena* 

T. ovie* 

T. pisiforMis* 

* Morseth, 1965. 

r. ~zl!F~~; .. i:e;~;··.·.· 
. ', .. ' ~' '-

: 2 .0 

.3;.0 

2.1 
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anticuerpos anti-queratina en ensayos enziMáticos de inMunopunto. La 

actividad y e•p~cificidad de los anticuerpos anti-queratina huMana se 

coMprobó Mediarite un ~risa~o de._inMunoperoxidasa en cortes de cojinete 

de rat'ón·. CoMo se "observa en 
- '; ·: ... ,- ( .-

la figura 15, las anticuerpos plantar 
- • < • -

~ - . 
anti-queratina huMaria _.-pr,esen~aron reacción cruzada con la queratina de 

ratón. En de los ensayos· de _inMunoPu_nto con los 
' ·-· ·---

bloques eMbri~-fó¡.:.:~.,~o-~>~.n~· M~_str:--aron reacción especifica alguna cuando se les 
·":'" '.-:·> .' 

hizo reaccionar con ~os ~n~icuerpos (Fig. 16). Este MiSMo resultado se 

obtuvo en los exper-iMe:r:itos· en· los que se enfrentó el Material solubilizado 

por ácido perfórMico con ·1.;,,s anticuerpos (Fig; 16 ), Cabe hacer nota.r que 

se obtuvo un gran pegado inespeciico de los anticuerpos a los bloques 

eMbriof6ricos y al Material solubilizado a pesar del bloqueo previo con 

albúM1na sérica bovina. 



Figura 15. Ensayo enziMático de inMunoperoxidasa indirecta, Mostrando reacción 
cruzada de anticuerpos anti-queratina huMana y cojinete plantar de ratón. 

E= estrato córneo (queratina). 

~-
.;." 

;. 

1 ~ 3 4 5 6 7 ~ 9 10 

• G) o G a <!> o o e Ot 

• • o Q o e :,j _Q <> © 
anti - queratina gammas de 

cone1o 

Figura 16. Ensayo enziMático de inMunopunto (pozos por duplicado), de izquierda 
a derecha: los po~os 1-7 contenian bloques eMbriofóricos ~ientras que 8-10 no 
tenían. Los anticuerpos aplicados a los pozos fueron: 1 .2 y 3, IgG de conejo 
anti-queratina huMana: 130 ug" 26 ug y 13 ug1 4, 5 y 6, gal'IMaglobullna norl'lal 
de conejo: 130 ug, 26 ug y 13 ug¡ 7, PBS-tween; B, anticuerpo5 anti-queratina 
hurr>ana: 130 ug (pozo superior) y 26 ug (pozo inferior:>; 9: gaMMaglobulina 
norMal de conejo: 130 ug (po;:o superior) y 26 ug (po=o inferior); 10: 
PBS-tween. Todos los po;:os fueron incubados con IgG de chivo anti-IgG de conejo 
* peroxidasa. CoMo sustrato se utilizó alfa-cloronaftol. 
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IV. DISCUSION 

La diferenciación entre especiMenes de T.saginata y T.soliuM es 

5~ncilla cuando se recupera el Q~-cóJex, 'ya QUe la priMerti carece de los 

ganchos rostelare~ ca~a~teris~i~os_~e ~a te~ia solitaria. Puesto que no se 

obtuvieron los escór1Ces de los especiMenes utilizados en es.te trabajo 1 la 

identificación de especie se realizó contando el núMero de r.aMas uterinas 

laterales en progl6tidos grávidos. Sin eMbargo, puesto q~e todo~. los 

proglótidos revisados presentaron _Más de 16 raMas uterinas ( fuera'··d'é-1'" r.ango 

de sobreposición de aMbas especies: 11-13> ( Becl<. y Dav iee , )976 J ";se :~üede 
· ... -·. 

asegurar que pertenecían a la especie T.s~~i~ata. 
,.]. 

"·' " , ;L-.J .~~·):;'..'~';·;:'< 
El Método eMpleado para el i~1~i·~Mie~~o:deé·losc ~ié:lq.:t;;;;::;;~g¿¡'0,j?';,1'cos 

CMorseth, 1965 J, 

del huésped interMediario de fa 
' :·;~·< ;·,:.::- _,_ 

·.1'.$ii 9 1~ata ''· :tq5.:>.~ue\ecpros fueron 

soMetidos a incubaciones sucesivas con -_-·p~iJS·i na··,~~·· .. y_.: .. ·i;~~r1·~~~-~~·~-~ .. ~-~--1~·ulando la 

secuencia digestiva durante su paso d.;l .;~t~M~go;a1 ·l~~~~tino· delgad~. La 

gran pureza de los bloques eMbriofóri~os ~bt~rii·~~ª.• ~e~alta su resistencia 

a la acción de estas proteasas la susceptibilidad del 

Material ceMentante. 

Para que el huésped bovino adquier~ -la cii~tice~cosis, se requiere la 

liberación y activación de los eMbriones durante el pasq de los huevecillos 

por su tubo digestivo. En consecuencia, la disgregación del eMbrioforo debe 
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ocurrir dentro de líMites teMporales bien definidos, por lo que, sería 

razonable e5perar que 5U notable 5U5cept1bilidad a la5 protea5a5 dige5tivas 

tenga un clar.cf;;su-s:trato Mo-lecu.lar· .. El análisi5 -de ar'linoácidos del Material 

ceMentante apo.::t'ó i.m., resultado. interesante. El 40% del contenido total lo 

constituyen_ ~e·s_~duos.' g1:1_e . conf1er_en sensibilidad a protcasas dige5tivas: 

t1r: 4.07. y'fe~ 1z;s%--(pepsiria-l,- ·lis: 9.4% y arg: 14.27. ltripsinal. 

