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RESUMEN

La miosina es una proleina dimérica de 400 kDa, con actividad enzimalica de
MgATPasa dependiente de actina Su funcién biologica se encuentra asociada con moviidad
celular y muscular. Se ha logrado detectar miosina de parasitos aduitos de Taenia sofium en
fluidos biologicos del modelo experimental de hamster dorado v en sobrenadantes de cultivos
parasitario, por lo que en el presente proyecto se desea saber si esta proteina tambien es
liberada por jos cisticercos. f.a miosina de los cisticercos de T. solium fue purificada por
precipitacion  salina con  KCl  0.06M, analizada electroforélicamente y  por
inmunoelectrotransferencia utilizando el anticuerpo monoclonal 4B3 el cual  reconoce
dnicamente a miosinas de ténidos. Se realizo e! cultivo de 80 cisticercos de cerdo (40 de
cerebro y 40 de musculo) durante 26 h en condiciones normales y en condiciones de
evaginacién (en presencia de bilis de cerdo) para estudiar la cinética de liberacion de miosina.
La técnica de ELISA directa usando AcM 4B3 fue empleada para cuantificar ta miosina liberada
, los cisticercos cultivados en presencia de bilis presentaron un incremento notorio de miosina
liberada (hasta 6 nglcisticerco) , con alta actividad ATPasa y res isoformas diferentes, mientras
que los cisticercos recuperados de cerebro y musculo cultivades en condiciones normales
mantuvieron una cantidad casi constante de liberacion de miosina (3 pgicisticerco), poca
aclividad ATPasa y una sola isoforma.También se detectd por ELISA la miosina del parasito,
en fluidos biolégicos de cerdos infectados (suero y LCR) , perono en humanos infestados.

Segun los resultados obtenidos , fue positle la deteccidn de miosina de los parasitos ,
tanto en sobrenadantes de cultivo como en algunos fluidos biolégicos de animales infectados
de manera natural. La proleina se encuentra integra y con actividad bioldgica ademas de que
podria haber induccion de liberacion de isofermas por las condiciones de cultivo , todo ello

podria tener utilidad en la deteccion de los parasitos vivos



INTRODUCCION.

En México se reconoce a la cisticercosis y la teniosis causadas por Taenia solium
como problemas importantes de salud publica, debido a su alta prevalencia. El estadio
adulto del parasito es el causal de la teniosis, la cual puede pasar inadvertida debido a
los sintomas tan ligeros que presenta; mientras que la cisticercosis es ocasionada por
la fase larvaria o de metacéstodo, puede ser incapacitante cuando se localiza en el
sistema nervioso central. Como en la mayoria de las parasitosis, la propagacion de la
enfermedad se debe principalmente a los malos habitos de alimentacion e higiene de
la poblacion, asi como de insuficientes recursos en salud publica y el desarrollo urbano
de la zona, 4397 ¥4

De T. solium se conoce bastante en cuanto a su morfoiogia, su ciclo de vida,
de algunos de sus antigenos inmunodominantes como el antigeno B o paramiosina, |a
respuesta inmune de los hospederos, algunas proteinas importantes como son las
glicoproteinas y proteasas, etc. Pero, no existen muchos antecedentes en lo
relacionado a eventos y mecanismos de proteinas liberadas que utilizan tanto en la
fase larvaria como en el adulto y gracias a ello puedan sobrevivir dentro de su
hospedero por tan largos periodos. 22 42.47.58.63. 84y 77

El presente proyecto de tesis surge como consecuencia de los estudios de
caracterizacion molecular de una preteina muscutar, la miosina tipe Il ¢ convencional,
de T. solium, los cuales han sido hechos mediante anticuerpos moncclonales y
policlonales especificos. Asi como la determinacién de la actividad enzimatica de
ATPasa dependiente de actina que presentan las miosinas. Con los estudios
inmuncquimicos se logré la localizacidn a nivel muscular del tejido parasitario ademas

de su deteccion en materia fecal y sueros de hamsters infectados experimentalmente

también se logrd detectar la proteina.



Debido a las evidencias de que la miosina, a pesar de ser una proteina
estructural, se planted la posibilidad de demostrar que la miosina puede ser un
producte de liberacién (denominados también de excrecion - secrecion) de los
parasitos, y debido a la relativa facilidad para obtener y mantener en condiciones in
vitro los cisticercos se busco él utilizarios como modelo de investigacion para el
estudio de la miosina liberada. Por ello el proyecto se propusc efectuarlo en dos
pasos: el primero consistié en demostrar que la proteina podia ser detectada en cultivo
parasitario, mediante técnicas electroforeticas, inmunoenzimaticas y bioquimicas.
Mientras que el siguiente paso seria el adaptar estas mismas técnicas para demostrar
su presencia de miosina en fluidos biologicos del hospedero intermediario. 6.26y13
La importancia de demostrar a la miosina como producto de liberacion por

parte de estos parasitos radica en que ademas de ser algo novedoso en el campo de

la cisticercosis, ello podria tener aplicaciones diagnésticas muy interesantes.
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CAPITULO I. MARCO TEORICO Y
1. ENFERMEDAD PARASITARIA,

Las enfermedades producidas por Taenia sofium son dos: teniosis y cisticercosis, la
primera es una enfermedad asintomética de diagnéstico dificil, mientras que ia segunda puede
llegar a ser una enfermedad muy seria, Estas enfermedades producidas por T. sofium son
cansideradas parte de los problemas mas importantes de salud piblica en México. ¥4

La teniosis que también puede ser ocasionada por Taenia saginata, comg se menciond es
una parasitosis asintomdtica y su diagndstico clinico no es ficil, porque pueden presentarse
sintomas ligeros como son debilidad, estrefiimiento, anorexia, disminucién de peso y algunas
cefaleas, a diferencia de la cisticercosis la presencia de este parésito adulto no representa peligro
alguna para la integridad de! hospedero definitive, sin embarge un portador de tenia favorece el
mantenimiento del ciclo de vida de T. sofium y por ello pudieran presentarse muchos casos mas de
cisticercosis. Solo los cisticercos de 7. sofium pueden causar cisticercosis 1anto en humanos como
en el cerdo. * Y9

Un diagnostico y tratamiento oportunos a un individuo infestado con tenia es importante
para el control adecuado de la cisticercosis, ya que un solo parésito adulto que habite en el
intestino cuando pierde un solo proglétido grévide que contienen hasta 60,000 huevos infectivos,
mismos que al ser expulsados en las heces de la persona, pueden infestar tanto al hombre como
al cerdo. Los resullados obtenidos en diferentes estudios epidemiolégicos han demostrado que
existe una alta asociacion entre individuos cisticercosos y portadores de tenia. Lo cual muestra el
alto riesgo de convertirse en un enfermo de cisticercosis cuando se convive con un partador de
tenia, esto habla de la estrecha relaci6n entre las dos parasitosis y que esta dada por otros
factores que favorecen la presencia de la parasitosis como son los de tipo social, en las que
influyen las costumbres de !a tocalidad y los habitos higiénicos-dietéticos de la poblacién. 4 4 47 ¢
y5a
Con la idea de mejorar el diagndstico convencional mediante exdmenes coproparasitoscépicos, se
desamollé un método de caplura de antigenos de tenia contenidos en las heces de los animales

infectados experimentalmente, asi como de personas enfermas. Este método, aunque muestra



CAPITULO 1. MARCO TEORICO . [2]

cierta inespecificidad al no diferenclar a T. solium de 7. saginafa, permite un alto grado de
sensibilidad durante periodos prepatentes y ello es de gran valor para el diagnéstico como para el
monitoreo de la infeccion durante el tratamiento ya que solo los parssitos vivos producen mas
Antigenos (Ag's). 1232V ¥

Como fue mencionado, desde el punto de vista clinico, la cisticercosis tiene mayor
trascendencia en la salud cuando se presenta a nivel del Sistema Nervioso Central, ya sea en el
cerebro (conocida como neurocisticercosis) o en el globo ocular. El dafio que los pardsitos
producen en estos silios puede estar relacionado con un dafic mecénico o por {a reaccidn
inflamatoria que se da por ellos, Interrumpiendo asi alguna funcién cerebral importante y
relacionada con €l sitic en donde se encuenire el parasito. Estos hechos hacen necesario el
realizar un pronto diagndstico y tratamiento, porque la cisticercosis puede convertirse en una
causa de muerte o incapacitar al individuo de manera ireversible. En la neurocisticercosis los
parasitos pueden alojarse en diferentes sitios como el espacio subaracnoideo, en los ventriculos
cerebrales y en el parénquima en donde pueden afectar al cerebro o a la médula espinal; esa
misma distribucién parece afectar ja forma y dimensiones del parasito: los recuperados de los
ventriculos y los subaracnoideos tienden a ser los de mayores dimensiones y frecuentemente
multilobulados (forma racemosa) mientras que los parenquimatosos por lo general son vesiculas
l:ll'licas. 13, 40 Tud y TG
E} problema clinico mas grave se deriva de reacciones inflamatorias de [as meninges u

obstrucciones en el flujo de liquido cefaloraquideo con aumento subsecuente de la presidn

intracraneana. ™
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1.1. CLASIFICACION TAXONOMICA.

