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RESUMEN

Los  huevecillés de ,los' constxtuxdos

'téniddsr estan

el embrioforo. - El embrloforo ,gs: Larrenvoltura rmés; xmportante

proteccion del embridn en el medio amblente.,El enbrioforo esta formado por

blogques protéicos ‘unides-entre si por un material cementante.‘En eL tubo

digestive del huésped 1ntermediéﬁib7iasrbenvlmas gastrlcas e intastinales

digieren €l material cemantante provocando ‘1la- liberacxonrdel embrion

Esta tesis aporta infornacxon acerca;"
del husvecillo de Taenia sagingta. Se ohtuv

huevecillos de J. saginata con vy 'sin matenial

método de Morseth (1965) con algunas mddificac Se-hicleron andlisis

de aminoacidos tanto de bloques ambhio46r;co;: ‘de embrioforos

completos, en los gue s& encontré que e1f4D 3 ‘ps bésiﬂu65 de amincacido

del material cementante son sitios sensibles avtripsina'y pepsina y que los
bloques embrioféricos tienen un 10.5% de' residuos de cisteina. Este valor
sugiere gue la organizacién de los blogues embriofdricos se mantiene debido

a una gran cantidad de puentes disulfuro.



Por taxonomia numérica se hicieron comparaciones entre los contenidos

de aminoécidof,dq’ o8 bloques embriofdricos 'y los contenxdos de .:algunas

queratxnas' ytsédés,r»encontrandose que -lals). protexna(s)

embriofor1co= se parece(n) més a las gueratinas  de pfuma que las otras

queratlnas anallzadﬂq

La composicién polipeptidica de los blogues embrioférieoé‘se determing
por aeles - de pdliaccilamida, analizando muestras solubilizadasﬁ'cbn acido -
performico 'y ~NaOH 0.1 y ©.5 N.  Aungue se. encontraron varias bgndaé, en

condiciones reductoras; ‘las - ‘bandas més abundantes fueron, . una -de 66,000y

una de 65,000 diSe -postula gue los blogues embrigfér};q:

ituidos por. estas dcs cadenas polxpaptldlcas ¥ gque .la§

estanies}son

Por otro

lado, se’ hicieron‘fespectﬁoi*

los mismos enlaces para la

abundancia de grupos azufrados 'en bloques
embrioféricos resulto similar a - las queratlnas y difeféntc de ‘las otras

proteinas.

Cuando se hicieron prugbaé de’ lnmunopunto hac endo'_reacclonar Ya(s)

proteinas de los  blogues embriofdnlcosuac anticuerpos BSpElelGOS

anti-gqueratina humana,; no se obtuvo reaccién. especx?ica.
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Finalmente, a través de un microanalisis de rayos—-X:se-  encontrd gue

los blogues embriofaricos . contienen trazas . de silicis.  Asimisma, ~este

método permitid. la deteccion del azufre de laS»cisieihas.~




“I. INTRODUCCION

la cisticercosis es asitaria oroducida par la forme

de metacéstodo o cistiéérc ci s'ﬁﬁjténidos.'Estos parasitos

presentan ciclaos -de vida’ »:aidos huéspedes: definitivo e

intermediario. E1 huéspea defi

aioja,al . gusaneo adulte en su tubo

digestivo, mientras que el inteﬁmediério -aloja-al metacéstodo en sus
tejidos. Generalmente, el huééped*rdéfinitivo ‘es depredador del
intermediario. De este modo. se pueden “mencionar “varios ejemplos de

relaciones huésped-parasito: Taenia solium-cuva' forma adulta. parasita al

hombre v cuve metacestode parasita .2l -cerdo ~cardo); I. saginaia:

humano~-bovino: T. ovis: canino—obiho t giggfgruféitVFélino—murino;

Echinococcus pranulosus: canino—humanod

I.1. Ciclo de vida del parasito (Fig. 1)

El ciclo de vida de la Taenia saqinata se puede comenzar a describir
con el gusano adulio habitando en el intestine delgade del hombre. El
gusano adulto consta de un escdélex o cabeza gue posee 4 ventosas con las que
se adhiere a la pared intestinal, asi como de un rostelo desarmado (sin
ganchos?), El escdlex se adeloaza en su parte inferior formande un cuello

productor de proglotidos. Los progldtidos unidos en cadena constituven el



Figura 1. Ciclo de vida de Iasenis §aginata,(ver-rexpli:ca'ciénvg‘e‘.n,"elylbt'e‘xto).',,

Tomada de Beck y Bavies, 1876.
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cuerpo o estrobilo. Los proglétidos mas cercanos al  cuello son. los més

i6venes e indiferenciados., mientras que los mas distal&s presenta

1los . se denominan gravidos.
Estos proglétidos-grdvidos “se desprenden espontaneament

teania v son é&é;dadps‘enrlés heces fecales del huésped da

En el exteriori.la pitrefaccion de los proglétidos per

permanecen infectantes por ' largos bperiodés?
envoliuras protectoras (Gemmell, 19783, ‘hasta
huésped intermediaria. ,(boéiﬁé)"

intermediario, la

_Eist;éarcoso.

unto  con las sales

dulta productora de proolétidos.

intestinal v se desarrolla en una tenia
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I.2. Morfologia y ultraestructura de los huevecillos

1 de tenidos

Es bien :sabido aue los huevecxllos de d siintas'

son muy similares morfolonicamente (Inatomx,:' Morseth lQSS:

Nieland;

1968). Los huevecilloskde I sauinata'son'” A

selium audn con la avuda del ‘microscopi

1982). En consecuencia, 1a;desdnibci‘

se presenta a continuacidn;,

Los husvecillos maduros’
de diametro. Al microscop
enveltura grominente "de’

envoliuraes (Figs. 3 v 43,

(Laclette et al, ‘19827).7
abundantes mitocondrias
embriofaoro, formado por

cementante, El embriofore 'e5~‘ ‘_ dupal Fenvoltura Que més
contribuve en la proteccidén dé gnaﬁ‘}mpermeabilidad v
a su gpran resistencia a diversos V' - guimicos (Mackie v
Parnell, 1867). De acuerds;‘c; ,EES), ‘el embrioforo es
sintetizado por una envoltira Lé';t"(‘:op . dé'apariencia granular,

conocida como célula embricforal.‘Ldéh'bi§éueg‘eébrioféricos oresentan la

forma de un paralelepipedo con Z‘basea{ una superior mas amplia hacia afuera

del huevecillo y la infarior hacia el embridén con protuberancias en forma de

picos. En sus caras laterales. los blogues embrioférices presentan penuefios



Figura 2. Fotografia al microscopio ¢ptico de un huevecillc de Taenia saginata.

e= ambrioforo
b= bloques embriofdricos
g= ganchos o o e
o= oncosfer
v= vitelo

L ) 3 o v . .
Figura 2. Fotografia al microscopio zlectrdnico de barrido de un huevecillo de
Taenia solium.

b= blogues embricforicos
e= embrioforo
g= ganchos
= oncesfera
1= lacunece
Tomada de Lacletie, =t al, t

@

o
(]



Figura 4. Fotografia al microscapio electrénico de transmision,
un huevecillo de Iaenia solium.

b= bloques embriofoéricos
e= emhrioforo

g= oganchos

1= lacunae

= material cementante
o= oncesfera T
v= vitelo

Tomada de Laclette,jeflél;,jaaz.

de. un.corte

de
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presentan pequefios .orificios de forma irreoular que recibhen el .-nombre de

lacunae y gue son los huécos' dejados'por las mitocondrias gue estuvieron

presentes durante “lat formacion dels:eﬁbrlcfora. La aparieﬁcia radiada. de

los huevecilios'se, debe nracisamente a ios, bloques embricfériéér

dentro de la célula emhriofcral se encuentra una envoltura linonroteics que

rodea al embrlén, 'denominada membrana oncoaferal (Huffnan iy”
Por dltimo, ”ée.encuentra la oncosfera mult1celular “nue- posee 3

ganchas birrefringeh?éi!'

clorhidrico v la pepsinE"gééﬁﬁlca‘débi

‘Postariorment

embrioforo (Silverman, 1554).
presentes en el intestino delgédd Qermitén
la accién de las enzimas.intéstinéfe 1tr;psina
(Silverman, 1854}, ocasionan&o 'méterial
cementante. En t:cm‘:-ezzl.lem:i,;= iés sekﬁgééeésan para
dejar libre a la oncosfera envueltai.por 0 nqcsférgl. Las sales
biliares provocan un aumento eﬁ‘la. ﬁéga‘pncosferal,

cosfera, gue a base de

movimientos de sus 3 pares de "la ‘membrana. La
oncosfera comienza a moverse como resultado 'de’la’: interaccién antagénica

entre miusculos somaticos y musculos de los ganchos (Letbridge, 1980). En este
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momento, se considera gue la oncosfera activada es capaz de atravesar la

pared intestina -por:una’combinacion de la  accién mecadnica de los ganchos.y

n:ihaé' liberadas por las gléandulas de peﬁétﬁacién
{18575, Lethbridge en 1980 encontrd que la.secrecisn

éa'ac{}@idad de hialuronidaéa, miénirasvr ue Le@ért v

Lee en: ' 1955, cqntFérén~‘Ac£iy1dad de -colagenasa.. -Las

nenetracion: ti v se localizan’en la base’de : ©s . de

tal modo, que’ el ﬁbvimientatdgféstégl produce:la expulsidn de la secrecidn

almacenada.