Este dato explica rápida~ente cuando el 

huevecillo está en :el 't~acto-:d,ig~stiVO del huésped ir:>terMediario. 

- . ' 

.de a_Minoácidos de --los"·blo~ÍJ~-~- ·eMbriofóricos 

<Tabla I), se enconl-ró que el porcentaje. i:le los r_esidu~¡i,~\Je' favorecen la 
.--.-·· ·: .. -::·;' 

estructura de alfa-hélice es del 31 ;6 ( aia: 7-:sj:j_ 'Teu·: .3:·2%; fen: 0.6%; 

tir: 3.2%; cis: 10.5X 1 Plet: 1 ;4X; his: 

61.5% de los resíduos que la dese~tabÜizari (!fg,:;·: ,_1 ic.'2%; - Tle:' 0.97.; tre: 

2.3%; gli: 18.9%; lis: 6.7%; arg: 14_.2% ,Y :".·~:ro.:,: :~··.is%).' Estos valores 

sugieren que, a diferencia de las queratin~s_,_ --~,~-and·e~~, regiones de laCs> 

proteína(s) de los bloques, presenta(n) una estructura secundaria distinta 

a la de alfa-hélice. Por otro lado, el contenido de cisteína de los 

bloques eMbriofóricos resultó ser del 10.5%. coMparable solaMente con 

algunas proteasas, horMonas y queratinas <FasMan, 1969). 

El contenido de ci5teina que presentan las queratinas. por ejeMplo, es de 

entre 6.8 y 29.9 MolesX 18radbury, 1973). Este valor sugiere que, a 

seMejanza de las queratinas, la organización de los bloques eMbriofóricos 

se Mantiene a través de un gran núMero de uniones disulfuro intercadena. 

AdicionalMente, la gran riqueza en residuos de cisteína concuerda con los 
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resultados de Johri (19571 y de Morseth <19651, quienes ercortraron que el 

eMbrioforo de los huevec 11 los .de varias 
.. . . 

intensaMente con ~cido.perfórl'lico~e Schiff, ' ... --- --· - .~.,::,g~---~; .. : '{-">_ •'· 

- ,-.>:-.· ~~:~,~~·;-C~. -~_:-:.'·:·~ ~:-;:~---~ -~~.':'.~;·l~~~~~::o~:_. -~"--·--=--· 
-. -~>:.:<:~' ·.'.·_"'.;·: .::._(~~:: _:;,:::+~~~:~~-:: -·-' 

La coMparación entre el contenidci de :aMinoacldo's-,',cie':{c[(,'5: ..• ·l:iTciques 

eMbriofóriCOS con el de algunas q~er'atina~'.]~ sed;~:~:·;,_~~~f¡~~~~J~o-~.fetodos 
de taxonoMia nuMérica MóstC:ó un~ id~llüd:acl d¡;l 77X dcij:l~B qJ;.~~tlnas de 

--·., ·, ~- < -. 

pluMa y una del 47% con las· qUerati~.is· d~ .. l'laf;;if;.ro :(ianas, p;.lo' y CÜ~rnol. 

Cabe hacer notar. que ,f¡.~; ~f.e}~t~.111!1s·:.YC!e.· plUl'\a presentan considerables 

diferencias con la_s Qti~-r::'--~-~-;-~~-~::}:~-~-i;~,:~·~:~<::cii:s de. Mal'líferos <K6111P y.--·RoQérs. 

1972 1, por lo que se• sugirió que han evolucionado .en forl'\a ·no· paralela 

IKeMp, 19751. Todas las queratinas estudiadas quedaron dentro ·de un l'lis~o 

grupo (Fig. 10), excepto las queratinas de pluMa y una de ·la~ lana~. Entre 

todas las queratinas analizadas se observó una siMilitud'entre. el 47% y el 

91%. El resultado de la coMparación Mostró una Marcada agrupación de 

proteínas id6niicas <sed~-seda¡ pluMa-PBE y queratinas de MaMiferos) y no 

así de proteínas globulares {gaMMaglobulina bovina y heMoglobina huMana) no 

relacionadas con las proteínas anteriores. 

Sin e!'lbargo, la identidad encontrada entre la(sl proteina(s) de los bloques 

eMbriofóricos y las queratinas de pluMa se refiere al contenido de 

aMinoácidos de las proteínas, por lo tan~o. es necesario aclarar en 

posteriores estudios si esta identidad eticont·rada en el dendograMa, es 

real. 



-38-

El resultado del análisis de aMinoácidos de los bloques eMbriofóricos 

de T.saqinata no puede ser coMparado con los correspondientes para 

T.hydatíoena 1 T.0Vis-y:·T.pisiforriis 1 reportados por Morseth (1965) 1 ya que 

este autor solo il~vó a--cabo análisis cualitativos de aMinoácido5. 

En ca~bio, el contenido d~ azufre <obtenido a partir del conteni~o de 

cisteína) deterMinado en la presente tesis concuerda cercanaMente con los 

reportados por Morseth <Tabla V>. Por otro lado, al coMparar el contenido 

de aMinoácidos de los bloques eMbriofóricos de T.saqinata y los de ganchos 

rostelares de T.taeniaeforMis COvorak, 1969) y de Echinococcus granulosus 

<Gallagher. 1964>, (tabla VI> se observan Más diferencias que siMilitudes. 

Sin erribargo. todos ellos Muestran un gran co_ntenido de cisteina, aunque el 

reportado para los ganchos de T.ta'eniaeformis es eXcepc''iorialMente alto. 