La clasificacion taxonémica de Taenia solium es la siguiente; 8

Phylum Platyheimintes. Por ser organismos pluricelulares generalmente en forma de hoja
¢ de cinta y con simetria bilateral. Estos parasitos presentan ciclos evolutivos complejos, con
estadios larvarios diferentes a la fase adulta en morfologia y funcionalidad.

Clase Cestoidea. Porque su estadic adulte es hermafrodita, presentan un escélex
provisto de ventosas y de ganchos, ademas de cuello y esirdbilo .

Subclase Eucestoda, El pardsito adufto presenta drganos genitales masculinos y
femeninos y la oncosfera tiene una corona de 6 ganchos.

Orden Ciclophyllidae. Porque el escélex esta formado con cuatro ventosas y un rostelo
armado con ganchos, ademas de que en el parésito adulto los poros sexuales son visibles y se
abren lateralmente.

Familia Taeniidae. Los parésitos adultos presentan un dtero de taflo longitudinal an la
porcién media y en los cuales cada progltide diferenciado presenta ramas laterales y poros
genitales que estan distribuidos nomalmente de forma altemna.

Género Taenia. Son aplanados dorsoventralmente y semejantes a cintas.

Especie solium. Por ser un parasito de humanos y los individuos infestados generalmente

solo contienen un ejemplar,
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1.2. Morfologia de Taenia soljum.

T. solium presenta tres estadios de desamollo que son: huevo, cisticercos o metacéstodo y
parasito adulto o tenia; la teniosis que es enfermedad causada por los parasitos adultos, se
conoce desde los tiempos de Hipécrates; en 1856 Kurchenmeister completé el ciclo bioldgico
infectando a un presidiario con cisticercos, monitore6 la infestacion y a los cuatro meses recuperd
la Taenia sofium adulta mediante tamizajes de materia fecal. &

La forma adulta o tenia es Hamada comunmente “soltaria” y 1a forma de larva o
metacéstodo es conocida como cisticerco, “tomatillo”, “granille” ¢ "zahuate™.entre tantas

denominaciones, debido al aspecto tan caracteristico que le da a la carne de cerdo. 4

1.2.1. Huevo.

Los huevos infectivos miden aproximadamente 30 um de didmetro, se caracterizan por ser
altamente pegajosos y resistentes al medio ambiente, ya que dentro o fuera de los proglftidos, se
mantienen viables e infectantes por semanas o meses en suelos himedos y sombreados. Estan
constitidos  por una capa celular lamada vitelo, a través de la que obtienen nutrientes
indispensables para la sobrevivencia del embridforo antes del fendmeno de eclosién. El vitelo
rodea al embriéfore y es la capa mas susceptible al medio amblente, mientras que el embritforo €l
en cambio es muy resistente y estd formado por una serie de tabiques llamados bloques
embrioféricos constituidos de queratina y los cuales se encuentran unidos entre si por una
sustancia de cemento. Al interior de la cavidad formada por estos bloques se encuentra ia
membrana oncosferal que cubre a la oncésfera o embrién hexacanto, llamado asi porque posee

tres pares de ganchos. =Y '®



CAPITULO 1. MARCO TEORICO . { 51

Figura 1 . Huevos de T.solium.: A} Microscopia de luz y B) Microscopia electrénica de
barride de huevos de T sofium donde se observan (QO)oncdsferas (V) vitelo y (E) embri6foro. &
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1.2.2. Metacéstodo.

Los cisticercos estan constituidos por una vesicula de un didgmetro aproximadode 0.5 a 2
cm ovalada y transldcida llena de un liquido denominado fluido vesicular. En uno de los lados de la
vesicula, dentro del fluido vesicular se encuentra el escélex invaginado (Fig2) y bajo condiciones
ambientales propicias del hospedero como son temperatura, presion de CO., enzimas, etc,

puedan dar lugar al desarrollo del parasito adulto. > 72¥'®

Figura 2. Morfologia del metacéstodo o cisticerco, A) Parasitos recuperados de carne
de cerdo (Imagen propercionada per M en C, Guillermina Avila), B) Dentro la pared vesicular se
encuentra el escélex invaginado del cuat bajo condiciones propicias del hespedero, da Jugar al
desarrolle del parasito adulte, C} Corte semifino de un cisticerco en el tejido muscular del
hospedero intermediario, se puede cbservar con suma facilidad la ntima relacidn existente entre el
tejido del parsito y el del hospedero. Se muestra (E} escélex, (P) pared vesicular y (H) tejido
muscular del hospedero.
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1.2.2.1. Desarrollo de los cisticercos en el hospedero.

Es comun encontrar a las vesiculas adoptando diversos aspectos macroscéplcos, los que

suelen interpretarse como fases secuenciadas del cicio de vida del parasito.

A)

B)

)]

D)

Etapa vesicular o quistica. El parésito tiene membrana bien definida y el liquido vesicular con el
escdlex invaginado en su interior. Aparentemente esta es la elapa mas temprana reconocible
en el examen anatomopatoldgico.

Etapa cofoidal. La membrana de la vesicula muestra engrosamiento al examen microscopico,
con formacion de capsula conectiva secundaria que |a rodea, siendo f&ci! identificar las dos
capsulas, una del parasito y otra del tejido conectivo del hospedero. E| contenido deja de ser
liquido transparente y adopta el de substancia gelatinoide blanquecina de aspecto hialino, el
escélex puede ser identificado dentro de la vesicula.

Etapa nodular granular. El cisticerco aparece en forma de nédulo, reducido posiblemente de su
tamafio inicial, todavia encapsuladc pero el escolex ya es reconocible facilmente
confundiéndose con el resto del contenido del nédulo.

Etapa nodular calcificada. EIl parasito se ve reducido a un nédulo calcificado totalmente y
envuelto en una cépsula de tejido conectivo de espesor variable, no se conocen las etapas que

comesponden al periodo previo a la formacién de la vesicula,
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1.2.3. Parasito adulto.

La tenia, habita de manera natural en el yeyuno del humano y mide entre 1.5 a 5 metros
de longitud. En el exremo anterior del parasitlo se encuentra el escélex o cabeza, de
aproximadamente 1 mm de didmetro, el cual cuenta con un rostelo armado, con una doble corona
de ganchos grandes y pequefios (22-36 ganchos) y 4 ventosas las cuales aciiian como érganos de
fijacién y quienes favorecen el anclaje del parasito en la pared del yeyuno. Estos 6rganos de

fijacion son ricos en tejido muscular y son controlados por un sencillo sistema nervioso fermado por

40y 41

ganglios,

Figura 3. Morfdlogia de!l parisito adulto de T. sofium. A) Microscopia electrénica de
barrido, rmuestra ef escoélex de un cisticerco de T. sofium recién evaginade .. B) La microscopia electrénica
de barrido muestra e escéiex constituido de la parte cefdlica del parasito, rostelo armado con doble corona
de ganchos {ain con restos de tejido del intestino del hospedero en sus ganchos) y las cuatro ventosas
(tmagen tomada por el Dr. . Amador Glea). C) Morfologia de proglétidos pregravidos de Taenia sofium
recuperados de un gerbo con 11 semanas post infeccién, (P}poro genital, (R Jramas uterinas |, (U) Gtero y
{(O) ovaries, +1TY7T
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Las tenias habitan tnicamente en el intestino delgade de los humanos en donde llegan
sobrevive hasta 25 afios. Una vez que el escélex o cabeza, se fija en el intestino a partir del cuello
se producen los progl6tidos. Ei conjunto de proglétidos unides entre si se denomina estrébilo y
mientras (os proglétides mas cercanes al cuello son los mas jévenes e indiferenciados, los mas
dislantes estan totalmente diferenciados y contienen un gran ndmero de hugvos, por lo que se les
da el nombre de gréavidos,

Esta segmentacién genera una cadena estrobilar o estrobilo, en la cual cada segmento se
denomina progldtide. Cuando cada proglétido se aleja del escélex cambia de tamaiio y se hace
mas grande y genera tres diferentes tipos: proglétidos inmaduros, maduros y gravidos. Esta
divisién de los progldtidos estd basada en fa evolucién de sus 6rganos reproductores, por lo que
hay progldtidos inmaduros en los cuales sus 6rganos reproductores son afuncionales o
inexistentes, los maduros en los que sus drganos reproductores son funcionales ya que se
considera una unidad reproductora independiente porque posee drganos genitales masculines y
femeninos. Un proglétido grévido tiene semejanza a un saco Heno de huevos en un numero

aproximado de 30 000 a 50 000. ¥Y'®
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1.3. Ciclo de vida.