“iiog ténidos

el huésped. - Las

ara ‘sobrevivir en

- Lawson, 18983). Como

ocume {éééf(ﬂgckie v Parnell,
1867). Sin embargo, la res;éteﬁcié‘déi iéﬁbf&ofbro en el medio amhiente
contrasta con su pran  susceptibilidad:a lasjicondiciones presentes en el
tubo digestivo del huéspéd intermad;a?ia.'éartéataibues, de Qnarenvoltura

con nropiedadas aparentemente opuestas.



La morfolooia ‘de los huevecillos .de las,difarentés esgeciés_derénidos

la composician . guimica

aue
producen la liberacidén de’ia '5n§bsf§r§f
intermediario. Cabe hacer notar quérs§1 desé6nqcé $ibla’ ondégféra mat;éne
algin tipo de intercambio con el -meﬂia'amslen£é,’ﬁéceaé5i;’garéﬁ;Llegéé a
ser infectante. En este senéidé;_;é}héfproéuééfb'éq& ei hué?éciilg ébntinﬂa

su desarrollo ain en el éxiebior KGéAmell,;i97B)§

I.5. Antecedentes del traﬁaip'fvb'

Existen alaunos estudios sobre la compééiélén Qéi Q;Qriéforo de los
huevecillos de ténidos. Em 13857, ensayos citoquiﬁiéoﬁ fealizados oor Johri
en huevecillos de Multicens smithii, mostraron resultados negatives con
tinciones especificas para aquitina Vv asclerotina. Sin embarao, los
embrioforos se tefiian intensamente cuando utilizo acido perfdrmico de
Schiff, que reacciona con uniones disulfuro. A partir de estos resultados,
se sunirid oue la groteina aque componia al embrioforo podria ser del tipo
de las ogueratinas. En 1965 Morseth llevé a cabo reacciones histoguimicas
con acide perfdérmico de Schiff, en huevecillos de TI. hvdatioena. T. ovis v

T. pisiformis, obteniendo también resultados positivos. Ademés. purifice
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los blogues embr;gfdrigoﬁ de;estOS'ténidpﬁ e hizo analisis cualitatives de

aminoacidos,  “aspdctros “id aterminaciones ‘de. nitrégeno 'y

sultaﬁos,'Mdréétﬁ"pfopusc :éue la

iofaricds * era del tipe ‘de .las

Por a i estudios’ histoquimicos similares ‘se ha

oropuesto ng ‘lérgglde' los ténidos estdn constiiuidos por

una proteina‘ 1 é?éueratinas (Crusz . 1847). "En 1569}}?D99rak

purificé los“panchos™ rostelares de T. taeniaeformis v realizd. andlisis

elementales  (determinacicnes de carbono, hidréoeno; -nitrdgeno, . azifrae,
etc.), analisis  cuantitativos de aminodcidos, asi como espectros  de
infrarroio, concluvendo  .que la proteina que componia los panchos ~era

similar a la proteina de los blogues embrioforicos. Finalmente, rasultados
de ensayos histoguimicos en .metacercarias de Fasciola hepdtica  (Dixon v

Mercer . 1867: Dixon, 1888) v de Clpoacitrema narrabeenensis (Dixon, 18975),

han sugerido aque la proteina de la capa extarna de la pared vesicular tiene
oropiedades tipo queratina. Estudios de microsconia electrénica ean

maetacercarias de Fasciola hematica muestran gue esta envoltura estd formada

por pepguefios paguetes protéicos (en forma de elipsoide) unidos por un
material cementante (Dixon v Mercer, 18684). Incluso se han identificado las

células responsables de su sintesis (Dixon, 1968: Mercer y Dixon, 1867).

El heche de gue los estudios mepncionados anteriormente, sugieran la
existencia de una proteina de tipo aueratina en helmintos y tremitodos. es

interesante va gue se habia considerado a las agueratinas como exclusivas
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de vertebrados superiores (reptiles, aves v mamiferos) (Fraser, 1868). Sin
embarge la infor&acﬁén‘ existente al respecto da'la - compesicidn’quimica. de

la(s) proteiﬁaﬂs) deulosbblpquas embrioféricos se basa. éxclﬁsivamenfa,en

‘v analisis -cualitatives. Dada- la:;mnérfén Que

estudios histoguimicos
representa Veiremhrif0h0~ para el entendimiento . ‘de los’ mecanismo zla

'del:brESen{e‘trabajo

proteccidn vy . liberacién ‘de lanncogfeﬁab el.cbje}{vb,

fué el de aportar,iﬁfdrhaclén;'acerca’de 7la

ompoéiciénffduiaicaldeﬁ'las

proteinas del embribfcro.del hueVecflib deflé,TaeniavSaﬁinata.‘
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II. MATERIALES YV . METODOS

infectividad

‘se . consideraron

riesgosos. En consecuencia, todes losinprbébd' ntps*felﬁdionados con el

alizaron €n un area especialmente

o fratamisnto de
pacientes (previamente diagﬁosti&adbé)béothoﬁgsan»yq orbééliéllam;d;5, que
produce la expulsidn de los guséno; intactos. Fas”ténias extraidas de las
heces mediante el uso de pinzas, fueron col&qadés en vasos de precipitados
de 180 m! gue contenian una solucidn esteéeril de NaCl .15 M, amortiguada
con ©.81 M de fosfatos, opH 7.4 (PBS), adicionada con los siguientes
antibioticos: sulfato de gentamicina (48 mg/ml): dcido nalidixica (1@
mo/ml): ampicilina (10 mg/ml) v cloramfenicol (img/ml). lLas tenias se
lavaron hasta guedar libres de reesiduocs de excremento. Los lavades se
efectuaron dentro del vaso de precipitados, aoitando varias veces,

procurando no dafiar los proglotidos. Después del ultimo  lavado, los



B
especimenas se mantuviersn en 50-100 ml de PBS.

11.2. Identificact

La Ldentjfipgﬁ; n;dézqspeéieféé:i)évb'a caho détermlngﬁdd:eyrnﬂhero»de

ramas uterinas en_ﬁrhglﬁtiﬂbéigrévﬁdqé (Beck ..y Dé§;5;11976ﬁ.fdé'aquerd63a1

siauiente procedimiento

‘Varios ?roglbtfdés}gnéﬁidbs,fhérqn:cpldcados entre dos gor

fijados en solucién;del<B¢’;ﬁ:(éciab

acético) durante 24 a 48 hp *5 £émpé;atur; éhbf&ﬁie.ftpéfpbdgiptxdq

deshidratados en étapal‘ai,7dxgﬁé€fdi’qdé.désapébééiéiar’cbid‘

Bouin (24-72 hr), antes.d i dashidratacidn con.

palidos (1@ a 15 min).

absoluto durante 20

ohservaron al microscopio.dei’luz nara contar aro’ da’ ramas uterinas en
cada croglétido. Todos los ‘mroglétidosrevisadds . poselan mas .de 1B ramas

uterinas.
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II.3. Obtencién de los huevecillos:

Se u&iii%é?éh;ﬁnicaﬁég?efvaqueiiééfprgglétidﬁs aue de7 §#uer6§;a  su
forma v taﬁéﬁ;iflés ,msé iaﬁéostos v alarpados), se bcnsideraﬁdh ;cumo
gravidos, ap?&Q?éhéﬁaqég:g;rpximadémente 2/3 de ambos asiﬁbb?fégt?;uhésvei
separados las érégléfidds .gfévidos, fueron macerados cén {ijefasry Qinzaé
quirurgicaa=_mantaﬁiéndolos-en E2-1600 ml de PBS. El macafadé Fuig agitgﬁb en
la solucidén - de PBS Qfgosiergormenta: se deid sedimentar; }dééaﬁténdosa el
sabrenadante gue conte%ia a lo;‘hyevecillqs. ELl macer;ﬂﬁjfﬁétﬁésg;géhdido
varias veces Mas 5ni.25 ml 'de”»PBS, repitiénﬁo;a,eitiﬁrééédiﬁiéﬁ#é"de

agitacidon-decantacion, hasta  gue " con  ayuda  del microscopio. ‘no se

observaron huevecillqg__ 
sobrenadantes Fue?on'ﬂezq;éﬂ
para sedimentar a los bqe;é;1irési fué
resuspendida en un pequéﬁb éé}c, ;hésia su

uso.
I1.4. ﬁlslamiento;ae‘losx
Los blogues embriufdvicos,-Fuéron¢',ai iédosf 5igu§éndo la {éqnipp

descrita por Morseth (18965, con algunas;hbdificéciones. La suspenslénkde

huevecillos fué contada al microscopio. o6ptico usando un  hemocitémetro de



Proglétidos oravidos de Taenia saninata

|

|

I a) Maderacién de los proglotidos
{b) Sedimentacioén
A S
l

e
obrenddante. ..
huevecillgs ).