Estos resultados indican que a pesa~ de que en los. tr~s- ·-casos si trata de 

pro te i nas al t arr1ente entrecruza.da~:-:P-o~-:;-~Tl1:o·nes~ :~i~ü.-i ~iii:~ ;:~:'.~¿ :-: .. PG~.9.~~.J.~- __ qu_e 

los bloques eMbriofóriCOS estén f~rl'lado.Í por prote-inai S )'di for~ntes' a la( S) .. · .. ·. · ... : ··. ""'-!.'' . ... ' 

de los ganchos rostelares. 

La electroforesis en geles de poliacrilaMida del Material solubilizado 

de los bloques eMbriofóricos Muestra varias bandas protéicas <Fig.11 l. Se 

encontró una gran siMilitud entre los patrones de bandeo de los Materiales 

solubilizados por agentes tan disirr1bolos COMO el ácido perfórrr1ico y el 

hidróxido de sodio. Esta siMilitud sugiere que aMbos agentes solubilizaran 

una Muestra representativa de los constituyentes de los bloques. 
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Tanto en condicione,s reduCtoras coMo· en no, reductoras 5e ,~ncóntraron 
. - ." , __ ·~ . -:. ·,' -.. --: --· =~ 

dos bandas abundantes de pesbá Mole9ufare5 de 66 ,000 jt 065,~00, . eat as 
- . - - ' - - - -- - ; ~· ·.; -- ,-. ¡ -. 

representan el · PesO_~:-Mo~-~--é-~l~( .. ~e __ -_-.j~s-_. Pr;~{~-.tn~-~ _n~t-i~:~-s '
1

_ ·1as· ~·tJ~~d~~ ·e Menos 
.. 

proMinentes, probableMent~ ·se~n producto de 'hfd~óli~.i.5 duj..aiite el 

trataMiento de solubÚización, eti vista·d~ que todas-~sor¡ de·p~~.;·~ciiecular 

Menor. Estos resultados sugieren que los bloques eÍ'ib.r.i<:>.F.ór
0

i.~os están 

forMados por dos proteínas de ~6,000 d y de 65,000 d. 

En 1965, Morseth realizó estudios de espectroscopi.a de ·:inf,rarrÓJo. de 

los bloques eMbriofóricos de varias especies de t'énido's·. O~_s}Jué·S "de 

coMparar e~tos espectros con los correspondientes de otros Ma~,r~~~~~' 

concluyó que los -bloques estaban forMados por_'="'"ª PFº_t~ffia ~f~J·I_"ar< .. a _laS_ -

quera t 1 nas. Sin eMbargo, en su coMparación MorGeth solo i~cluy~ a dos 

proteínas Cpúa de puercoespin y uña de huMano) y a un polisá~árido 

(quitina). Es claro que su conclu5ión está basada en evidencia5 liMitadas. 

Por lo tanto, en el presente trabajo se de.cidió a>1pliar la col'!paración de 

Morseth, incluyendo en el estudio ,a': dos proteínas globulares adeMás de 

algunas queratinas. 

De acuerdo con los reportacÍo Pº~ r1~~seth, e1 espectro de los bloques 

eMbriofóricos CFig. 14) es Más parecido al"d_e las .. queratinas <uña de huMano 

y lana de Merino) que al de las proteíiiaS grobulares (heMoglobina huMana y 

ga~Maglobulina bovina>. AdeMás 1 los cocientes obtenidos al dividir la 

absorción de los grupos 0-H: C=O y N-H entre la absorción de los grupos 

S-H, son Más siMilares entre las queratinas y los bloques eMbriofóricos: 
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que entre estos.y las proteinas globulares (Tabla IVI. En consecuencia, 

parecería correCtO' ~<?!1~~-~_ui~> .. i:lue l'Ós bloques eMbriofóricos contienen una 

.;,·· 

-.-~ _, :~::~~~/:(: :.·· ·. . -
En este --p~n't·,~:;·; :r.es·--.neceaario .analizar con Mayor detalle la evidencia 

que aportan l~~ .;~~tJdi6~~-~e espect~oscopia en infrarrojo. CoMo cualquier 

otro tipo de espec.trosccpia, la _de iñfrarrojo solo pro-vee_,infOrMB.cióri scibre 

la abundancia relativa de. varios grupos. quiMicos. Las· r·esultados anteriores 

efectivaMente indican que a seMej~nza con, las ~ueratinas, ~os bloq~~s 

er11briofóricos están forMa·dos por una~ a->. ·prO·teína_( 5 f ,"qon_- un:,;~'i.tO '~-.°Dt~ni~o-
·-: .'. ._ 

de grupos 5-H, dato .obtenido ;~é 1~5,ané,lisis 

Es solo en este sentido que ;es:'i:isúi}t:¡Ji;.~f~~:o_ner.~<co,rí la infOrMáciión 

disponible) que una proteína de, i··ri~~-~-~~~~~~~·~o.s~·>·~; ._S.{MJ.1ar a ·Proteínas que 

hasta ahora se consideran excl us i va·s .. d~(· ~-~-r:t-e~-~~-dOs s.uper !ores. ? Para ! levar 

Més allá la analogía es necesario ap~~ta~. -e~id~ncias· Más directas? vgr: 

secuencia de aMinoácidos. 