De las tres fases parasitarias de T. solium, dos se presentan en el hospedero definitivo y
una en el intermediario; € hambre es el hospedero definitivo de T. sofium porque en él se
desarrolla la fase adulta del parasito, capaz de Nevar acabo la repreduccion sexual. El hombre
también puede alojar a los cisticercos pero el hospedero intemmediario natural es el cerdo. El
metacéstodo se aloja a nivel muscular o de SNC tanto en el hospedero intermediario como en el
definitivo, aunque el cerdo es el principal hospedero intermediario de 7. sofium, algunas otras
especies (perro, mono, gato, entre otros mamiferos), incluyendo al hombre, también pueden alojar
a los cisticercos). ¥ ¥

Un portador de tenia en sus heces desprende espontdneamente los proglétidos grévidos
{promedio de 4-5/dia). Generalmente, |a primera expulsion de progidtides ocurre entre 62 y 72 dias
después de la infeccién, cuando el parésito mide alrededor de 220 cm de largo. En el caso de los
huevos estos pueden ser expulsados por los proglétidos o bien pueden ser liberados cuando los
proglétidos excretados por el hospedero sufren putrefaccion y liberan contenide. Los huevos, una
vez liberados al medio ambiente, frente a factores de resgo tales como la mala higiene en la
preparacién de alimentos, pueden facilitar la infeccion del hospedero definitivo para que desarrolle
cisticercosis o bien alcanzar al hospedero intermediario si este ingiere la materia fecal con huevoes
infectivos. “

Cuando 105 huevos ingeridos han alcanzado €! tube digestivo del hospedero intermediario,
la accién de las enzimas proteoliticas y las sales biliares activan las oncosferas (también
denominadas como embrién hexacanto), contenidas en los huevos. Las oncosferas activadas
penetran en la mucosa intestinal del hospedero hasta alcanzar los capilares linfaticos y
sanguineos, mecanismo mediante el cuat se distribuyen a una gran variedad de rganos y tejidos,
tales como el tejide subcutaneo, el musculo cardiaco, el cerebro, los ojos, elc. Aunque todavia no
se conocen exaclamente los eventos que ocurren después de la penetracién de las oncbsferas,
pero lo que se sabe es que después de eciosionar el huevo el embrién con ayuda de sus ganchos

articulados penetra el epitelio del intestino ¥ tuego por medio del torrente sanguineo, estas formas
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parasitarias {legan al lugar donde se alojaran hasta convertirse en un cisticerco, Este evento dura
al menos 10 semanas y los cisticercos resultantes pueden alcanzar un tamafio de 0.5-2cm de
didmetro. De esta manera es como se les puede encontrar infestando al cerdo. **'7'*®

El ciclo de vida se cierra cuando el humano ingiere came cruda o insuficientemente cocida
y que proviene de un cerdo cisticercoso. Luego como en el caso de los huevos, las enzimas
gastricas e intestinales, asi como [as sales biliares, inducen a que los cisticercos evaginen y por
medic de los ganchos y ventosas de la parte cefalica del escolex hay fijacién en la pared intestinal
del yeyuno y comienza a crecer hasta que logran desarrollarse en tenias de proglétidos gravidos.
Este desamollc de las tenias se presenta dentro de un periodo aproximado de 4 meses, momento

en el cual empiezan a perder proglétidos gravidos. " *'"
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Figura 4. Ciclo de vida de Taenia solium, A; Pardsito adulto en el hombre (hospedero definitivo).
B; Huevo. , Cy C’; Larva en el cerdo (hospedero intermediario y accidenta) respectivamente). Modificado de
Flisser, 1989. Se muestran algunas de las enfermedades producidas por los pardsitos .
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1.4. La relacién hospedero-parasito.

La relacién hospedero-pardsito en la parasitosis por T. solium es un fenémeno interesante
que se presenta ya que, algunos de los hospederos infestados de cisticercosis son capaces de
sobrevivir con una carga parasitaria considerable. Ademdas dado que el parasito inlenta
permanecer viable hasta que llega a su hospedero intermediario y conseguir con ello desarrollarse
hasta parésito adulto, De igual manera, resulta intrigante el que las tenias puedan lograr sobrevivir
en un microambiente altamente adverso como lo presenta el intestino delgado de su hospedero.
Aungue se desconocen los mecanismos exactos por los cuales los parésitos logran sobrevivir
dentro de su hospedero, exisie la posibilidad de que productos liberados por ellos faciliten tal
adaptacién, como ha sido propuesto para la paramiosina de los cisticercos Sayso

Independientemente de {o que Se conozca ¢ se proponga, es clare que los parasitos han
{ngrado establecer una simbiosis adecuada con su hospedero, y €5 gracias a ello que los parasitos
mantienen su capacidad de infestacién con lo que logran evadir los mecanismos de defensa
mecanicos e inmunoldgicos del hospedero y es mas manipularios. Un ejemplo de ello son los
resultados obtenidos con cisticercos de T. crassiceps , en donde se demostrd que los parésitos
tienen la capacidad de alterar la inmunidad dirigida en su contra , ya que pueden ingerir y
degradar con proteasas a los anticuerpos producidos en contra de los parasitos. B 3y

A diferencia de algunos conocimientos que se lienen dentro de la relacién hospedero-

parésito con |os cisticercos, para las tenias ain no hay estudios semejantes.
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1.2. EL CITOESQUELETO.

1.2.1. Proteinas estructurales.

Poco es el conocimiento que se tiene del citoesqueleto de los céstodos , la mayor parte de
evidencias al respecto se han logrado mediante tinciones tejido especificas , principaimente
realizadas en cisticercos , pero no hay muchos estudios con proteinas purificadas o plenamente
caracterizadas . ‘> ¥ % %Y

La queratina es una de las proteina mas estudiadas, se sabe que es rica en azufre y se
encuentra en ganchos y embriéforos de ténidos. La colagena es otra proteina estructural, que es
muy abundante en los mamiferos , ha sido caracterizada en ias larvas de Bothriocephalus scorpii,
Nybetina spp. y cislicercos de Taenia sofium . En el caso de estos ultimos, se ha visto que es
similar a la de los vertebrados aunque en su composicion de aminoécidos es diferente ya que la

colagena de cisticercos no contiene hidroxiprolina Esta proteina tiene una longitud de 280 nm con

un peso molecular de 300 kDa .y estd conformada de tres subunidades de 100 kDa cada una e

1.2.2. Citoesqueleto de céstodos.
Las proteinas tienen un gran nimero de funciones celulares en los cétodos como son dar
soporte estructural (citoesqueleto), la formacion de sistemas contrictiles y transporte molecular,
adicionaimente pueden acluar como hormonas, aigunas son toxinas,antigenos, enzimas del

metaboligmo 52 84 8210y 118

En cuanto a protelnas del citoesqueleto, en céstodos se sabe poco pero se han estudiado
a la paramiosina de T. solium y Schistosoma mansoni (dimerc de 220 kDa) las cuales son
altamente homélogas, ademas en E. granulosus se ha estudiado la tubulina (50 kDa) que
conforma a los microtibulos que son estructuras esenciales en procesos coma mitosis,
movillzacién de organelos y transporte de vesiculas de excrecién , * & & 1@y 118

Los organismos eucariotas emplean principalmente tres proteinas motoras para convertir la

energia quimica proveniente de la hidrélisis de ATP en movimiento mecénico del citoesqueleto.
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Estas proteinas son: miosina, cineina y dineina para quienes se ha descrito otras funciones
biclégicas. 93,95 99, 101y 116