Precipitado.='p [
(serdescanta

| SOt
Sonicacién 30 min
!
L
t
({Repeticidn de los 4 pasos anteriores?)
I

- e EIEE

BLOQUES EMBRIOFORICOS . EMBRIOFOROS COMPLETOS

Figqura 5. Metodologia utilizada en el aislamiento de bloques embrioféricos y de
embrioforos de huevecillos de Jaenia saginsta. Solucidén A = pepsina 1%; NaCl
@®.85% v HC1l 1%. Solucidén B = gancreatina 1%; bicarbonato de sodio 1%Z3 bilis de
buey 2% vy tripsina = 0.047%.
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Newbauer , sumande - los: numeros determinados en los cuadros de. 'los cuatro

extramos de 14 camara (E@.cuadro l“ﬁuma%d?iotéi555 divié£6‘én{}e,4'y;Se

hghabb  dé'hueyécifloé?éor ’m1—K1a

Finalﬂéntéﬁéd. ﬁdlﬁiglicbipéﬁ] la

dé:fgérélei:cénteo; yygor;ei volimen final
total de la suépé;$;6n{;élunuméroraé thVecilios cbgenidos,de cada ejemplar
de T. saninaia Fuéwde §§;oki;aaémeh£e cuatravmfllopés Qrfse Quqédaroh como
lotes individuales. Céda lote de.  huevecillos se lavd 5-10 veces en sagua
destilada, por centrifupacién a 3,500 rpﬁ; dgréﬁte 3 . min a tempéraﬁura

ambiente, cada vez. Posteriormente, los lotes 'se lavaron dos. veces mas,

las .

centrifugando “a S@0@ ' rpm, constatidndose sen:: microscop

huevecillos estaban libres de Pestoﬁ dEutej

Para la liberacidn ae"“igg;

0.85%: HCl al 1% v pepsina al 1%
“A"  fué eliminada madiante ‘tre

cada vez. Los

centrifugando la suspensidn .a
huevecillos fueron entonces

1%z pancreatina al 1%; biils’ﬁ ina  al ©.04%, pH 8.24),

durante 1 h

centrifugacion en agua

due contenia embriones v

a 3,800 rom, 18 min,
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eliminadndose el sobrenadante ' por decantacidn (el precipitado  contenia los

blogues embriofdricos).

Con ei_»

repitieron las ‘inc : d espués’de - lavar

tres. -veces com

bricféricos
fueron secado

usa.

~sometiéndolos a -un

210.85%; pH. 1.17, para

‘constatada al

microscopio de

v centrifugacian a 3 .50@ rpm . por. ada‘vez. Después del Gltimao

lavado, la muestra fué resuspendida ua destilada v sonicada

como se describié anteriormente; ;ddééntaf3diﬁinf para destruir restas de
teiido u oncosferas resistentes al’ éé;ﬁ;zéLséHiarica.'El material sonicado
fué centrifugado a 3,500 rpm, & miﬁ, desechandose el sobrenadante. El
precipitado aue contenia fragmentos de embrioforo fué secado y almacenado a

-20°C, hasta su uso.
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I1.6. Analisis de aminoadcidos:?

El~confgnxdo deﬂam&hoééiaoﬁ,de bloqueé—emﬁriqfoﬁ

enteros se “realizd ‘'siouiendo 'la técnica  de Spackman

modificaciones. Muestras de’ ambos materiales .fuaro

a un tratamiento con “4cido  trifluoroacético”

solubilizacién de las proteinas de ‘los ﬁloqueg;‘

Desbués de _avaporar - el ‘dcido

embrioféricos , fueran 'hidrolizédos~eﬁ“

11@8°C. Las muestras fueron secadas en’u

Pasteriormente, ambas muestras - fuaronireas

la solucion amortiguadora de ab;gca
oH 2.2, utilizandose 35 ul d.; 13 mue
muestra de blooues embrioférigosi
analizador de aminocacidos (Dgé%ﬁ

soluciones de citrato de sodio para

3.25: con 0.2 N de Na, pH 4.25 v y ﬁdgfefminar

el contentde de cisteina de 'hlbques

embrioféricos v de embrioforos

eviamenie con
que  produce la
pasterior

digestion en HC1 6 N.
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Debido a la escaséz.de material, no fué posible determinar e igualar
la cantidad idé:proteinéﬁ aplicada al analizador en cada muestra. Por lo
tanto, loé‘_fpeghltéﬁéﬁﬁ‘dbteﬁidos de los cuatro - analisis (bloques

embrioféricos .y embricforos” enteros.con |y sin acido perfdrmico)-.fueron

igualados en{re‘ii,’ las  nanomolas de aminodcidos fota;ménte

Epﬁ_ﬂCl {asp, glu, ala y. gli) (Crestfield; ét7a1A

et al, 1863 7. ,Eiicbhtenidb?~de L aminoacidos dsl maﬁerial;cementapietﬁfué

determinado qalcuiaﬁddvla dlféﬁancia entre el contenido de los embfioforo5

y el de los bléqdeé_gmhh

l.os resultados _seran ref dé-am;h‘édido,

obtenidos al dividirflgé.pahohdlés'édfféspcﬁigaFés g Eédévﬁnb"ehééefl
de nanomolas totalesi(a ’ do o aminoéegdﬁé);,fambiénf#aé éalculér‘el
porcentaje de szgfr;::q : 7
partir de Eu confeniéd*

cisteina es azufre.

II.7. Taxonomia ﬁuméric;:

Debido a que algunos autores kver seccian 1.5) han propuesto gque la(s)
proteina(s) de los blogues embriof6ricos: son del tipo gueratina, se hizo un
analisis de taxonomia numérica para estimar-.el parecido de estas proteinas

con la(s) proteina(s) de 1los 'bloQues embriofdricos, por lo que se
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recopilaron. de la . literatura los contenidos de: aminodcidos. de alounas

queratinas., sedas - dsi.como de dos proteinas plobulares.

entra ellos v de acuerdo a los . valores da’sus cientes de correlacidn. . .~
Los datos que se procesaron fueron los | e los édontenidos de’aminodcidosde

todas las proteinas, incluyvendo a la(s}

embrioféricos.

En la fipura 6, se ohserva el grocedimiento seguido por-la:computadora;para

é édhstFuiad
un dendotirama, el cual inéluyé éi,ééfndléﬁﬁde la:
hiperbélica, ocue sa llevd a cabo siguiendo el

Berinper, 19739. Cabe mencionar que. el uso

hiperboélica, amplifica las diferencias entre los elementos que’ se’comparan.

I1.8. Solubilizacién de las proteinas de los h}oqugsfémﬁﬁ}oféripéﬁ‘{?1@. 7):

La solubilizacién de las proteinas de ‘los blogues, ehhﬁibf&dicos se

efectud amlicande dos tratamientos guimicos d;féréﬁ{é
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(CoeFlcientes de Correlacion)
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CONVERSION DE LOS: UALORES
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Figura 8. Metodologia 5egu1da por la dompﬁtadpré?ﬁéﬁa 1la construccion
matriz de correlacidn. S I T -

E'CO?RELﬁCIbN;

de una



BLOQUES EMBRIOGFORICOS
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Incubacian con: NaOQH 0.1 N, 24:hs. -~ ) Incubacidn con ‘dcido perfoérmico,
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e Evaporacién;del.HBr04 con
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! Dialisis ‘contra Tris—glicina. i A
! temperatura ambiente: : i
| B ‘ . ) B
! ! R (T ‘
Di&alisis contra Tris—glicina | Centrifugacién:a 3,560 rpm,t5 min
a temperatura ambiente H - SRR TR S .
| ' [
P R 0O T E T N A 5 0 L .U B L E

Figura 7. Metodologia utilizada en la solubilizaciodn de  las proteinas de
bloques embriofdricos de Taenia saginata, con los siguientes tratamientos:
adcido perférmico e hidréxido de sodio 2.1 N y @,5 N,
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1.— Solubilizacidn con Hidréxido de sodio: Los blogues embrioforicos

correspaondientes a 30@;@@@1 husvecillos , fueron @ncubadcs an . 108 ul

de NaOH @.1. N,

temperaturd}f" incubacién 'la

centriflpada a 3.50 bA#cﬁlécfénﬁb’éd’

el sébrenaﬂaqtg v

e le'aghegafbn3:1ﬂﬂ 4l de HECL @.1.

1 NaOH'y se dializé a temperatura ambhiente

formado . de 1la ,réacdiéﬁ! Al

precigitado; as brqfeinas no . solubilizadas

agfegafén ’} ,'NéOHVAQ;S,N, ‘incubAndose -~ durante 24 hr en

véhtex.'quteriormente: sa le  aoregaron 100

eutralizar la‘accidn . del NgDH v ‘se’dia}iié

contra Tris-gl temgeratura ambiente gara eliminar las sales

formadas Ei‘ﬂiélizadde “dividié en dos alicuotas y se ﬁlmécéné

a -2@°C hasta su lsc.

cada 200 ul de perb*ido"aé;
temperatura ambiesnte antes ;de,%,

agitacién continua: eon vértex;wa

como el HBr, fueron enfriados previamente en hielo seco con acetona
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para evitar desnaturalizacidén de las groteinas. La neutralizacién se

llevdo a cazbo manteniendo una  agitaclén enérgica: con vértex -para

después secar el
Finalmente " 's&
temperatura ‘ambi

almacend a'—Zb

I1.9. Electrofords

(SDS-PAGE )
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Los reactivos fueron agregados agitando continuamente. La
nolimerizacion fué iniciada al agﬁégar 30 ul de N'N’N'N’tetrametilendiamina -
(TEMED) y ~ se vacié  la i -mezcla en'una placa para camara’ da;electﬁofaﬁesis

(BIO-RAD) previaméqté.arhadé}'lp&qsigg;éndo,la _pol[merizaciéh:dﬁrantgr‘36

min.
Mezcla parafl
Parsulfato de‘ambn{dvﬁ 10 ma/mlt
Los reactivos fueron agregados 'Vagitaﬁﬂd., La

pnolimerizacién fué iniciada al aagregar 10.ul
en la placa de la céAmara de electroforasis bre. al gel. separador,

dejéandose polimerizar durante 30 min.