FinalMente, los resultados de las p~ueb~s· inM~nológicas efectuadas con 

anticuerpos específicos anti-queratina hUMana fueron inconclusos tanto para 

bloques eMbriofóricos coMo para las proteínas solubilizadas con ácido 

perfórMico. ya que no se encontró reacción específica (Fig. 15>. 
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Una observación de este trabajo fué el hecho de que los huevecillos son 

altaMente adhesivos, en los ensayos inMUnol6gicos, se obtuvie~on pegados 

inespecif icos de los anticuerpos con los bloques eMbrio fóricos 

probableMenle coMo ~esultado de la adhesividad antes Mencionada; Por otra 

parte, si bien es cierto que los anticuerpos utilizados fueron pro~uc.idos 

contra queratinas de (estrato córneo de pie· huManC?) un ·ve~tebrado s'ilµ_erior 

MUY lejano filogeni:ltticaM~nte a. los- helrrdn't-os:· •. _ t:arilbi_é~ .. ~e Sabe que_ las 

queratinas son proteínas altaMerit~ conse~va~a;·a través de l~ ·evolución 

<Fuchs y Coppock, 1981 ). Los anticuerpos· utilizadC:,s·~se hicieron reaccionar 

con queratinas de cojinete ·plar~~r- -··de--. ra'tó~~ -·· Obteníéndose res-ultados 

positivos <Fig. 16). Esto sugiere. que ·no existe .identid.ad inMunológica 

entre las proteínas.de los bloque~ corr las· queratinas d~ Ma~iferos. Sin 

eMbargo, no se puede descar_'t_ar que los resultado_s negativos se deban a la 

pobre exposición de lOs deterrri{n_an~~S. an_tigénicos en los ensayos con 

bloques enteros y (ol a su Modificación durante el procediMiento de 

solubilización, en los ensayos con Material solubilizado por 6cido 

perfórMico. En este sentido, el uso de ant~cu~rpos .~n futuros estudios al 

respecto, parece tener una utilidad liMitada. 

Los análisis eleMentales de rayos~x. deMostraron la presencia de 

trazas de silicio en los bloques eMbri6f6~icos, lo que explica la alta 

densidad electrónica cuando los bloques son observados sin tinción al 

Microscopio electrónico. Sin eMbargo, se-desconoce la forMa en que el Si se 
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asocia con las proteínas de los bloques~ Cabe ~encionar que en análisis 

siMilares se han encoritrad~ t~azas de Si e~ ~os c~rpóscülos .calcá~eos de 
"- --·.o--" 

varias especies de ténidos Cvon Brand, et al·, 1'9ss~ ~1967i' K.~~le~'; .et· al , 

19691 Kegley, et al,• 1970 y Baldwin; et al, 197.Sl .. 

'_-.,.\..•_c,,;-i __ ._, 

En el presente se inicia el estudfo de la .<::()Mfl()"fcii~i;i.·~~.l:írro/o.ral ,en 

huevecillos de Taenia saginata, aportando 'info.rPíaci~~ ~1'iJ.¿¡ª¡·~~·¡¿~~¿:;{ del 
. - . ''·.:_:- "- . : _·:;-.:.,-.. ~.,:- , -··:=:;..¡;·· :- - :. ' 
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V. CONCLUSIONES 

1 - El Materilü ceMerltarite·.Ael· .. eMbrioforo del. huevec i l lo de l.,_ saginata es 

de naturalezá~proté{cá\' · 

2- El Material ceMentante son 

sitios ··5·~·~~Ib'1~s.::~fi·: >f~·S";,_.-~n~iM~.s· ·di9estivas· tripsina y 
~- {~ 

pepsina 1 lo que 

explica ~~ fá~\.'i.·i~~g~dd~ción por las enziMas digestivas del huésped. 

;:·. -.:::.<~:·; 
-_,.··.e·,_·<'- .. · .. ' ' 

3- El conteniqo · de· 'los residuos_ '.dé ·aMinoácido de.i:'ios /l:Jroq'ues 

eMbriofóriCOS que· ~O;~a~ est~~ctu.:..:: .·de aJ.t;'~-héiiée•;'"';~-~ .. 1 ;¿f.6;. en 

coMparación c.on 61.SX dé·.· :¡¿·s Fe~~~~J>'.ci c¡::·.r~.; .. ci:se~t~b;iJ.'zi~; \~sto 
indica que a diferencia _ci,e_;¿~~{;~~~~~i~}f~~;;4~~~~ff~;~~~;~i~~~#'~~~s;:i~s 
proteínas de los bloqúe5 eMb2fo'fóriBo's>:¡Jresenf~ii.'''ú'iúi.'.:' estrüctu_ra 

secundaria diferente a la de ~1fJ~h~'?1~~~: •·'~;{({ .... ', 
·_.-; __ : .·' . \(". ".·.·'· ··: :-~<<· 

''.~'::-~:::~;-~/ "!~:.:'.•: 

4- Los datos de los los análisis de 

aMinoácidos: así coJT10 los drástic.Os "~:~):~~~~:~6·::.:~~de_ ~·9.lubilización de los 
·~' 

bloques eMbriofóricos sugi.eren :q·~.~:. ~/·\.~:;/:estructúr·a. .terciaria y 

cuaternaria de las proteinaS .que .los. -i.:~~~:~~p~~~!l ... se ._.PJant~ene por un gran 

entrecruzaMiento debido a uniones 

5- El Material solubilizado de los bloques eMbriofóricos está con5títuido 

por varias cadenas polipeptidicas, de las cuales, dos son las Más 

proMinentes y sus pesos Moleculares son de 66 1000 y 65,000. Una 
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posible interpretación es que los bloques eMbriofóricos están 

constituidos por estas dos proteina~.Y 

originaron por 

6- Los bloques que 

les confiere 
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VII. QUERATINAS 

Las queratinas son - una- faMilia de prote-ínas fibrosas- exlus'iVaS de 

verLebrados superiores: reptiles, aves y MaMiferos CFuchs, et al., ·i~at·). Su 

principal funéión es-'Protectora COMO en la piel 1 p!UM6!3 ,-- cuerno5 1 _µñas• 

garras. etc. , ( Fraser 1 1 969). La función protectora de lc!s que.~~-(~-~~s · se 

debe principalMente a su gran resistencia física y quiMica, pr~piec:fci_l'.(.é:tue' se 

le atribuye en priMer lugar a la estructura secundaria de las f~~ra~··9ue l~s 

coMponen y en segundo lugar a la estructura cuaternaria, ya· qUe l~s 
. - '.· :·:· .. 