Con relacién a la motilidad , se sabe que la base estd determinada principalmente por la
interaccién entre los filamentos de la actina y los dimeros de miosina .Se sabe que {a interaccion
actina miosina es la que determina el movimiente y direccion. 2¥%

De la paramiosina 0 Ag B de T. sofium, la mas estudiada de las proteinas musculares de
parasitos céstodos (ver mds adelante), de tal manera que ya es conocida su secuencia total de
aminodcidos. En ef caso de la miosina y actina a pesar de ser proteinas abundantes e importantes
para las actividades musculares de todos los organismos vivos, ain no han sido caracterizadas en
los céstodos , por 1o que su papel en la relacién huésped - pardsito es desconocido .Como va fie
indicado, gracias a su visualizacién por técnicas microscopicas de las fibras musculares, es como
se les ha relacionado con la evaginacion del cisticerco, la fijacién y la estabilizacién del parasito
adulto en la mucosa intestinal, asi como con el movimiento de proglétidos y la expulsién de los

huevos, 727103

1.2.4. Paramiosina .

Es una proteina filamentosa de o hélice, que en su forma dimérica fiene un peso molecular
de 220kDa, se le descrilo como una proteina estructural principal de invertebrados, Su estructura
conformacional se asemeja a la de la miosina, ya que esta formada por dos subunidades, pero a
diferencia de la miosina ; no tiene actividad de ATPasa y no interactda con actina .Se cree que su
principal funcién es la de mantener el tono muscular con un bajo costo energético ya que da una
estructura inmévil y estable no dependiente de energia dentro de la célula . Aparte de las
posibilidades de su participacidn en eventos musculares de los parésitos se ha demostrade que la
paramiosina €s una proteina muy antigénica, reconocida por la mayeria de los sueros de los
pacientes con neurocisticercosis, asi como de cerdos infestados con cisticerco de T.sofium,
ademds se ha propueso que esta proteina es secretada y se ha demostrado su efecto de

inhibicién en la activacion del complemento y su fijacidn a colidgena .Estas caracteristicas de la
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paramiosina la hacen ser proteina importante para la evasion de fa respuesta inmune en la

citicercosis por T.sofium . 24 128384 ¥%

1.2.5. Actina.

Esta es la proteina mas importante del citosqueleto, es una de las proteinas mas
abundantes en las células eucariotas conocidas; constituye la base de la eslructura y el
movimiento de estas células en general. Puede encontrarse en forma de monémero conocida

como actina G (peso molecular 43 kDa) o como un polimero filamentoso denominado actina F. 27

67

Su papel fundamental como componente del citoesqueleto en las células. Proporciona la
rigidez necesaria para dar forma a las células, junto con otros componentes del citoesqueleto,
ayuda a organizar procesos celulares en espacio y tiempo como son la expresion de proteinas,
localizacién de RNAM, citocinesis, secrecién de vesiculas y la transduccién de sefiales. * "'¢¥ ™%

Es un elemento importante en los procesos de motilidad celular, por medic de rearreglos
del citoesqueleto ya sea actina o tubulina, o a través del movimiento de proteinas motoras, como la
miosina que se desplaza sobre los filamentos de actina , ya que la actina provee la fuerza
necesaria para la contraccién muscular y otro tipo de movimientos menos especializados .

Se sabe relativamente poco en cuanto 2 la actina en los céstodos, a pesar de ser una
proteina estructural presente en la mayoria de los organismos eucariotas estudiados. En estudios
de biologia molecular fueron aisladas de 3 a 8 secuencias homélogas a genes de actina en el
DNA de Taenia solium, dos genes (PATS y PATG6) fueron secuenciados y predichas las secuencias
de aminoécidos de las proteinas que codifican, las cuales mostraron un 100% de homologia.
Adicionaimente se demostrd la expresién de al menos un gen en el cisticerco por

inmunoelectrotransferencia. '°¥ **
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1.2.6. MIOSINA.

Las miosinas pertenecen a una superfamilia de proteinas, dentro de las que es posible
encontrar 13 familias diferentes; todas las miosinas tienen en comin su alto peso molecular, su
aclividad de ATPasa y su afinidad por la actina. En general, son proteinas accesorias del
citoesqueleto y del masculo, por lo que su actividad de ATPasa la realizan al interaccionar con ia
ac‘tina. 31,45, 70y 71
De acuerdo a sus funciones bioldégicas, han sido divididas en musculares y no musculares,
ademds se dice que 1as miosinas tipo Il son convencionales y las demés son no convencionales. A
las micsinas no musculares participan principalmente en la movilidad de corganelos y vesiculas
dentro de ia célula, mientras que a las miosinas musculares se les asocia con la contraccion
muscular, movimientos y reacomodos de membranas internas y externas con propésitoes muttiples,
78. 79y 85

Las miosinas mas estudiadas son las tipo | y tipo il. La tipe Il también denominada
convencional o muscular y puede ser de tres {ipos: de mdsculo liso, de masculo estriado y de
misculo cardiaco, de las cuales incluso se han encontrado isoformas , y también se han descrito
isoformas de miosinas tipo |l no musculares . Las miosinas tipo Il son proteinas que en su forma
nativa son dimeros constituidos de 2 cadenas pesadas, de peso aproximado a los 400 kDa lo que
permite su observacion por Micrescopia Electronica de Transmision (Fig 5), ya que cada uno de
sus mondmeros 0 cadenas pesadas pesan 200 kDa , mientras que cada mondmero tiene dos
cadenas ligeras no necesariamente idénticas de aproximadamente 18 a 25 kDa y de las cuales
una es denominada cadena ligera esencial (CLE} y la otra es la cadena ligera regulatoria (CLR)
estas cadenas CLE y CLR son importantes para la actividad de MgATPasa dependiente de actina.
En el aminoécido Ser 19 de las CLR se encuentra el sitio de fosforilacidn, que es fosforilado por
cinasas de cadena ligera de miosina , un mecanismo mas de control de la adlividad ATPasa de la
miosina. (Fig 7 ). Cada cadena pesada esta constituida por una porcién globular y una fibritar, es

en la porcién globular (S1) en donde se encuentra el motor de ta miosina y la actividad de
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ATPasa, mientras que la porcion fibrilar estd constituida por una a hélice que le permite la
asociacién con otra cadena pesada, de tal manera que se genera una hélice complementaria en
condiciones de baja fuerza ionica. En eslta region fibrilar, ademas existe una porcion de ta molécula
que es flexible por lo que se le denomina regién de bisagra que permite que la molécula sufra
torsiones, ademas es en esta porcion fibrilar donde residen los sitios de interaccion con otras

miosinas mediante los cuales se organizan en miofilamentos. ' 8 24 5252 6, 57. 58,83y %9

Figura 5. Microscopia electrinica de la miosina. A) Miosina de 7. selium vista por
microscopia electronica de transmisién donde la flecha grande sefiala a la regién filamentosa. B) Formacidn
de [ilamento bipotar, y la flecha chica sefiala ¢l punto de unién de las regiones filamentosas. (RG)Regién

globular , (C) cuello y (F) Filamento . *¥#

El molive por el cual existen isoformas de miosina estd dado por los mecanismos
postransduccionates mediante fos cuales se genera diversidad a nivel de RNA y por tanto las
isoformas , esto se ve en el caso de dos isoformas de miosinas tipo |) det corazén (denominadas o«
y B) . que provienen de un mismo y unico gen pero por corte y empalme de genes de la regién
carboxiterminal y la parte globular se logran expresar dos isoformas diferentes (ver figura 6).Por
oira parte las miosinas tipe |l son proteinas altamente especializadas las cuales pueden ir
cambiando en su composicidn aminoacidica segin e! estadio del organismo al que perienecen , o

para mantenerse expresadas a diferentes grados. ° 7% 79¥%
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Figura 6. Origen de las isoformas de miosina por corte y empalme de genes. Cada una de las
miosinas, musculares o no musculares, tienen regiones especificas. Dichas regiones determinan la afinidad de
las miosinas por otras proteinas. (Modificado de DARNELL,1990)