Los dos compartimientos de la cémar,

con una solucidon de:

Tris-glicina . oH= 8;5.;.;...,..ii1;..Q;5 ..... e eieiee e 300 ml
SDS Al 10%. . it it i ittt i e e 12 ml

aforado a 1.5 1 con agua destilada.
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A su vez, larsqlucién‘dgnTniﬁ—gl;cina;pqnﬁeniarIZQ,HQ-Tris—hidroximetil—

por adé_lifﬁofdéragﬁa dééiilada;

aminometano + 57.6 g:de ‘glicina.

Antes - deir
(proteinas solubi
proceso’ désnatur

mezcla siguientes:

505 .
EDTA. Cacido
Me%éépfﬁétﬁnéi;l

Blicerolis. ivisssas eanes

Azul qé,brpmdf¢noiQ..‘

A 100 ul de cada una de lés muestras tratadas con NaOH ©.1 N, ©.5N &
acido perfdrmico se le agregaron 50 ul de la mezcla desnaturalizante y se
incubaron en bafio maria a ebullicién durante S5 min. Comoe patrones de peso
molecular se utilizé una mezcla de proteinas conocidas (BIO~RAD), que

contiene:
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Proteina = ; . Peso. Molecular

Fg§fpfilasa‘85

Albumina sérica’ bovina

Tanto
aplicadas a los geleé, corriéndose: tente de

20-40 mA aproximadamente durgntaﬁqé 3 ‘bromofenol

las
bandas protéicas fueron reveladas’ A ,g‘igﬁdo la técnica
del Nitrato de Plata. Esta técﬁ§ - t cantidades de proteina

en el orden de los ng.

La técnica utilizada para la .t;nciéﬁ‘ de la{s) proteina(s) de los

bloques embrioféricos fué la de .. Dakley -y  cols. (1980). Debide a la alta
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sensibilidad que alcanza esta técnica, los geles de poliacrilamida fueron

mane jados ‘con guanjés desde. el  momento de sacarlos de la camara’ de

electrcforegié},Lbs'geles,fueron colocados. en un recipiente de vidrio sobre

un agitaﬁor}rbt torio.. manteniendo” agitacioén dontinua. Cada." ung de " los

reactivos fué filtrado inmeédiatamente antes de usarse.

Inicialmente’, "la 'V%ﬁhécibifadas

sumergiéndo lDS'QeIeﬁ{é de acido

acético, durante 10 min. geles ‘en

una solucidén de xsopropanol

proteinas se .realizé sumergiendo los geles durante

amortiguada con 10% de glutaraidehido (40 ml de gl tar
ml de NaZHPO4 0.2 M, 3 nl de NaHZP04 0 2 M y 36
exceso de glutaraldehido se eliming
con agua destilada.

Primeramente se hicieron 4 cambios cad po terzormente los geles

se dejaron en 400 ml de agua destiladadurante toda la noche. La tincidon de

las proteinas se realizé ‘con una’ " ién argéntica ‘amoniacal recién

de NaOH al 0.36%Z y 4 ml de

preparada gue contenia 1.4 ml de NH4DH _ml‘
AgNDO3 al 19.4%, aforada a 100 ml- con agua destllada. La tincidén se realizo

sumergiendo los geles durante 15 min; El exceso de colorante se elimind

lavando los geles exaustivamente con éguaiqéétilada. Las proteinas fueron
reveladas con una solucion recién.,ﬁﬁeparaﬁa'de ‘écido citrico al 0.805% vy
formaldehido al 0.019% en agua destilada, durante 12-15 min. El revelado se

detuvo lavando los geles varias veces con agua destilada.
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IX.tt. M;cﬁoscébga;gleétrénica;

Una muesthéde' hloques embrlofor;cos— fue incluida en. Epon 8207 sin

fijacion nirrnosthJaCLOn Drevxa. Una -vez incluidos, 'se obtuvieron cortes
semifinos y finos en un ultramxcrotomo LKB modelo 88@8. Los cortes se
colocaron. en rej 111a5 de cobre con malla del 408, y fueron observados en un

Microscopic glectrénico de transmlsién (ME), JEOL, modelo JEM (08B,

I1.12. Analisis elemen{al de.rayos X3

Una muestra pequeﬁa‘vde :;fQéwldép’ﬁ‘taq§

en
rejillas de niquel (para
cinte conductiva adherida - L

una evaporadora JEOL, modeiO“JéS leéyé a

cabo enfocando los bloques en un ‘microscopxo electr ni o‘de barrido JEOL,

modelo JSM 35C, con dxspositlvo KEUEX para“v".‘
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I1.13. Espectroscopia de-infrarrojo:

elzespectro; . de ébéorcién én  ;nfraﬁnojd_de 7105 bleques

embrioféricos’ iy e ‘otras pﬁ&teinas (alblmina sérica bovina, 7Hehbgibbina

humana, Quéraﬁg  65; ﬁﬁés y“lana de merino). Muestras de cada. una derlaﬁ;

proteinas fueron . aplicadas “sobre una de las suparficies dé,,hasti_las;de

bromure de potasio y se analizaron por separado en un espectrofotom

I1.13. Ensayos inmunoenziméticp en pape

Se realizaron ensayos inmunpenz}méticésiéébf%fﬁépel de nitrocelulosa
siguiendo las técnicas de inmunopuntb dé;égitéé“ por Hawkes y cols, 1982;
Herbrink, 1982 y Stenberg vy col§,,Yé8§ ﬂé;;dt;f‘ééron muestras de blogues
embrioféricos y de proteinas solubillzadés pdﬁ égido perférmico, enfrentadas
con anticuerpos anti-~gueratina de e;fréf; cérnéo de pie humano (Dako Corp.),

de acuerdo al siguiente protocolo: Un millén de blogues embrioféricos en



—Z 8-

PBS pH 7.4, con ©.3% de tween-20 (polioxietilensorbitanomonolaurato)

(PBS-tween) ‘6315(5)‘ proteinals) solubilizada(s) por Acido perférmico a

partir “de- L killéh}‘dﬁ, bloques .y . resuspendidas en  PBS-tween, . .fueron

fgualgs,;sbbre 14. pozos con papel de nitrqceLhioSa

—Dotl(éideéd), dejéndose incubar durante 15 ‘min. fDéstés

de secar la soldcié “aplicando-vacio a la cémara, los blohues‘émﬁkidféﬁiédsl

o la(s) pro%éiné( sp{gb}rléaﬁaCs), fueron incubados 15~ miﬁ

sérica bovinéf‘él;v 'fﬁJ PBSftueEp, con el . fin de  reduc1

inespecifico. de ~165”ant1¢u§ﬁpos.~° Después de este . tiempo;

solucién amortiguadora de: los - pozos ‘aplicando ' vacio’d

.con_volumenes . de- 200

Posteriormente, se agregahoﬁﬂfow q1 HéfoG‘d

incubar durante | hr.a tembératﬁﬁ
El exceso de anticuerpo fué eliminado'm
para después agregar en cada pozo;’

conejo acopladas a peroxidasa, diluidas

th a temperatura ambiente. E! exdéso 1&5;1§é§uhd6 anticuerpo fué lavado
cinco veces con PBS-tween. La reacciéﬁ sev{reyelb agregando 420 ul del
sustrato alfa—-orto-cloronaftol a una concéntréc}éﬁ de .5 mg/ml (agregando
50 ul de H202 por cada 68 ml de prﬁociqréﬁafto};preparado) en cada pozo
dejando incubar durante 2 min, sprcximadgﬁahte. La reaccion enzimdtica fué
detenida secando los pozos al ‘aplicar vébio a‘la camara. Como controles
negativos algunos pozos que no ﬁéﬁteﬁfanﬂbiodues embriofdéricos fueron

tratedos idénticamente.
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La actividad de los anticlerpos " anti-queratina Humana.fué previamente

La ;ctiVidad:dé uarat na,humanar(bako”ngﬁ.3 é;é
probada por‘vensa;;s’de fihﬁif;éég“én Edr;é;~'défcéjinete
‘ ’fécn{ca déwLﬁduig; ki978).v‘0§rtcg Lde‘E um
b&éinéte‘ plantar de,'éétégfzﬁfeQigménte
wéaiopgﬁa g§0°C,

durante 30 min vy één,doé cambios de xilol de 1@ min més uno.de ©5 min con

etanol absolutof;Léxﬁenq dasa cnd

aena Fué_inacfiyada'inCubando

con 3% de peréxide’ de’Hidrégen 1hvﬁétaﬁcii§US§1Qio

durante 30 min. ‘Los’ | contes fueron hidﬁaté@ps :y:IaQad .mem‘,de

Tris-hidroximetil-aminometano pH 7.2, ‘con @.85% de NaCl (Tris-NaCl),

Inicialmente, los cortes fuenonvihduhadp con . suero normal de chivo,

diluido 1:20, durante 30 min, para .