Moléculas de estas proteínas poseen un alto -grado .de'- ~·ntr.e_cr:_Uzá.Mie[lt:o·-par:-

puentes disulfuro que 

( Fraser. 1969). 

Entre las propiedades fis 

contracción, extensión. plaSticÍdad, re1aJE:l,ción, torsión, etc. 1 ·a las que se 

lee ha dado el noMbre de propiedade~ Me~anoquiMicas ICrewther, et al, 1965), 

Estas varían dependiendo de la concentración de azufre en las fibras de 

queratina, de factores aMbientales coMo la huMedad y la teMperatura así COMO 

por la acción de algunos agentes QUÍMicos (Crewther,et al ,1965). 

Existen dos grandes grupos de queratinas, las extracelulares y las 

intracelulares. a) Queratinas duras o extracelulares: las queratinas de la 

lana han sido las queratinas Más estudiadas por la iMportancia que tienen en 

la industria <Fraser, 1969). Estas proteínas difieren en la Morfología de 

sus fibras. Las queratinas de lana fina están COMpuestas de fibras forMadas 
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por dos tipos celulares, las células aplanadas que forMan la cutícula y las 

alargadas que forMan la corteza, las células corticales son fusiforMes y 

están forrriadas por - M1c~ofibrillas que a su vez se forr11an de prt?.tOf_i~~·ill,~s 

<Fig. 1 ) ( Fraser, .1 S69). En fibras de lana Más gruesas o en· fibras de 

cabello, exfste un tercer coMponente celular que constituye la Médul~. La 

cutícula está forMada por tres capas: la epicuticula, la ~Ociuffc~~·~--'y. lá. 

endocuticula, estas tres capas se extienden longitudinalMente ·a io_ .. 1-afgo de 

la fibra y están separadas de la corteza por un coMplejo MeMbranal ~elular 

(Fig. 2) CRoger, 1959). En fibras finas, la dos 

secciones, la ortocorteza y la paraco.rteza; la 

un coMplejo MeMbranal celular en 

intercelular, este 

( Mercer, 1961 ) , 

Al exaMinar. las se 

observan sitios de de 

la fibra (Susuki, et al, 19¿3). La~ flb~as de.~~eratina extendidas y sin 

extender (propiedad de elasticidad) pr~sentan un patrón de difracción 

diferente en los intervalos de los sitios de reflexión. En la fibra se le 

llaMa patrón alfa y tiene un intervalo entre-cada sitio de reflexión llaMado 

espacio Meridional o traslación axial (espacio en dirección al eje de la 

fibra) de 5.1 A. El patrón de la fibra extendida se llaMa patrón beta y 

tiene un intervalo de 3.25 A entre cada sitio de reflexión <Fraser, 1969). 

El patrón alfa o estructura de alfa-queratina iMplica que los 

1-aMinoácidos se enrollan forMando una hélice que rota hacia la derecha, 
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Fig. 1. Fibra de lana de 

ToMada de Fraser, 1969. 

Fig. 

ToMada de Rogers, 1959. 
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correspondiéndole la posición 1 al carbono beta. El sentido de la secuencia 

-CONH- a lo l~~¡;¡o de1ahél¡ce'puede ser a1 azar coMo entre la5 Moléculas 

vecinas de un- cristal. E:n cuanto al patrón beta o estructura de 
- ·--. 

beta-querat iria, la '·:se;~úencia··'oi. · · -~cdNH- ·e.¡, cadenas al terna das es paralela 

ICrewther, et al, 1965L 'Cuando se .hacen espectros de infrarrojo oe observa 

que las bandas correspondierites-·a :los_ enlaces -CO- y -NH- están orientadas 

preferencialMente en forMa paralela ~l eje de la Molécula ISusuki, et al, 

1973>. Los pájaros y los reptiles pueden producir aMbos tipos de queratinas, 

Mientras que los MBMife~~~· si~~etizan solo el tipo alfa 

Cuando las queratinas da la lana son solubi.lizadas·.~- -s_e .:1e~'-_ ,puede 

separar en dos fracciiones principales, una de la~ cual~~~:~~)fi~~;~~ri;~i~fre y 

l~ otra tiene Menor contenido de este eleMento ccr'ewth~..:. <:t' ~l.', _1_965). La 

fracción de· bajo contenido de azufre _6.0J1.s'!-st-e~·de·~-d6'S:-.'.~'?.i~~-§~~-:t~~~-~,,-f íbrOsas . en 
-· ··-···. 'r-f..-

<Fraser, 1969 ). 

.,_ 

Las proteínas de bajo conteniclo · d'e '''áZ.uf;f~-.:e~~-ün 
~-·, " ··~·_ .. ; :•·; '· ·e,':.>":·: 

enrolladas en una 

estructura de alfa-hélice, coPlo 1T1uchas ···~-.,P.f:~~~;~~~~~~~~:Xf~~-í-'osas, l"lientras que las 

proteínas de alto contenido de azufre: s:~·.·,,'ci··~~:~,~f,~t:~:r/:·coMo: ~ordenes organizados 

al azar cuando se encuentran en solucién_~w .. ;,~:~~}50010 son capaces de forMar 

alfa-hélice cuando están en contacto cof{:.'.S~·-·d~~ol.vente que favorece dicha 
-·-·· 

estructura <Fraser, 1969>. 