Varias caracleristicas de las miosinas son importantes, por ejemplo: su peso molecular lo
cual hace dificil su estudio con métodos de electroforesis habituales. También cada isoforma de
miosina tiene una cinélica de aclividad ATPasa dependiente de aclina caracteristica, 1al actividad
ATPasa esté influida a su vez por las isoformas de cadenas ligeras que se encuentran unidas a la
parte globular, Las diferencias entre las isoformas de miosinas, también se refleja en su diferente
velocidad de desplazamiento sobre los filamentos de actina. ®

Mientras algunas micsinas son adecuadas para el control de ta motilidad y morfologia de
la céluta, otras lo son mas para otras funciones en el sarcémero, y este es el primer argumento que
ha impulsado la blisqueda de isoformas de cadena pesada asi como también de sus cadenas

ligeras. "2V 1
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Figurs 7. Estructura de una miosina convencional. Forma nativa o dimérica de 400 kDa (A) se sefialan la
cadena ligera esencial (CLE) ademis de la cadena ligem regulatoria (CLR), las regiones de bisagra, la region
filamentosa en pifa hélice y los miofilamentos donde las regiones filamentosas de la miosina se encuentran ordenadas
con direccién defmida {fitamentos bipolares) (B) y las regiones globulares expuestas en la superficie de los filamentos
ordenados (C) .(modificado de DARNELL, 1990)

En lo relacionadeo con la actividad ATPasa de las miosinas dependiente de union a actina ,
esta puede estar regulada de diversas maneras ; 1) Por su unidn a filamentos de actina homéloga
, 2} Por variacion en 1as concentraciones de Ca 2 Mg 2 y ATP , 3) Por la regulacién propia de
ofras proteinas accesorias y constitutivas del sarcémero , 4) Por ta fosforilacién de su cadena ligera
por cinasas de cadena ligera y 5) por la despolimerizacion de la actina , ya que la miosina solo

tiene afinidad por la actina F o polimerica y no por la actina G o monomérica . 7.26, 27, 36, 60, 67. 81. 106 y

109
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A pesar de todo el conocimiente que se tiene de la miosina y de otras proteinas accesorias
al citoesqueleto, mucho es desconocido en el caso de los céstodos. En tremdtodos , otro género
de paréasitos helmintos , y en especial en Schistosoma mansoni , se han logrado localizar tanto
actina como miosina y aparentemente al analizar sobrenadantes de cultive de estos parasitos se
han recuperado fracciones inmunogénicas que son productos de liberacién de los parésito .El
andlisis electroforético de estas fracciones muestran que ellas presentan pesos moleculares
semejantes al de cadena pesada de miosina (200kDa) y en su forma nativa (400 kDa).

Recientemente con el emplec de un anticuerpo monoclonal que reconoce miosina
convencional de T. sofium, se logrd detenminar la localizacion tisular en los parasitos de T, sofium
gracias a su caracter inmunogénico , también se logré aislar la miosina para observaria por
microscopia electronica de Transmisidn (Fig 5) . Lo mds interesante de estos estudios es que la
proteina estudiada fue deteclada en materia fecal de animales infectados experimentalmente con
cisticercos que se desarroliaron en parésito adulto, lo que plantea la posibilidad de que también se

ie encuentre como producto de fiberacién en cisticercos. *¥ ™
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CAPITULO IIl. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

La miosina tipo il es una proleina bien estudiada y conocida en los organismos
superiores, poco se ha hecho para estudiarla en parasitos helmintos y en especial en los céstodos.
La migsina es una proteina de alto peso molecular (400 kDa en su forma nativa) constitutiva en
todos los organismos eucariotas y participa como componente del cistoesqueleto, **

Con el presente proyecto de tesis se busca evaluar la posible liberacién de miosina desde
los metacéstodos de T. solium. De acuerdo a lo reportado en donde la proteina fue detectada en
sobrenadante de cultivo del parasito adulto de T. solium, como en materia fecal de! modelo
experimental, hamster dorado. 8¥™

Adicionalmente, se busca evaluar la participacion de la miosina durante el fenémeno de
evaginacidn de los cisticercos .

En caso de que se lograra identificar de forma especifica a la proteina liberada, esto abriria
la posibilidad de su posible uso en el diagnostica de las enfermedades causadas por pardsitos de
T.solium, tal y como se ha logrado en la deteccién de miosina cardiaca en problemas cardiacos
basada en su captura utilizando anticuerpos monoclonales. Estos métodos han resultado ser

especificos y sensibles, 3% 36¥ %
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CAPITULO IlI. HIPOTESIS Y OBJETIVOS.

HIPOTESIS.

Si los cisticercos de Taenia solium liberan miosina al medio que los circunda entonces el
fendmeno podrd ser estudiado en condicicnes de cultivo (in wvitro) con y sin estimulo de
evaginacion.

Si el fendmeno de liberacién por parte de cisticercos de T.solium de miosina se presenta
en condiciones in vitro entonces existe la posibilidad de que en condiciones in vivo se presente y se
demostraria al detectar miosina liberada por cisticercos en fluidos biolégicos de los hospederos

infectados.

OBJETIVO GENERAL.
Demostrar la presencia de la miosina en medio de cultive v en fluidos bioldgicos de
hospederos infestados, como proteina de liberacidn de cisticercos de Taenia sofium utilizando

técnicas de electroforesis e inmunoenzimaticas.

OBJETIVOS PARTICULARES.

Purificar miosina de cisticercos de 7. sofium con ia finalidad de utilizada como un patrén
conocido en los estudios de cuantificacidn, actividad biolégica y electroforesis.

Estandarizar ELISA empleando como anticuerpo primanio 4B3 con la finalidad de ulilizada
en la deteccién de miosina tanto en medio de cultivo como en fluidos biolégicos de hospederos
infestados,

Describir el comportamiente de ia liberacién de miosina a manera de cinélica en ausencia ¥y
en presencia de bilis.

Establecer si existe una relacién entre Ia localizacion de los parésitos y el comportamiento
la cinética de liberacion de miosina por cisticercos cultivados.

Determinar si la miosina liberada al medio de cultivo y en fluidos biologicos presenta
actividad de MgATPasa dependiente de actina.

Estandarizar una técnica de inmunoelectrotranferencia para identificar la cadena pesada
de miosina liberada al medio de cultivo.

Caracterizar mediante electroforesis |as miosinas purificadas de cisticercos, asi como las

liberadas al medio de cultivo y suero de cerdo infectado.
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4.1, Cisticercos de Taenia sofium.

4.1.1. Obtencién de parasitos. Todos los cisticercos utilizados en los diferentes
estudios fuercn obtenidos de un cerdo infestado naturaimente e inmediatamente después de la
necropsia. De igual manera, en todos los expermentos, siempre se busco emgplear parasitos de
tamafio semejante y los cuales tuvieran un aspecto macroscdpico en el que no mostraran dafio
alguno. Para los estudios, una vez que los cisticercos fueron abtenidos, se les dieron lavados
exhaustivos con solucién salina amortiguada de fosfatos (SSAF) pH 7.2 a 4°C, con la finalidad de
eliminar los restos de tejidos del huésped. Finalmente, los parasitos fueron congelados a -20°C
hasta su uso. En el caso de los cisticercos destinados a cultivo parasitario, 10s parasitos fueron
lavados 3 veces adicionales con SSAF suplementadoe con una mezcla de antibidticos al 1%
{anfotericina 0.1ug/ml1, estreptomicina 40pg/ml y penicilina G 10000 U/mb) e inmediatamente

después los parasitos fueron trabajados dentro de la campana de flujo laminar,

4.1.2. Mantenimiento en cultivo in vitro. Una vez que los pardsitos fueron
recuperados y lavados, se les separd en grupos de 5 cisticercos y estos grupos fueren colocados
en pozos de cajas de cullivo celular (Nunc de 24 pozos). A cada pozo se les adicionaron 2 ml de
medio RPM! complementado con 0.4% de dextrosa y una mezcla de antibidticos en las
proporciones descritas anteriormente. En el caso de los grupos de cisticercos utifizados para
evaginacién, al medio de cultive se le agregd bilis de cerdo {concentracién final de 5%).
Transcurridos los tiempos de incubacion establecidos, se hicieron recuperaciones de alicuotas de
sobrenadantes de cultivos, las cuales fueron congeladas inmediatamente para su posterior analisis.
Siempre gue se hizo recuperacién parcial o total de las alicuotas, se adiciond medio de cultivo
fresco segin la cantidad tomada. Todos los experimentos de cultivo in vifro fueron efectuados bajo

condiciones determinadas (37°C, CO; al 5% y humedad relativa del 98%). 7
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4.1.3. Obtencion de fluido vesicular. Una vez transcurridos los tiempos de
incubacion determinados, los cisticercos de los grupos seleccionados fueron recuperados del
cultivo parasitario y colocados en tubos eppendorf para su centrifugacién (11000 g, 15 min, 4°C).
Una vez que se efectlo la centrifugacion, el sobrenadante commespondiente al fluido vesicular de
los parasitos fue separado del tejido de los mismos e inmediatamente fue congelado para su

posterior analisis.