’dbéi}uélvpegado inespecifico de los .

anticuerpos. Después de lavar. los.co inco veces con Tris—NaCl, se

incubaron con =l primer anticuérp g6dei'conejo anti-gqueratina humana o

con 1g6 de conejo normal diluidos -t @'af1:8@m (4 diluciones) en el mismo

amortiguador, durante 30 min..  lLos cortes Fueron lavados cincoe veces con

Tris-NaCl para eliminar el exceso del primer anticuerpo, € incubados con

Ip6 de chivo anti-Ig6 de conejo diluida 1:5, durante 30 min. Después de un

nuevo ciclo da lavado, leos cortes se incubaron con el complejo PAP:



per‘oxidasa—ant1p‘er~'ok><idasa preparada en-conejo.(Dako Corp.), dilqido 1:5: en. -

Tris-NaCls durante: 3@min Se'}'e.f’lim_’.i'no eilféx‘c'.“esoriﬁe*gamp‘z’lﬁnjci lavando los:

cortes con:@.:05 M:de fr'iéy'—,}pﬁi"'v'?.ll'sv\inl-N‘a‘C‘l £ Lareacc : ncuAb.érnrJq 8

los cor*tas‘corv—ilra!s? dj_.’a'rvx"i‘nb,b‘andiclji}n:u"(DhB):i(qgre‘g'e@hd 6 ulde HZOZ por Fade

ml de DhB,'avuvnaf‘ coﬁcéﬁ,tm‘:éién;_d‘é 7‘ s ‘u‘g/ﬂ‘l‘l?)fr.{n' FBS “durarite I_’Sv,_‘;rqjv.n. La

reaccidn se detuvo ,1iévarfdo. los cortes. cort v,‘ag‘uéwd‘u'sfilada"" Frla:

fueron contrastados con hematoxilina y montados en balsamo ide Canada;!

observados y fotografiados en. um micrescopio-optico.’
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III. RESULTADOS

La Lden{ifiéacibqidg‘ISSKéékrébllésfbb{éﬁiﬂos se Lleve aléaho contando

el numero-de-ramas uterina “en’'lo& proglétidos pravidos. Puesto que ninguno.

de dos-revisados ipresentd’ menos de. 16 ramasiuterinag

concluyé nue’ se trataba de‘especimenes de-T. saginata..

Los huevecillos' - fue
grévidos (Fig. 8A).

huevecillos extraidos brgsgntaba:.

proglétidos. En cambio, 155’ffﬁcé{ong$;bbféﬁidé‘ v
de embr;oforoﬁ-apaheCLénjl;bﬁéa‘dél;gsfbs“éé uleres

Los resultados del analisis . dé'ﬁ'aminpécido; de 105 blogues
embriofaricos (Tabla 1), mostraron que lals) proteinal(s) que los

constituye(n) presentai(n) un contenido considerablemente alto en residuos
de cisteina (10.5%). Otros amincacidos aque resultaron abundaniemente
representados fueron: glicina (18.9%), acido glutamico (17.7%) vy serina
(11.2%). El contenido de aminoacidos del material cementante mostrd altos
porcentajes en residuos que confieren susceptibilidad a proteasas gastricas
e intestinales: arginina (14.2%), lisina (9.4%), fenilalanina (12.5%4) vy
tirosina (4.0%) (Tabla I)>. El contenido de azufre de los blogues
embrioféricos, calculado a partir de su contenido de cisteina, resulté ser

del 2.7%.



F
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Figura 8. A, Secciéon de un proglétido gravido de T.saginata. B, huevecillos

extraidos de los proglotidos.
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Fiaura 9. A vy B. Fotografias da bBloques embrioférices de huevecillos de Taenia
saainata. (A, al microscopio de luz ; B, &l micrescoplo electronico de barrido)
C. fotografis de embrioforos de Tasnia 3 ginata, vistos al microscopio de luz.




Tabla 1I. Contenido de aminoédcidos del embrioforo de huevecillos de Taenia
saginata.

BLOQUES EMBRIOFORICOS . - -'MATERIAL CEMENTANTE+

asp
tre
ser
alu
proe
gli
ala
val
met
ile
leu
tir
fen
his
lis
arn
cis

trp

= & 99w o Ry

ZSPOONEWNDHS LS HSS®

DENANNSNU-LOS WS B NY

ZOSD -5 WIS~ & DT

ZO N 0N N U NS U1~ O
TOMSNNANN 0SS NS

« Este andlisis se obtuvo por diferencia entre los contenidos de .aminoacidos de
embrioforos v de blogues embrioféricos .

= gitios sensibles a pepsina = 16.5%

= 5itios sensibles a tripsina = 23.6%

= determinado como Acido cistéico.

TR @
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ﬁléunos:‘éutbres han*‘pfopueéto qﬁe los - bloques embrioforicos estan
constituidos por:;na proteinaksemejante a-las queratinas (ver seccion I.5).-.
Se realizéthﬁéﬂéoﬁpgrécién énfre ei—contepidb de'amxnoacidos de los bloquea
embrioféricos obtenidos en este trabajo y ‘el de varias queratinas, sedas y;

proteinas globulares. Vobtenxdos de la llteratura (Tabla II). Para ello se.

emplearon métodos de’ taxonomxa numérica (analxsls matricxal .devpromediosﬁ

Johnson, 1967).. Los valores de' la matr;z de‘

correlac;on (Tabla iII);

permitieron establecer el dendograma’ mostrado fgn l Figura Ti@), dge'

distribuye a las protaxnasf comp?radas en tres grupos. ‘El grupo A ‘que:7

incluye a las sedaa,,presentarel_'éyin‘grado de 1dent1dad (984) antre todas

las proteinas estudiadas.  El grupo ,C;, constltuido por queratinas,.de

mamiferos (lana, pelo y cuerno) presento de 97% a 95% de identidad. El

grupo B, constituido por proteznas con: una: enor 1dent1dad CPT4) incluye a

lal{s) proteina(s) de los bloques embriof ricos y. a las queraiinas de pluma.

lLas proteinas globulares Y una’ lana dE‘ mamxfero (Lehninger, 1975)

presentaron un grado de corrélaciéh,del‘Sl%“o’menar:

Los estudios de SDS-PﬂGEben‘ngndicionesiréducforaﬁ (en presencia de
2-mercaptoetanol) del matarial‘;isdihbilizéaovxké, partir de bloques
embriofoéricos, mostraron resultadégﬂéé;;;#9{%}@&H?gﬂgq;ﬁcidenies entre si
(Fig. 11). Tanto la solubilizadién éonv acido peréérmiéﬁ como con hidréxide
de sodio, presentaron dos bandas ”prinéiﬁélés con ’pesos moleculares
aparentes de 56,000 y 65,000; ademas de varias bandas menos prominentes y
de menor peso molecular. El mismo patron de bandeo se obtuvo cuando la

electroforesis se corrid en condiciones no reductoras (datos no mostrados).
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Figura 10. Dendograma que relaciona las prpfeinds de Yos Bloques embrioféricos
de huevecillos de T.saginata con queratinas .y sedas. - ) ' -

A, B y C= grupos de proteinas.
PBE= Proteinas de los blogues embriofdricos.
NC = Niveles de correlacion.

Taemadas de Lehninger, 18975 (2 y 6); Fasman, 1963 (7 y 8); Harrow, 1847 (5);
Haurrowitz, 195@ (2,3 v 4); Corfield y Fletcher, 1969 (11) y Cunningham, et al,
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Figura 1. Gelas de poliscrilamida tefidos con nitrato de plata. Carriles:
2-4, proteina(s) ce leos blogues embrioféricos en condicieonss redyctoras con los
siguientes tratsmienios: 2, hidroxido de sodio 0.1 N3 3, hidroxide de sodiec ©.3

N y 4, acido perférmico.l, patrones de pesos moleculares.
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Las imagenes de cortes no tefiidos, de 1los bloques .embrioféricos,
obtenidas en el microscopio electrénico de transmision, muestran una: alta

densidad electrénica intrinsséa a los blogues * (Fig, 12). Lo éntéﬁibhille&é?

a pensar. que: Jbléqﬁéstpodrié(h)j.prqgenta

“explicara su gran densidad electrd

osfbloqdés_fémbnioféﬁxéos fueron:

responder esta

analisis element X...Los resultados demuestran

1300 ﬁsimlsho;‘eété,metodéibéia"

los res dﬁbé‘ﬂeféis{efna

c

un.

Se realizo

blogues embrioférico

(gammaglobulina bovin -gquerat ina
de ufas). Como se ohserva’en todas las

proteinas son parecidos “entre

cocientes de absorbancia de los:gr CfO[SQH y_N—H/S—H para cada

proteina (Tabla IV), los valores corresébnﬁientES'aflas'queratinas (lana de
merino y ufia humana?) y a los bloques'embrioféricosvsdh similares entre si

¢1.2-2.2), y claramente diferentes de los correspondientes a las dos

proteinas globulares (2.6-6.2).

Con el fin de evaluar si las proteinas de los blogues embriofdricos

tienen alguna relacidon inmunoldgica con las queratinas, se utilizaron



Figura 12. Fotografia al microscopio electrénico de transmision de blogues
embrioforicos de huevecillos de L. saginata.
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Figura 13. fi, Espectros de absorcion del silicio (5i) y del azufre (S5),
localizades en una muestra de bloques embrioforicos. B, Control (rejilla de
niquel sobre un porta-aspecimen.

Ni= niquel
KEU= Kilo Electrén VUolts.
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Figura t4. Representaciéon grafica de los espectros de infrarrojo de diferentes
proteinas: a-d, realizados en un espectrofotémetro Perkin-Elmer 589-B; e-f,
realizados en un espectrofotometro Nicolet. Se sefialan los enlaces localizados
y la absorcién de las lonaitudes de onda correspondientes.