La concentración de azufre varia p~·inci"pa~M~nf·e en las proteínas de alto 

contenido de azufre sobre todo entre especies y aún dentro de la MisMa 
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especie, dependiendo de la dieta del organisMo (fraser, 1969). Por 

reacciones de alquilación, que consisten en reducir los puentes disulfuro 

con tioglicolato a la forMa tiol. se forMa la querateina~ cuyos puentes 

reducidos pueden estabil~zarse con iadoacetato para forMar S-carboxiMetil-

qucrateína. Si las proteínas S-carboxiM~:diladas contienen una Mezcla -de 

coMponentes de alto y bajo contenido de azuf~e. se las_ puede separa~_~on 

acetato de zinc, ya que las proteínas de bajp co~tenidci d~ azufre se 

precipitan y las de alto contenido per~anecen en solución <Bradbury, 19731. 

La noMenclatura de las ~rot~ina~ S-ca~~cixiM~tiladas es ~~·siguiente: 

las proteínas de bajo cont.eiiido -~:·_de~~,. :azufr~--~ _se_ .. _ .derloPlinan SCMKA 

15-CarboxiMetil- Keratein-AI y las ~roteína~ d~ ~lto contenido de azufre se 
. . .. . ... 

denoMinan SCMKB ( S-Carboxil'letil.;-Kera.teiry::B\, .L~·s". P''"'º·" Moleculares de las 

proteínas SCMKA oscilan entre los '40:~000 '.y·To·s.:.70·;000. daltones, en tanto que 

los pesos l'!oleculares de las SCMKB"varfan in~ri los 15,000 y los 30,000 

(Crewther,et al,19651. 

Tanto las proteínas SCMKA COMO las SCMKB son fal'lilias de proteínas que 

se pueden fraccionar, utili~ando diferentes trataMientos <Bradbury~ 1973; 

Crewther,et al, 1965). Los análisis de aMinoácidos de estas faMilias de 

proteínas presentan variabilidad en cuanto a su concentración. La tabla l 

Muestra diferencias en coMposiciones de aMinoác1dos entre las proteínas 

SCMKA y SCMKB, principalMente en cuanto a su contenido de 

S-carboxiMetil-cisteina. 



1 
1 
1 
1 
1 
1 -

Tabla l. CoMparaci6n de los contenidos de aMinoácidos de queratinas de alto y 
baJo contenida de azufre. 

ala 
arg 
asp 
ScMc* 
glu 
gli 
his 
ile 
leu 
lis 
Met 
fen 
pro 
ser 
tre 
tir 
val 

Proteinas de Bajo 
Contenido de Azufre 

<SCMKAl 
Mol% 
6.4 
7.3 
8 .1 
6.8 

14. 1 
8.8 
0.7 
3.7 

10.3 
4.1 
0.6 
3.0 
4.2 
7.3 
4.4 
4.3 
5.9 

•= S-carboxinetilc1steina 
To~ada de Bradbury. 1973. 

5 10 15 ·. 
II = = cis cis ser val = tre gJj_ pro álá 

111 = .1fil! cis Cl5 ser val = tre ~ pro a.ia 

IV = leu cis cis ser val = tre =t: pro ala 
40 45 

II ~ .i..U2. §_.§.C. 1&!! leu gli pro tre cis cis 

Ill ~ Y..9..1. i= 1&!! leu gl i pro tre cis cis ~ 

IV ~ ~ .tal. fen leu gli pro tre cis cis cis 
85 90 

II asn leu tre tre fen 1.1.@. gln = 9.li cis glu 

111 asn leu tre tre i.ir: la;. gln = M.C cis glu 

IV asn leu tre tre tir la;. gln = ~ cis glu 

'tr-e 

tre· 

tre 

asp 

asp 

asp 

S!,J;.Jl 

Proetinas de Alto 
Contenido de Azufre 

,' ,-.i 
.-·:_, ,,¡ 

¡··. 

:.tre 

tr'e 

tre 
50 
asn 

asn 

asn 

Y.el. 

= 
= 

(5 C M K Bl 
Mol% 
2.9 
6.7 
4. \ 

17.9 
6.4 
5.,4 

'0.9 
3.0. 
5.0 
0;7 
0.0 
2;4 

13;6 
;f2 :0· 
'10:4 
·'.'.1.9 

'·'".6.7 

-_f-'-'·~7--" 
•"{o' 

20· 
·ile e.is ser 

ile cis ser 

ile cis ser 

fill.C. pro val 

= pro = 
= pro = 95 
cis 91.!! pro 

cis .i..l& pro 

cis ~ pro 

ser 

ser 

ser 

pro 

pro 

pro 

= 
ser 

= 

asp 

aap 

asp 
55 
cis 

lir: 

= 
cis 

cis 

cls 

1 is 

l is 

lis 

Y.tl 

his 

fil§. 

cis 

~ 

Fig. 3. CoMparación de secuencias de a!l'l'I i noác idos del C-terMinal de 3 proteínas 
de la faMilia 1 de SCMKB, < II' 111 y IVl los cafT'lbios se Muestran subrayados. 