4.2. Anticuerpos menoclonales 483.

4.2.1. Produccidn, En todos los estudios del presente proyecto de tesis fueron
empleados los sobrenadantes de cultivo de hibridomas de ratén 4B3, los cuales son la fuente de
los AcM 4B3. De estos anticuerpos fue demostrado que reconocen a miosina de parésitos de T.
solium y que son anticuerpos 1gG1 y que provienen de fa fusion con un mieloma no productor
denominado X63AG8. Para la obtencidn de los sobrenadantes de cultive, los hibridomas
mantenidos en nitrégeno liquido fueron descongelados en medic RPM! estéril no complementado y
centrifugados (2000 g, 5 min, temperatura ambiente). Finalmente, luego de eliminar totalmente al
agente crioprotector DMSO, se recuperé el paquete celular y las células fugron pucstas en medio
de cultivo para su mantenimiento, expansién y produccién de AcM 4B3. El medio de cultivo
consistié en RPMI complementado con suero fetal de bovina al 10%, antibidticos al 1% (como fue
descrito para el complemento de la SSAF), Glicina al 1%, Glutamina at 1.6%, aminodcidos no
esenciales al 1% y anti PPLO al 1%. Luego, una vez que las células fueron puestas en cultivo, ellas
fueron mantenidas bajo condiciones definidas (37°C, CO; al 5% y una humedad relativa del 92%).
Una vez que las células se encontraban en crecimiento exponencial se hicieron recuperaciones de

los sobrenadantes de cultivo, los cuales fueron reemplazados can medio de cullivo fresco. ¥ %
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Los sobrenadantes obtenidos fueron considerados como fuentes de AcM 4B3 de la forma
previamente indicada. Una vez que los sobrenadantes fueron evaluados en su cantidad y calidad
de reconocimiento a miosinas (seccién 2.2.), fueron fraccionados en alicuotas y congelados a

—20°C hasta su uso.

4.2.2. Evaluacién de la calidad de los AcM 4B3 producidos. Para estos fines
fueron empleados ensayos inmunoenziméticos en placa (ELISA), los pozos de las placas fueron
sensibifizados con una incubacién (37°C, 2 h) con 100p! de miosina semipurificada de cisticercos
de T. sofium diluida en solucidn amortiguadora de carbonatos pH 9.6 (0.1pg/mi). Posteriormente,
las placas fueron lavadas con SSAF-Tween 20 al 0.3%y bloqueadas con 150p1 de SSAF-Tween
0.3%-leche al 5% y nuevamente las placas fueron incubadas bajo las condiciones descritas
anteriormente. Nuevamente, las placas fueron lavadas y procesadas como se indicé anteriormente,
para ser posteriormente puestas en contacloe con 100p de sobrenadantes de cultivo bajo las
condiciones de fncubacion ya descritas. Luego de la eliminacidn del exceso de los anticuerpos por
los lavados a las placas les fugron adicionados los anticuerpos policlonales de cabra conjugados a
peroxidasa anti igG de raién (1:1000). Nuevamente, como lo descrito para los sobrenadantes de
cultivo, los anticuerpos secundarios fueron incubados bajo condiciones semejantes. Una vez
transcurridos los tiempos de incubacion, los anlicuerpos marcados fueron revelados por adicién
del sustrato especifico (ortofenilendiamina al 4% y MO, al 0.004%). Para la detencién de la
reaccién enzimatica, luego de 5 minutos de reaccién, se adiciond una solucién de H,S0O, 2N. EI
registro de los valores de absorbancia relacionados con las reacciones enzimaticas, fueron
medidas en un elisémetro (Bic-Rad) a una longitud de onda de 492 nm.

En todos los ensayos, como control posilivo se emplearon los sobrenadantes de cultivo ya
probados y como control negative, fue empleado el scbrenadante del mieloma ofiginaric del
hibridoma {Ag8XE8). Para los estudios, aquellos sobrenadantes con un valor de absorbancia mayor
a 0.8 fueron considerados los mejores para el estudio, fueron fraccionados en alicuctas y

almacenados a —20°C hasta su uso.
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4.3. Miosina de cisticercos.
4.3.1. Aislamiento y purificacién.

4.3.1.1. A partir de parasitos. La preparacién de esta proteina se hizo
con base a lo descrito para la obtencién de miosina de tejidos musculares y para parésitos adultos
de T. sofium. De manera resumida, el proceso consiste en la homogeneizacién en un politrén de
los cisticercos previamente lavados, una vez que los parasitos fueron homegenizados en presencia
de upa solucién de NaCl 0.2M en bafio de hielo, a |a suspensién resultante se le hizo una
extraccién de las proteinas del citoesqueleto mediante agitaciéon suave a 4°C toda la noche. La
suspensién resullante fue centrifugada (30000g,30 min, 4°C) y el paquete recuperado fue
nuevamente homogenizado en presencia de una solucién de KCI 0.6M pH 6.5 y en un baiic de
hielo. Nuevamente, la suspensién obtenida fue centrifugada (15000 g, 30 min, 4°C) y el
sobrenadante recuperado, atn en |a solucién de KCI 0.6M, fue dilvido con goteo constante y lento
en agua bidestilada fria, hasta obtener una concentracién del KCI de 0.04M. Debido a la dilucién
del KCI ( 1:15) , los filamentos de miosina se precipitaron y una vez recuperados por decantacién
fueron resuspendidos en KCI 0.6 M y fueron cuantificadas para medir su contenido de proteina. La
determinacion de la concentracion de proteina se hizo a través de un micrométodo colorimétrico
comercial de Bradford (BioRad) empleando a la albumina sénca bovina fraccidn V (Sigma) como
proteina estandar (ver apéndice). *¥ ¥
Una vez que las proteinas fueron cuantificadas, para su almacenamiento fueron mezcladas

con glicerol (1:1), se les fracciond en alicuotas, las cuales fueron debidamente etiquetadas y

almacenadas a —20°C hasta su uso.
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4.3.1.2. A partir de fluidos biol6gicos. Para la identificacién y aislamiento
de miosina desde estas fuentes, principalmente desde suero y liquido cefalorraquideo, fueron
utilizadas dos estrategias diferentes: una consistid en la extraccién salina de la proteina y la ofra,
consisti6 en la captura de la proteina empleando a los anticuerpos monoclonales 4B3 vy

recuperando a ka miosina por ruptura de complejos inmunes,

4.3.1.2.1. Extraccion salina. Para los fines perseguidos, tanto el
suere como el LCR fueron tratados para favorecer la ruptura de complejos inmunes mediante la
adicidn de acido triclorpacético al 2% (1:1). A este agente de ruptura se le permitio reaccionar por
espacio de 20 min bajo una temperatura de 4°C. Transcurrido el tiempo de reaccién, la mezcla
resultante fue neutralizada con una solucién amartiguada de fosfatos pH 7.0 (SAF-KChal doble de
concentracidn mezclada con KCI 9.6 M (2:1). Posteriormente la mezcla obtenida fue centrifugada
(11000 g, 10 min, 4°C) y los sobrenadantes obtenidos fueron recuperados y congelados a -20°C

hasta ser utilizados.

4.3.1.2.2. Captura con AcM 4B3. Para eslos fines, los micropozos
de placas de ELISA {(Nunc Maxisorb) fueron sensibilizadas con sobrenadantes de hibridomas
productores de los AcM 4B3, luego de los lavados de cada pozo (ver apéndice correspondiente) a
cada uno de ellos se le adicionaron los sueros de los cerdos infestados, Previamente a estos
sueros se ies habia determinado {a presencia de miosina circulante por ensayos de ELISA directa e
inmunopunto {ver seccién 3.2.1.).