Tabla IV. Comparacién de los . cocientes . de absorcién - en ‘infrarrojo de-"los
blogues embrioféricos de huevecillos de Taenia saqinata y de varias proteinas
de vertebrado;. R L . . - AU IR AR s

ENLACES
OH/SH

CO/SH

NH/SH

fbreviaturas: B.E;, blogues embriofdricos; Q.L., qdérat!nas de lana de merino;
Q.U., gueratinas de wufa humana; " Igs.H., ‘gammaglobulinas humanas; Hb.H.,
hemoglobina humana.

ioféricos  de-

Tabla V. Comparaciéon del contenido de \;zﬁfhei”de
blogues

huevecillos de Taenia saginata 'con'los .contenido
embrioforicos de oiros ténidos. TeEETT

logues. em
Ldeazd

CESTODOS

T. saginata

T. hydatigena+*
T. ovis*

T. pisiformis«

* Morseth, 1965,
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anticuerpos .anti~queratina en ensayos enzimaticos de inmunopunto. La

actividad vy espéciﬁicidad de los. -anticuerpos anti-queratina humana -se

comprobd - mediant o:i-delinmunoperoxidasa en"cortesrdel cojinete-

plantar de.r ’lﬁbéérQa,en la figuﬁa v15,rlds antigughbosb

ratén. - En-- los
les
‘nﬁicuérpos (Fig. 16). Este mismo resultado se
obtuvo en los‘exﬁanimeh§§$ éﬁfib5'~que se enfrentd el matarial‘sélubilizado

por écido,perférmidd_ CanLos anticuerpos (Fig: 16). Cabe hacer notar:que

se obtuvo un - gran pegado.  inespeciico de los anticuerpos a los - bl&quES

embrioféricos y al materiai soiubilizado a pesar  del blaﬁueo phevib con

albumina sérica bovina.




Figura 15. Ensayo enzimatico de inmunoperoxidasa indirecta, mostrando reaccidn
cruzada de anticuerpos anti-queratina humana y cojinete plantar de ratén.

E= estrato corneoc (queratina).

.hk

~
or
.0
-
=}

: 1 2 3 5 6
L ® © O ®©@ © o © O © G
 ©® e D ® © @ 3 O O O

anti — queratina gammas de
conejo

Figura 16. Ensayo enzimatico de inmunopunto (pozos por duplicado), de izquierda
a derecha: los pozos 1-7 contenian bloques embriofdricos mientras que 8-1@ no
tenian. Los anticuerpos aplicados a los pozos fueron: 1,2 yv 3, IgG de conejo
anti~queratina humana: 136 ug, 26 ugy 13 ug; 4, 5 y 6, gammaglobulina normatl
de conejo: 130 ug, 26 ug y 13 ug; 7, PBS-tween: 8, anticuerpos anti-queratina
humana: 130 ug (pozo superior) y 26 ug (pozo inferior); 9: gammaglobulina
normal de conejo: 130 ug (pozo superior) Yy 28 ug (pozo inferior); 10:
PBS~tween. Todos los pozos fueron incubados con Ig6 de chivo anti-IgG de conejo
# peroxidasa. Como sustrato se utilizd alfa-cloronaftol.
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IV, DISCUSION

La diferenciacion —énfreiZésbéé;ﬁénes:qgf'f:saginéfa )y’ T;§§;1hm ‘es
sencilla cuando Se‘fecupéraiglk égcd;ek;¢yé‘que ;la primgfa>caréce‘ de ‘los
ganchos rostelares cataéteﬁis?lqo;zdéjlg.tggié sol%téri;g éugsio‘qyginoAse
obtuvieron los escélices de l&s espécimenes qtilizados‘en este tFéngo, ila
identificacién de especie se realizd cohtandb el nuamero de‘ramas u{er;nas

laterales en proglotidos gravidos. Sin embargo,' puesto .gue tpdoS? los

progloétidos revisados presentaron .mas de 16 ramas uterinéé’ﬂfuér'

de sobreposicioén de.ambas especies: 11-13). 7 (Beck y Davies

asegurar que pertenecian a.la especie 1.§aginatg.

El método empleado paréhé
(Morseth, 1965), imita las condic

del huésped intermediario. de-la fueron

sometidos a incubaciones sucesivas. . c imtYando la

secuencia digestiva durante su b556 del nt stinb'delgado. La
gran pureza de los blogues embrioFérib¢S’obténi ,neéalta su resistencia
a la accion de estas proteasas en‘édntra pn'lé» shscéptibilidad del
material cementante.

Para que 21 huésped bovino adddie?aﬁl R étiéeﬁcoﬁis, se requiere la

liberacion y activacion de los embriones . durante el paseo de los huevecillos

por su tubo digestivo. En ceonsecuencia, la disgregacidn del embrioforo debe
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ocurrir dentro de limites temporales bien definidos, por lo que, seria

razonable-esperar‘qqe:su notable éusceptibilidad a las proteasas digestivas

tenga uhrdl” u frétq{moiéquiéng _Eltahélléisfdé aminoacidos-del material

cementante. ap f‘hférééahtef E1l-40% del’ ‘contenido total .lo

constituyen!>t' .Confiérén'sensibilldad; a pfotaasas digestivas:

tir: 4.@?:

liszo- 804% yearg: o 14.2% (tripsina).
Este,dato’éxpliéa ﬁbribfdro:se disgrega  rapidamenie cuando el

huevecillo ésté>én791 t géét;ybfdel huésped intérmediani6;v>

(Tabla I), se'enconffé":'
estructura de alfa-hélice es del 31.6 (ala:

(¢4

2% cis: 10,5%;" met: f.4%; his:.

61.5% de los rasiduosrqué la“aééééfébA

%) . Estos. valores

2.3%: ali: 18.9%s lis: 6.7%: argi 14.2%
sugieren que, a diferencia de las qﬁératiﬁgél gcaﬁdes régiones de la(s)?
proteinals) de los bloques, presenta(n) ﬁna ;é{Euthra secundaria distinta
a la de alfa-hélice. Por otiro lado, él :EOﬁienido de cisteina de los
blogues embriofdéricos resultd ser del 10.57%, comparable solamente con
algunas proteasas, hormonas y gueratinas (Fasman, 18689).

El contenido de cisteina que presentan las queratinas, por .ejemplo, es de
entre 6.8 v 29.9 moles?% (Bradbury, 1973). Este valor sugiere que, a
semejanza de las queratinas, la organizacidn de los bloques embriofdéricos

se mantiene a través de un gran ndmero de uniones disulfuro intercadena.

Adicionalmente, la gran rigueza en residuos de cisteina concuerda con los
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resultados de Johri kﬁ5575,y de Morseth (1965), guienes’

embrioforo ‘de ‘los huevecillos ‘de “varias = especie

intensamentes ‘con acido:perférmico de Schiffi

La comparacidn ‘entre el

embrioforicos con el 'dé{éréuné

pluma y una s, ‘peloy cUeﬁﬁo).

Cabe hacer notar, gug pluma;preséntan: cons:

diferencias con las qu

‘f'héﬁiferoé (kéﬁp «y;Rq§éh5;'

1872), por lo que- 5e¢éué;ﬁié;quej HénVé§d1;C1§néd4 ,;; fﬁ%ﬁaAfﬁq phFélglé
(Kemp, 1975). Todas las‘qﬁé?éfina;~ésfudiaaésqéu;d;FQﬁ“déangwjd;'uh misno
grupo (Fig. 10), excepto las queratinaé ae plum;rg éhélde1;a§ilana:.'5ntre
todas las gueratinas analizadas se observe uns siﬁiiith‘entre,el 47% y el
81%. El resultado de la comparacidon mostrd una marCaaa agrupacion de
proteinas idénticas {sesda-seda; pluma-PBE y queratinas de mamiferos) y no
asi de proteinas globulares (gammaglobulina bovina y hemoglobina humana) no
relacionadas con las proieinas anteriores.

Sin embargo, la identidad encontrada entre la(s) proteinal{s) de los bloques

embrioféricos y las queratinas de pluma _8e refiere al contenido de

aminoacidos de las proteinas, por ' lo tanﬁd, es necesario aclarar en

posteriores estudios si esta identidad. encontrada en el dendograma, es

real.
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El resultado del analisis de  aminodcidos de los blogues embrioféricos

de TI.saoinata  no  puede .ser  comparado con los correspondientes para

T.hxdatigené,:T;oV; v"isif mis, reportados . por Morseth (1965), ya: que

este autor solo-llévé:a caboranalisis cualitatives de aminoacidos.

En cambio, el contenide de azufre (obtenido a partir del'conteni&é‘ déﬂ
cisteina) determinado en lla presente tesis concuerda cercanamen{e'édn Ios
reportados por Morseth (Tabla V). Por otro lado, al compafar éiiéogtéhido
de aminoadcidos de los bloques embrioforicos de T.saginata y los de‘éanchos
rostelares de JT.taepismeformis <(Dvorak, 1968) y de Echinococcus gragulbéus
(Gallagher, 1864), (tabla VI) se observan mas diferencias que similitudes.
Sin embargo, todos ellos muestran un . gran cqntenlab de ciste#na; aunque el

reportado para los ganchos de [.taén;aeformis es ekcepdioﬁalmgnte alto.

Estos resultados indican que .‘a pe a queiehflbs t '5psfs€ trata de

proteinas altamente entrecrizadas

los bloques embrioféricos éstén:?oﬁmadps pﬁr/ ‘diferentes’ la(s)

de los ganchos rostelares.