ToMada de Bradbury, 1973. 
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Por otro lado, se ha logrado secuenciar estas proteinas, encontrándose 

una Microheterogeneidad tanto en SCMKA coMo en SCMKB. En la figura 3 se 

Muestra la COMparación entre las secuencias de los grupos C-ter~inal de 

algunas faMilias SCMKB. En las proteínas de alto contenido de azufre, la CMc 

CCarboxiMetilcisteina) se encuentra en los residuos 1-48 y en las proteínas 

de bajo contenido de azufre en los residuos 49-99 CBradbu~y, 19731; Se 

encuentran altos porcentajes de prolina, serina Y-treonina en _)as pr~t~~na~ 

de alto contenido de azufre, que las distinguen de las de bajo contenido. 

Existen dobles secuencias de carboxiMetilcisteina, serina, leucina,~p~olina, 

treonina y triples secuencias de carboxiMetilcisteina y proli~a en las 

proteínas de alto contenido de azufre CBradbury,19731. En una· de las 

faMilias de SCMKB existen secuencias repetidas, una secuencia de '1-~.<::,~~~-~~:¡·duos 
. -. -.,- ' __ ·-· 

entre el 21 y el 52 y una repetición par.cial de· la MisPia' secúe.nc;i.a .efi.'.1a 

últiMa parte de la Molécula·· <Br~clburY •• 1973);} L:.a .. _heteroi;ietj~i~á~~~KtfÉ;'l~s 
queratinas no sorprende, ya que ·as(a~·:Pr:-Dt.ei-_r\a5 ~:~·~:·~li".!_an. una; ~ran· :··~~.f.~.~~·s-!'"dad 

de funciones (Alberts, et al·, 1983), ·· . ,. \: :;~~·, ··»:\ 
···,· . 

.. -.;. 
;-.···.···· , .. 

CoMparando los grupos N-ter"1inal de·. q~~rat'ina·5,: i::le' ia.n.a_; cebe lio. p luMa 

una gran '~¡l'l1Íit~d entre los. 

<Crewther, et al, 19651. AdeMás de las fai<íili·as·:·de'.quer~t¡nas·,SCMKA y SCMKB, 

existe otra tercera faMilia que se caracteriza:·~'.J;.··~.~.i>.er· ·.i.m.a.lto contenido 

y de pelo de caballo r se observa Mi5M05 

de tirosina- glicina (queratinas de ultra.:.:alto; ccirit.erii:dc;··de. az~fri.),. 

Aparte de los Métodos anteiorMente citados·,, ex{si:en -taMbién otros 

Métodos analíticos que se utilizan para conoce~ la c~Mposición qui~ica de 
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las queratinas. COMO son: la deterMinación de la cisteína, de los puentes 

disulfuro, deterMinación de grupos N-terMlnal, de grupas básicos ionizados, 

etc a 

Las querati~as 1 debido a los enlaces di~ulfuro·que presentan. pueden 

ser soMetidas a·redUccfón d_e puent_es disulfuro, ~ulfitólisis, oxidación, 

etc. C Crewther, 1965). 

FinalMente, el punto ,isoeléctrico .·de la .lana .. ·vai:'ia . .;n,tre. 3.4 y .. 5.0 

dependiendo del P,étodci lana de de . _. det~.r.~~·':1ª?~·~~ .. :~~ '·'.:~·~6:'ri.~'i·-~~r,·~riJ~··_.: 
,·;:,. -:.\:"~-:_;'' ,. -:-: 

naturaleza anfotérica.cc' .... ~wth~r• i:S'.73}:'':' "··,·,;;.y:~·· 
':.'~.-' .. ~- ,-_>,·>·. : .. · .. ·<-·:· -':;:_-,'-~'..<~--

.' _. ·-:~·_:·. :· ,' -,' "··:: -'. '--~:.-.-<·' < - - ._ ": : 

b > Queratinas i nt~acelu i~r:-e5- ~,,--;~s t~~:; .·p;.~:>'t'~·'i.0-~'.5:/~éS.·_t·á;,· ·-~S;oc i'Bdas en f orMa 
-.. '-_~,-: \',::.'· ,'.-.-:-:·~:-.:,:. ~<:- <·;:. 

de filaMentos que son t ano f i la"1erifos ·º filaMentos 

interMediarios. Estas filaMentos "1iden ... d~:,,9~;,c:.:;¡~~·~.;;·:· de-diaMetro. Los 

"·'' 
filaMentos de queratinas son una de la~ ··tre~ clases de filaMentos 

·--· 

interMediarios del citoesqueleto. Se local'iz'an.,arredédar .de los filaMentos 

de actina y los Microtúbulos del c1to6sq~-el_.etp. :'.Su principal función es la 

de dar rigidéz y sostén a la célul~, ya qu~ se unen con los filaMentos de 

actina y los MicrotUbulos~ Cuando la célula: Muere·, !Os fíl"aMentos persisten 

forMando una capa protectora CAlbe~ts, et ai, ¡~9j), 

Las queratinas son sintetizadas en la' .~apa: intc:irna,' de' c.Ílulas 

epidérMicas, constituyendo su principal 'p'róilU'd·o· ·de 'difererícla~ión.· En 
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cuanto a la expresión de.estas proteínas, estudios de hibridización de DNA 

sugieren que distint6s gr~pos .. ~e genes de queratinas son expresados durante 
- - . -- ',:. ---- -

la diferenci·a·c-i'61\.:.6~tu1-~·r:,-·en di"st"intos es_t'ados de _desarrollo y en diferentes 

tejidos epitel,i·.,{1-~J;;-·c\.:.;,;;·.;:~-ide~.- l980); ExperiMentos de extracción y 

reconstitució~.~:de:: P~-ci~t~irfas sugier-en que las tjueratinas de las células vivas 

se enclientra-n --'- en ~-la:~·~-:~>·~~: -·_ r:.ed_Lic-i da·-¡···:To' cú8: r f á.vorece su pol irt1er1 zftqi ón _y 
"'-"---

entrecruzaMlentó:_-por -~uentes- disul fusa interMóleculares ( Lazarides, ) 980 l. -