Para {a separacion de la miosina atrapada por los AcM 483 en los micropozos, a cada uno
de estos les fueron adicionados 20 pl de una solucidn de Acido tricloroacético y la solucién
obtenida, correspondiente a la miosina {segun la electroforesis en poliaciilamida, seccién. 3.2.3)),
se neutralizé con la solucidn SSF-KCl y se analizé mediante electroforesis en gel de poliacrilamida

para su posterior tincion con plata.
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4.4. Evaluacion de las miosinas.

4.4.1. Inmunopunto. En todos estos estudios se empled un aparato de
inmunopunto {Biorad} en el que los antigenos eran adsorbidos a membranas de PVDF Millipore)
previamente activada cen metanol como lo indica el fabricante. Para la adsorcién de las proteinas,
10 pl de los antigenos (sobrenadante de cultivo o miosina purificada de cisticercos de T, sofium) se
adicionaron en presencia de vacio y se permitio la adsorcién de ellos a la membrana por espacio

de 20 min.

Posteriormente las membranas fueron retiradas del aparato y bloqueadas con leche
descremada al 5%, la cual contenia Tween 20 al 0.3% e incubadas bajo condiciones definidas (a
temperatura ambiente, 2 h). Una vez bloqueadas las membranas ellas fueron lavadas dos veces
con SSAF-Tween 20 al 0.3% y nuevamente fueron puestas en incubacién en presencia de
sobrenadantes de cuitivo que contenia AcM 4B3 bajo condiciones definidas (a temperatura
ambiente, 2h). Transcurrido el tiempo de incubacién, se realizaron 2 lavados mas y posteriormente
las membranas fueron puestas en presencia de una solucion de anticuerpos de cabra peroxidado
1:5000 anti 19G de ratdn (anticuerpos secundarios) bajo las condiciones ya establecidas en
presencia de anticuerpos. Una vez que se elimind el excesc de anticuerpos secundarios, para el
revelado de la reaccién enzimatica, se adicionaron a los pozos la 5°5 Diaminobenzidina al 0.1% y
el H,0; al 30% (0.05%). La reaccién enzimdtica fue terminada por adicion de agua destilada a los 5

minutos permitidos para dicha reaccidn,

4.4.2, ELISA. La deteccidn de miosina liberada por fos cisticercos cultivados se
hizo desde los sobrenadantes de cultivo (25pl), los cuales fueron adsorbidos a los micropozos de
placas Nunc Maxisorb. Para favorecer ta adsorcién de los antigenos, fueron mezclados con una
solucidn amortiguadora de carbonatos pH 8.6 (volumen fina! 100ul) y las placas fueron puesias en

incubacién (37°C, 2 h). Transcurrido el tiempo de incubacién, los micropozos fueron lavados con
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SSAF-Tween 20 al 0.3% y posteriormente se realizd un bloqueo con SSAF-Tween 0.3%-leche al
5% (150ul) bajo las mismas condiciones de incubacién descritas anterlormente. Luego de que una
vez mas las placas fueron lavadas, se les adiciond los sobrenadantes de los AcM 4B3 (100p)) v
una vez mas las placas fueron puestas bajo incubacién en las condiciones ya descritas. De igual
manera, transcurrido el tiempo de incubacidn con los anticuerpos y luego de los lavados, a los
micropozos se les adiciond un volumen semejante de anticuerpos policlonales de cabra
conjugados a peroxidasa (1:1000) anti IgG de ratén. Transcurrido el tiempo de incubacién con los
anticuerpos secundarios y una vez que los pazos fueron lavados, a cada uno de ellos se hizo la
adicién del sustrato H;O» 0.004% y del cromégeno ortofenilendiamina al 4%, ambos disuelios
juntos en SSAF y se les permilié que efectuaran la reaccién enzimatica con la que indirectamente
mostraban la reaccién antigeno-anticuerpo. Luego de transcurridos 5 min. la reaccidn enzimatica
fue detenida por |a adicion de H; SO4 2N y cada una de las lecluras de las reacciones coloridas
fueron medidas en un elisémetro (2550 EIA READER Bio-Rad) con un filtro de longitud de onda de
492 nm. Los controles empleados en estos ensayos fueron extracto de miosina de cisticercos de T,
sofium (0.5 ug) (control pasitivo), sobrenadante de cultivo de AcM 4B3 bien caracterizado (Control
positivo) y como controles negativos se usaron la solucion de carbonatos, alicuotas de medio de
cullivo en presencia o en ausencia de bilis (ulilizada para la estimulacion de la evaginacién de los
cisticercos) y el sobrenadante del mieloma original de AGEX67 (AG8) con el cual se realizaron las

fusiones y que se sabe es un mieloma no productor de anticuerpos.

4.4.3. Electroforesis en geles de poliacrilamida.
4.4.3.1. Geles convencionales. Para los andlisis de todas las proteinas,
las muestras fueron fraccionadas mediante electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia o
en ausencia de urea como agente caotrépico y separadas bajo condiciones definidas (80 V3 h ,
geles del 6% al 7.5%), usando un equipo de electroforesis de placas de vidrio de 8 x 10 cm (Migthy
Small, Hoffer) En el caso de que las muestras fueron analizadas con el agente caotrpico , el coctel

de electroforesis contenia urea 8 M e inmediatamente después de haber adicionado el coctel; las
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muestras fueron mantenidas en bafic maria a ebullicién (4 min.). Todas las electroforesis fueron
siempre llevadas a cabo por duplicado, uno de los geles resultantes fue tefiido con Azul Brillante de
Coomassie y el otro fue sometido a electrotransferencia a membranas de PVDF como serd

descrito posteriormente,

4.4.3.2.Geles con EDTA/glicina. En el caso del andlisis de las miosinas,
luego de que fueron preparadas y tratadas con EDTA 5mM como inhibidor de metaloproteasas ,
ellas fueron tratadas con coctel de electroforesis que permite una mejor separacién de isoformas
de miosina. El tratamiento de las muestras, luego de |a adicién de este coctel especiat que contiene
urea 8 M, tiourea 2M,Tris base 0.05 M, Ditiotreitol 0.075 M, SDS 3% (p/v) y 0.004% (pAv) de azul de
bromofenol, se hizo tal y como fue descrito para electroforesis convencional. La diferencia entre
estos geles y los convencionales, esta basada en el cambio de la composicién de los primeros ya
que ellos contienen EDTA al 0.0015% en el gel concentrador y glicina al 0.0075% en el gel
separador, Las condiciones del fraccionamiento electroforético fueron establecidas con base a lo
descrito por WADA y ¢ol. 1996 y ajustadas a condiciones definidas (1er etapa de corrida: 100 v, 20
min. y4° C. 2da. Etapa de corrida; 150 v, 3 h y 4°C) para la misma cdmara empleada en los geles
convencionales.
De la misma manera fue ajustada la cantidad de muestra analizada (de 0.8 a 1ug de
proteina total), la cual fue previo a su andlisis mezclada con el coctel de electroforesis seleccionado
{proporcién 1:1). Una vez que transcurrio la electroforesis, los geles recuperados fueron tefiidos

mediante tincion inversa de Zinc/Imidazol y/o tincién neutra con Plata. Y%

4.4.4. Inmunoelectrotransferencia.
Una vez que las muestras fueron sometidas a su separacion electroforética, fueron
transferidas a membranas de polivinildifloururo de 0.45 pm (PVDF, MILLIPORE) usando una
minicamara Hoffer. Previo a las electrotransferencias, las membranas fueron activadas con

metano! por 10 s y luego la transferencia de las proteinas desde los geles se hizo bajo condiciones
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definidas (500 mA, 16 h, 4°C) . La verificacion de la eficiencia de la transferencia desde los geles
se hizg mediante su tincién con Plata.

Para fos ensayos de inmunoprecipitacién de las proteinas fraccionadas con los
anticuerpos, una vez que las membranas fueron recuperadas de la electrotransferencia, se tes
sometié a un tratamiento semejante al inmuncpunto cuando se hicieron ensayos con los AcM 4B3
y sus anticuerpos secundarios respectivos. A diferencia del inmunopunto, en estos ensayos de |IET
también se hicieron evaluaciones de las proteinas mediante anticuerpos policlonales comerciales
antimiosina (SIGMA) preparados en conejo (1:1000) y los cuales fueron hechos reaccionar con
anticuerpos anti IgG de conejo preparados en cabra y conjugados a peroxidasa (SIGMA) (1:1000).
También en estos ensayos se hicieron reaccionar anticuerpos policionales producidos en hamster
en contra de la cadena pesada de miosina de cisticercos de 7. solium (1:2000), como anticuerpos
secundarios fueron utilizados anticuerpos de cabra anti 19G de hamster conjugados a peroxidasa
(SIGMA) (1:1000),

En el caso del revelado de la reaccién enzimética, las membranas fueron incubadas en
presencia del mismo cromégeno usado para la actividad de peroxidasa, sdlo que la solucién estaba
complementada con un agente que incrementd el contraste del inmunoprecipitado y la composicién
de dicha solucién fue de DAB al 0.6%, sulfato de amonio Niquel al 0.93% y perdxido de hidrégenc
al 0.001% todos disueltos en SSAF. La reaccion se detuvo, luego de la aparicién de las bandas de

inmunoprecipitacidn, mediante la adicién de agua destilada.