La eleciroforesis en geles de poliécﬁil;midavdél materisl éoi@bilizédo
de los bloques embriofdéricos muestra . varias baﬁdés protéicas (Fig.11). Se
encontré una gran similitud entre los patrones de bandeo de los materiales
solubilizados por agentes tan disimbqlo; co@d el acido performico y el
hidréxido de sodio. Esta similitud slugiere que ambos agentes solubilizaron

una muestra representativa de los constituyentes de los blogues.
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tratamientoﬂdéfsolubiii;éciéﬁ,:e'
menor. Estos resultados ‘sugieren’ gue - los blogues -

formados por{ﬂos hroteﬁhas ﬂé_SS,Q@O d yrde 65.000 d.

En lBSE,iMorseth.ité§1126 %stud1os dé espectros;;pi
los blogues VemﬁrioféfiEQQH-dé Qarias eéﬁecies bdé -
comparar estés espectros cbﬁ los gorrespondienteé de?éfré;h
concluyo que las'hipques‘estapanrfpcmaqﬁgv poriyﬁavppojg;én?
queratinas. Sin embargo, en su comparaéibnv'Morgeth-sblo“.ihp;ﬁyﬁva~;f
proteinas (pua de puercoespin y ufia de humana ) y. a  un _ﬁ6l?5é§éFido
(quitina). Es claro que su conclusién.jestébpéséda en;évideﬁciasllimitédas.

Por lo tanto, en el presente trabajo se d§§1d16 ampliar la comparacidn de

Morseth, incluyendo en el estudio.a vdus"wprjko.t‘eihas globulares ademas de

algunas queratinas.

De acuerdo con los Eepéffadon" or;efh} sl espectro de los blogues

embrioféricos (Fig. 14) es més'parécid rélfﬂé,léé“queratinas (ufia de humano
y lana de merino) que al de las'pboteihég'gfobulanes (hemoglobina humana y
gammaglobulina bovina). Ademas,  los cocién{es obtenidos al dividir la

absorcion de los agrupes O-H, C=0 y N-H entre la absorcién de los grupos

S-H, son mas similares entre las queratinas y los blogues embrioféricos,
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que entre estos. .y laskproteinas plobulares (Tabla IV). En consecuencia,

jue 195 blogues. embriofdricos contiensn una

cé;ahiolahalizar con mayor detalle - la evidencia

e”eépectroscopia en 1nfrarrojo. Como™ cualqu1er

otro tipo‘de'espeéfroscbpia, la de infrarrojo solo provee 1nformacion sobre

la abundancia relativa de varios grupos qu:mxcos. Los resultados anteriores

semejanza con las queratinas, los

efectivamente indican que 'é

embrioféricos estan Formados_ roteina(s) ‘con’iunia to'conténxdp

de grupos S-H, dato'quérgprlyq ﬁéﬁés

de aminoacidos.

Es solo en este sentido qu REGRmAac 1on

disponible) gque una proteina‘de>1nvgr é brdté}nas qhe

hasta ahora se consideran exclusivas:de verte radoé superiores. Para llevar

més alld la snalopia es necesario evidencias mas directas, vor:

secuencia de aminoacidos.

Finalmente, los resultados dé’lés phuebas*ihmﬁnolégibas efectuadas con

anticuerpos especificos anti- queratina human fueron inconclusos tanto para

blogues embrioféricos como = para ;las prote1nas 5olub111‘adas con acido

performico, ya gque no se encontro reacciodon esp661f1ca (Fig. 15).
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Una observacion de este trabajo fué el hecho de que los huevecillos son

altamente adhesivos, . en-los ensayos inmunoldégicos, se obituvieron pegados

inespecificos de los - anticuerpos con los 'bloqﬁes embrioféricos
probablemente como resultade  de la adhesividad antes  mencionadai-Por otra
parte, si-bien -es cierto que los anticuerpos -utilizados fueron prot q;dos

contra queratinas de (esirato cérneo de"pie'hUMénq) unive feb‘adq éu erior

muy lejdno filogenéticamente arlos;,ﬁeiﬁinfd

gueratinas son proteinas altamente’ conservadas'a

(Fuchs y Coppock, 1881). Lpsxaﬁffcuéhpbs utilizad igieron’EeahciOnar

con queratinas de cojinéﬁé:hiépta ;ﬁ{éniénaosa resultados
(o fvex{stg.;ﬂén£idéd inmunoldgica
entre las proteinasAde~1§‘ gon;lééfqpégatinég de mamiferos. Siﬁ
embargo, no se puede desdaﬁ%é% éﬁéﬁigi fésﬁit&dqs‘negativos se 'deban’a la
pobre exposicion de idsi\ée¥éﬁhihéﬁ;gé3 ;nfiéénicoé -en los enséyq;_:cdnl
blogques enteros y (o) .a ’sQ' moa;ffcécién'fdurénte al Vproceaimieh{qv de
solubilizacidén, en los ensayos ”con1 ‘ﬁateﬁié}iﬂﬁolubi};zado por Acido
performico. En este sentido, el uso ,de;apt;cgéfbdgiéh‘futurbs estudios al

respecto, parece tener una utilidad limitada.’:

Los analisis elementales de rayos=X, . demostraron la presencia de
trazas de silicio en los bloques embribférices,; lo -que explica la alta
densidad electrénica cuando los blogues son observados sin tincidn al

microscopio electrénico. Sin embarge, se-desconoce la forma en que el Si se



—-42-

asocia con las proteinas de los. “blogues. Cabe mencionar que --en analisis

similares se han encontrade-trazas de .Si‘en 1os ¢orpusculos .

varias especies de ‘ténidos-(¢von Brand, et e

1969 Kegley, et al; 1870 y Balduin; et al, 1978

En el presente Se iniqia,éiAastgﬂ;6 de <1 om
huevecillos de Tagnia7saginétélﬁéhdrténﬂé'ﬁiqfqrmaciﬁ

mecanismo de la liberacién -delt .embridn..’: Nu

deberan ser respondidas en Futurésﬂiﬁ@éﬁﬁigadfby



V. CONCLUSIONES

Enzima§ quéstiva5‘tripsina y Ppepsina; lofﬁue '

huésped. ..

E1l.

embriofdricos que

comparacion dcn;.é{.si de

indica que’ a diferencia
proteinas de . los blog

secundaria diferente a-la;

Los datos de los espectros -

aminoacidos, asi como los drastic

hloques embrioféricos sugieren siructura. o terciaria vy

cuaternaria de las proteinas gque..lo sevhant;ene por un gran

entrecruzamiento debido a uniones

El material solubilizado de las bloques’ambripféﬁicbs‘esfé constituido
por varias cadenas polipeptidicas, de las 'cuales,'dos son las mas

prominentes y sus pesos moleculares son de 66,800 y §5,000. Una
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embricforices

posible interpretacién es -que - los

estan

constituidos por estas dos pbotg;n‘:
origiﬁaron por. . pProcesos:. -

tratamientosvempleadoé péfa

llos bloques- embriofa

les confiere una.alt
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VII. QUERATINAS

Las . gueratinas-son una - familia . de '~ proteinas” fibrosas exlusivas- de

verlebrados superiores; reptiles, aves y. mamiferos (Fuchs, et aL,‘:L
principal funciodn- asfdrqtec%ora‘ como..en - la piel, ' plumas, cuernos

garras, etc., (Fraser;,IQSB). La funcion protéétora de’ las ;ﬁherat;n é se

debe principalmente a su gran resistencia fisica y quimica, prépié&éd’ﬁué se

componen y  en segunde’ -lugar - a -la .estructura cuaternaria; ya
moléculas de " estas proteinas poseen un x;ltorgrado“de'%ghtnecrﬁzémieh{o'pof;

puentes disulfuroe 'gue forman = ..un ‘iretiéuio tridimensional

{Fraser ,1869).

Entre las pbopieda&eé,ﬁiéiqd S queratinas

contraccién, extensién; plaétié;aaé} ke;éjéciéﬁ;‘fdréién: etc;; a ias,ﬁge'sé
les ha dado el nombre de propiedadéé meCanoquimicas (Crewthéf,‘et al, 1965).
Estas varian dependiendo de la concentracidn de azufre en las fibras de
queratina, de factores ambientales como la humedad y la temperatura asi como

por la accion de algunos agenties guimicos (Crewther,et al,L!1868).

Existen dos grandes grupos de queratinas, las extracelulares y las
intracelulares. a) Queratinas duras o extracelulares?! las gueratinas de la
lana han sido las queratinas més estudiadas por la importancia que tienen en
la industria (Fraser, 1968). Estas proteinas difieren en la morfologia de

sus fibras. Las gueratinas de lana fina estan compuestas de fibras formadas
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por dos tipos celulares, las células aplanadas  que forman la cuticula -y las

alargadas que_‘forhan la cbrieza, las células corticales son. fusiformes vy

estan formadas‘pdr :midnéfibfillas que a su vez se forman:dérpfqtéf b 1§5

(Fig. 1) (Fﬁaser1ﬁ_l$59). En fibras de lana mas gruesas o éanlpEaéf'dé,:

cabello, existe in tercer componente celular gue constituye - la medula.