-... -'·. ,,,-, 

/\cerca de la es-tru-btLÍr'a .ºde.'. los" -_'.filaMentoa .inter'Mediarios __ se -.'sab;.- que 

consisten de j:iolipépÜd6;. i{bfkci~.· S~ a~~e/ que eotc\n~ asociados ~ñ fbi-Ma de 

cuerda, coMo en la Molécul;; ~i:J_e ___ <_P_-º_·f_i_\;J_~~"a;_• Á~t~~idrM~nte' se.~e~sc!l:i~ qü~ él 
.',\. - ,'- '.- '.' -.~ .. ,. ,~-, . 

arreglo de los f i laMentos .i .--,-{e~i'íedi'.'.ir16s pbdri~' >ser en grupos de f(:'el5 ;_ es -
~:~· . ...:'..,'·' -: .. · .. :~:_,,::. -_,_~=.< ~J 

::!ce ir. f orMandc tririiercs ... s_1·n:-, e::iib"arci_~_-_'.;_ < ~:~_S.tU'tjio:_ ,'re.e :ren.tCs·{-< .6f!.J.sj~é~.~:·Y~::tJ_;1ier, 

1 982; Woods e Ingl is, 19841 Parry ;' ;,(¡¡l';'Jsas) i~~di~~~ ;~c~f~~füg2~fü'.i~~~rf:tos 

in t erMe diarios están forMa do a p-or un' do~~·-1,~J ~o\l:ids~·e'rc_,:v~ªa,':t~_:_º_l'.::a'{_-•-•~e;,:~s;tt,;r~'uf :c;-tJ":;u;_-~~-'ua~~';.;pd¡:'ae~;t ~e 
dos cadenas enrolladas>. En la figÚrá _¡,-/'~'.~--: -:::,•:: .. :_, :::-.,,_:t:a .• H:~X j· -'las 

sub unida des de los f i laMentos interM~di·a·r:·i'.J~{ ~;).~-'~·.::)· \~~;~~;::~ ,.'_.}),;:'··'-· .. :;'-:'.;~·t~:..:'· ·-
--~~+~·-:·'.~~;;:-:< ~-_'.:.;,:·· ,.~:>,·:~ ::.\·;:;~<~;:~· - . ,., ~. 
-.>~:-:~>, .... -.- .,,··/ ":º, ")~/-:-F:::·::·'.--·· -

~ ~- > (_ ;'.:,,-; •;: ' 

Por últ iMo. <e sabe que las querat¡~~~~-tl~o:'.;t'i -~i~-~'.(iJ:;<(_v;.~ Fig. 4 > de 

célula5 diferenciadas de ratón tienen subci~1tn1'P'~ 'Gi y;vz' ><v~riábles >. ae 

las cuales, aproxiMadaMente el 601' -·.Son' 09Í\'Jif~~~~~ S~gúrÍ Stéí. nert y col s .. 
:::·:;,,,·' ·, > ... - :"'. . 

(1985), la Mayor hidrofobicidad de la ~~c~~~~i~-~~~~~~da a eatas glicinas, 

podría explica1- la insolubilidad de las s.lbunidadee. Este autor postula que 

las propiedades de estos subdoMinios ·variables se han adaptado 

evolutivaMente para Mantener la naturaleza flexible e insoluble de la 



doMinio N-terMinal 1<1----------doMinio central----------!>! doMinio C-terMinal 

111 16 
Ll 

N? Vl 

- '· -.·--

211 
L12 

26 

HZ 

'* 

Fig. 4. Estructura d;. las ·subun.idades ·de ·1as· filal'ientoá .inter,;,ediarios. 

V= región variable 
H= región hoMóloga 
L= linker 

ToMada de Steinert, et al, 1985. 



-57-

barrera protectora epitelial. Por su parte. las queratinas duras (uña. 

cabello. etc.) contienen secuencias ricas en cisteina. de naturaleza 

flexible, que forioan ·abÚndarites uniones disuÚuro"<Gill,espie,;. .1983).<Estas 

uniones dan coM"o ;e~ulhd~ un~ estruÚuta ,,.;í~/cia ;,,; 1nso1uble. <stei:ner. ,et 

al, 1984a). 
:·:::.' .. 
'' . ·~ -. ' 

diferentes especies 

__ .,-_ 

Fina 1"1ent e • exper i l"lentos de :trkducÚón •. í. njv{t'r'o;! ~ih}túi.Iiindo; RNA"1 .·. de 

han del"lostrado ·q~~;~ {~s quer~~}r,<<~ ipl~.~~~i6a~ .·.·son una 

faMi 1 ia de proteínas [TIUY relacio.Oádas· ~-U~º:.:s,~-,·:h~~--.. _-c~·n-e¡·~-r~·~ah·-~:-~-~- -·fr·avés -·de lá 
·- _-,_ •• _: • ~ ~ '.;, .- ,.. ,.'::.-.;.;:,, ·e "-,~ \ . • 1 

e vol uc ión <Lazar i des , 1 980). Adel"lás, cori . ánt fbliérpqs iu1't i"'.quératina's de 
!~··+: 

MaMÍ feros se ha deMostrado que exi~-te- una- ¿·;.~_n/~.~~~'~i~-~;·J.·d~~d·, _c~Ú~~~a::.entre 
'·-·" ., 

especies, lo que indica que diferentes Quera't:i~~·s,·: ~:5·~-~~·_::i~fl'l~~o\~·~~··c_cif'lente 

relacionadas <Lazarides, 1980), 
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