] St e . . . ST T e
cuticula estd formada = por tres capas! la epicuticula, la -exocuticula 'y la

endocuticula, estas tres capas se extienden longitudinalmente a-16

la fibhra y estan - separadas de la corteza por un complejo memhranai'celulér

(Fig. 2? (Roger, 1959). En fibras finas, la corteza'esté”H(QEQIE

secciones, la ortocorteza y la paracorteza; la.corteza “esta delimtiada por

un complejo membranal:,celular . en éll‘. e me: el

intercelular, este cemento intercelular; parece

(Mercer, 1961}, -

Al examinan las ﬁFibFés d

observan sitios de,refiéxxon'ésﬁrc adas negglabéé'a 1o largo de

la fibra (Susuki, et al; 15?3). §§5 flbfaS"défqpéréf;h;‘égténdidas y sin
extender (propiedad de elasyicrdad) pféééhfén‘ un. patrén de difraccion
diferente en los intervalos de los'sifibéi de reflexién. En la fibra se le
1lama patron alfa y tieme un intéryalo entre cada sitio de reflexiéon llamado
espacio meridional o traslacion aSiSI (espacio en direccién al eje de la

fibra) de 5.1 A. E1 patrdn de la fibra extendida se llama patrén beta y

tiene un intervalo de 3.25 A entre cada sitio de reflexion (Fraser, 18868).

El patron alfa o estructure de alfa—-queratina implica que los

l-aminodcidos se enrollan formando una hélice que rota hacia la derecha,
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Fig. 1. Fibra de lana de

Tomada de Fraser, 1869.

~

Fig. 2. Complejo membranal celuléf.

" Tomada de Rogers, [195S.
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correspondiénﬂolrnié posicidn'lfalvcghbono beta. El santxdo de la secuencia

—-CONH~ a lo L ser al azar como’ . entre las moleculas

vecinas de’ W patron-gheta Tl estructura -de
heta-queratina

““cadenas alternadas -es paralela

(Crewther, et al,*léSé

gue las bandas correébohdieﬁtes :loéiehlaées -C0-. v -NH— estan orientadas

preferencialmentemén‘ forma>paralala‘ lﬁeje' de la molecula (Susuki et al

1873). Los pajaros y los repti es pueden producmr ambos txpos de queratinas,

mientras que los mamiferos" solo el tipo alPa (Fras r

Cuando las queratxnas dé la 1ana ‘sen’ solubili at

separar en dos- frac31ones prxncipales, una de las cual

1a otra tiene menor contenido de este elenentc (C La

fraccidn de bajo contenldo de a’ufre en

'consi i

tanto que la fraccion,enrtquacid;,gn‘ lohulares

(Fraser, 1969).
LLas proteinas de bajo contenido :énfoliadas en una

estructura de alfa-hélice, como muchas fibrosas, mientras que las

proteinas de alto contenide de azufre mo-cordones organizados

al azar cuando se encuentran en soluc 0 son capaces de formar
alfa—hélice cuando estan en contacto’dor lvente gue favorece dicha
estructura (fFraser, 1969).

La concentracidén de azufre varia prlncipalmente en . las proteinas de alto

contenido de azufre sobre _.todo entre gspec1es>y ~aun dentro de la misma
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especie, dependiendo de la  dieta del organismo (fraser, 1959). Por
reacciones de alguilacidén, que consisten en reducir los puentes disulfuro
con tioglicolato - a-la ‘forma tiol,. se'forha ‘"la’ querateina-, quyos‘pqentes
reducidos pﬁedén estabilizarse éon_ibaoacetatc para - formar S—carﬁbgimetil—
querateina., €i las proteinas S-carboximetiladas contienen  una meééla, “de
componentes de alto .y bajo: conténiao de azufhe;, se lés;puéde,‘séparénAéon,
acetato de zinc, ya que las brofglnas':aéibajb'1c6h{enid6 de aédf{g ‘Eé

precipitan y las de alto contenido pérhanecén‘en:so}ucién'(Bradbury, 1973).

'S—caﬁbdkimét;ladés gs’: lélsigﬁfente!

La nomenclatura - de las:proteinas’

las proteinas de bajo v’cqntghido‘ deﬁom!hanﬂ,;SCMKﬁ

(8-Carboximetil— Kerateiﬁ—ﬁ)fy'laS'bgﬁfﬁihagkd altqfqb kéﬁido.defazﬁfné se
denominan SCMKB (S—Carboximéiii—ke}éléi jpéxps‘mélec;lakes ‘de las
proteinas SCMKA oscilan éntr}ierrrléé»'s 10000 k :
los pesos moleculares de‘blas Ska8 yér1§p7‘;qiE¢aLds 25;800 y los 30,000

(Crewther ,et al,19B65).

Tanto las proteinas SCMKA como las ‘SCMKB‘son familias de proteinas que
se pueden fraccionar, utilizando diferentes tratamientos (Bradbury, 1873;
Crewther,et al, 1865)., Los &analisis de aminodcidos de estas familias de
proteinas presentan variabilidad en cuante a su concentracion. La tabla !
muestra diferencias en composiciones de aminoacidos entre las proteinas
SCMKA Y SCHMKB , principalmente en cuanto a su contenido de

S—~carboximetil-cisteina.
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Por otro lado, se ha logrado secuenciar estas proteinas, encontrandose
una microheteroéeneidad tanto en "SCMKA como en SCMKB. En . la figura 3 se
muestra la comparaéibn entrg las secuencias de los grupcs‘0~ferhihalr ﬁe
algunas familias SCMKB. En las proteinas de alto contenida de';zufrg,:lé'pmc

{Carboximetilcisteina) se encuentra en los residuos: 1-48 yrén las. proteinas

de bajo contenido  ‘de azufre. en los residuos 49-89 . (Bﬁadbuﬁy, 1873)5' Se
encuentran altos porcentajes de prolina, serina y,traoﬁina enllas‘prp{einas

de alto contenide de azufre, gque las - distinguen de. las de bqjo:éohtenido;

Existen dobles secuencias de carboximetilcisteina, 'serina, leucina,
treonina y triples secuencias de carboximetilcisteina .y prolina

proteinas de alte contenido ‘de azufre (Bradbury,19735.f

(Bradb

ultima parte de la molécula
gueratinas no sorprende, ya'guejestas"

de funciones (Alberts, et'afyylﬁ

Comparando los‘grupos’NQterhinai’dé
y de pelo de caballo, se  observa ‘una gran
(Crewther, et al, 1965). Ademas de las familias degueratinas SCMKA 'y: SCMKB,

existe otra tercera familia que se caradtgri

fparte de los métodos anteiormente: citados, existen- tambidn  oiros

métodos analiticos que se utilizan para conocer la composicidn  quimica de
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las gueratinas, ' como son: la determinacién de la cisteina, de los puentes
disulfuro, ﬁeterhinacibh~dq«grupcs N-terminal, de grupos basicos ionizados,

etc.

Las quehatihas,'debido a los enlaces diéulfufo:que‘presentan; puedeh

ser sometidas q;beddpgiéna de  puentes disulfﬁrof‘ Qif;télls}%, ioxidaéién,

etc. (Crewther, 1985)."

Finalmente, el punte ‘isoeléctrjéo"

de filamentos
intermediarios.

filamentos de

de actina y los microidbulos delrcltOESQQELefp Su prinéip:l funcidn es la
de dar rigidéz y sostén a la célula, ya'quebsefﬁnen con los filamentos de

actina y los microtubulos. Cuando la célula: muere, los filamentos persisten

‘383’:;'

formando una capa protectora (ﬁlbefis, et al

Las queratinas son sintetliadasf:eﬁ”-wﬁ

epidérmicas, constituyendo su vpﬁiﬁdipél ‘Broducto iferenEiaEion: * En-
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cuanto a.la.: expresxon de. estas proteinas, estudlos de hibridizacion de DNA

sugieren qua d;stlntos grupos de genes de queratxnas sorn erpresadcs durante

n. distlntos estados de debarrollo y en dzferentes

se encuentran

entfeéruzam}éh lqculargs (Lazatides, ]98@).#v‘
Acerca -de
consisten de hbl;réq{ ¢

cuerda, como

arreglo de los]filamgntoa intermedd

decir, formande tris

intermediarios estan formados: '
dos cadenas enrolladas). En- la figura

subunidades de los filamentios intéf@éd;

Por ultimo, se sahe que las qugrétlni

células diferenciadas de ratén tiénen,subd‘A
las cuales, aproximadamente el Sﬂzﬁébq
(1885), la mayor hidrofobicidad dé {é‘;i"' i i bga§i$ 7e%fa; glicinas,
podria explicar la insolubilidad de lasf'subuniaé&ég;,éste autor postula que
las propiedades de estos sub&ominios’>“yéﬁiables se han adaptado

evolutivamente para mantener la naturaleza -flexible e insoluble de la



dominio N-terminal |<{-—-—-——~—= dominio central-————ae——-- {>! dominio C—terminal
1A i8 2A - 4z

Fig. 4. Estructura”dé'iaafﬁgbqntdadesfdé‘lqs‘f;langntp:z

intermediarios.

U= regién variable
H= regién homéloga
L= linker

Tomada de Steinert, et al, 1985
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barrera protectora epitelial. Por su parte, las -queratinas duras (ufia,

cabello, eic.)’ contienen . secuencias.  ricas 'en .cisteina, .de  naturaleza

Finalmente, ekperimentos

diferentes especies han demostrado qu

mamiferos se ha demostrado -que-existe unai’

especies, lo que indica gue difgreﬁtes:dpehgt;n s

relacienadas (Lazarides, 1980).
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