4.4.5. Determinacién de 1a actividad de ATPasa,

Para estos fines se siguieron dos procesos diferentes; uno para la medicién de la cantidad
del fosforo inorganico libre {Pi) y otro para establecer las condiciones experimentales necesarias en
la medicitn de Ia actividad enzimatica. Para la deteminacion de la cantidad de Pi, lo primero que
se hizo consistié en |a preparacién de una curva de calibracién con diferentes concentraciones de
Na;HPO, (1-25 nmoles). Previamente fue solubilizada |a sal en el medio de cultivo complementado,

ef cual ya ha sido descrito en lo relacionado con el cultivo de los parasitos. Una vez preparadas {as
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diferentes soluciones, estas fueron hechas reaccionar con una solucién que contenia verde de
malaquita (ver apéndice) y se permitié |a reaccion durante 2 min. Una vez concluido el tiempo de
incubacién, a cada una de las soluciones se les adicion6 400 pl de Acido citico al 10% y se
permitié la reaccidn durante 30 min. Finalmente, el color obtenido de las soluciones fue medido
espectrofotométricamente a 600 nm. Las lecturas fueron hechas dentro del intervalo de 2 h
posteriores a la obtencién de |as soluciones coloridas, principalmente a los 30 minutos, y el cual es
el iempo de estabilidad del colorante. Para el célculo de las concentraciones de! fésforo libre, se
trazaron gréficos para los que se caleuld la correlacién de la recta obtenida y en las que se hicieron
calculos de conversién de los valores de absorbancia a cantidad {nm) de Pi, ¥

Luego, debido a la extrapolacién de 105 resultados de absorbancia de las muestras
protlema (ver mas adelante} con la curva estdndar, se logré la estimacion de la cantidad de Pi
presente en las muestras problema.

En lo relacionado con las condiciones usadas para favorecer la actividad de la ATPasa de
migsina, se hizo lo siguiente: para evaluar la actividad de miosina exdgena {usada en estos
ensayos como un control positivo de actividad), luego de que fuercn preparados los filamentos de
miosina en KCl 0.4M, se tomaron alicuotas de esla solucidn (equivalentes a 5 nMoles) y se
depositaron en tubos Eppendorf. Luego, a cada uno de los tubos se le adiciond medio de reaccién
(un volumen de 180.5 i) el cual contenia tris Base 55 mM pH 9 - 8.5, CaCl, 11 mM, ATP 6.8 mM
, agua desionizada (MILLIQ) y aclina F 4.2 x 10° mM . La adicién de la actina se hizo
inmediatamente antes de poner en incubacién la miosina con el medio de reaccién, una vez hecha
la mezcla, los tubos fueron puestos a incubacién bajo condiciones establecidas (25°C en bafio
maria, 30 min.) y transcurrido el tiempo de incubacidn, a cada tubo se {e adiciont Se hizo la adicién
de miosina y se puso a incubar con el medio de reaccion, se tomé el tiempo de para detener la
reaccién enzimatica, a los 10 min se adicionaron 100 pl de Acido tricloro acético al 15% y los tubos
fueron inmediatamente sumergidos en hielo en donde fueron mantenidos por una hora.
Transcurrido el tiempo, fos tubos fueron centrfugades (11,000 g 8 min.) y de ellos se recuperan

100 p! de cada sobrenadante a los cuales les fueron adicionados 300 ul de agua desionizada y
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bidestilada. Para la cuantificacién de Pi en las muestras procesadas, la reaccién colorimétrica fue
desamollada por adicién de 400 pl del reactive de verde de malaguita, 2 min después de haber
adicionado el colorante, para detener la reaccién colorida se agregaron 400 ul de &cido citrico al

10%, se les mezcld vigorosamente y se efectud la lectura del color.

4,5. Miosina en fluido vesicular.
Una vez que el fluido vesicular fue recuperado de los cisticercos, como se indic6 en el inciso
3.2.2, alicuotas del mismo fueron adsorbidas come antigenos en placas de ELISA y procesadas

como fue descrito en el inciso indicado.

4.6. Miosina en sobrenadantes de cuitivos.
Fara la identificacién y cuantificacién, asi como para ia determinacion de actividad de
ATPasa y el analisis de las proteinas mediante geles con EDTA/glicina se aplicaron los procesos

descrito en los incisos 3.2.2., 3.2.5. y 3.2.2.3. respectivamente.

4.7. Miosina en sueros y liquidos cefalorraquideos de pacientes humanos y de

cerdos.

Los sueros y liquidos cefalorraquideos de humanos y cerdos infestados fueron recuperados
desde infecciones naturales. En el caso de los cerdos, se hizo fa recuperacién del liquido
cefalomaquidec inmediatamente después del sacrificio de los animales. Para la identificacién y
cuantificacion, asi como para la determinacion de actividad de ATPasa y el andlisis de las
proteinas mediante geles con EDTA/glicina se aplicaron los procesos descritos en los incisos 322,

1.2.5y 3.2.2.3 respectivamente.
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4.8. Diagrama de flujo
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CAPITULO V. RESULTADOS,

5.1.MIOSINA DE CISTICERCOS DE Taen/a solium.

5.1.1. Evaluacién de la purificacién y del reconocimiento de miosina por AcM
4B3. Mediante analisis de miosinas de cisticercos y de tenlas por electroforesis en geles de
acritamida al 6%, previamente evaluadas en lo referenle a su pureza y aclividad enzimética, se
demostré que dichas proteinas pueden ser separadas tanto en su forma dimérica (PM: 400 kDA)
como en su forma mondémerica (PM: 200 kDa). Para la optimizacién en el rendimiento de los
monémeros, las miosinas fueron tratadas con urea 8M y las proteinas correspondientes a la
cadena pesada de miosina en los marcadores de peso molecular comerciales (Fig BA). Los
resultados de IET, mastraron que los AcM 4B3 reconocen ambas formas de miosina , pero en el
caso de las cadenas pesadas es mas claro el reconocimiento, De esta inmunoelectrotransferencia
en la Figura 8B se puede ohservar un corimiento electroforético distinto entre la cadena pesada
de miosina purificada de adulto {camil 4) y la de cisticerco (carril 5}, mientras la miosina de adulto
se ve como una sola banda nitida a la aftura de 200 kDa la miosina purificada de cisticercos

presenta dos bandas con un peso molecular aproximado de 200 kDa.

Los AcM 4B3 reaccionaron con al menos dos bandas de peso molecular semejante las cuales
no correspondieron al AgB, en el case de la miosina nativa o dimérica, también los AcM 48B3
reconocieron a otras bandas, las cuales no eran observables en geles tefidos con azul de
Coomasie (Fig 8B). En el caso de los AcM usados, fueron obtenidos luego del descongelamiento y
expansian del hibridoma, se demostré que estos se enconlraban en una buena cantidad en los

sobrenadantes y mantenian el reconocimiento hacia su antigeno (al evaluarios por ELISA).
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Figura 8. Evaluacion de la purificacién de miosinas de parisitos de Teenia solium Miosinas purificadas de
cisticercos y lenins fueron analizadas por electroforesis en gel de poliacrilamida (A) e inmunoclectrotransferencia (B). Parn
1a extraccion de la proteina, los parisitos fueron hemogenizados en KC1 0.6M y las miosinas extraidas fueron precipitadas
en KCI 0.04M. Luego de su soltubilizacién en glicerol, las proteinas (30 ug) fueron analizadas (electroforesis: 100 v, 4 h,
4°C y electransferencia: 15 Amp, 2 h, 4°C). Marcadores pretefiidos {carriles 1 y 17 que contienen a la cadena pesada de
miosina de cerdo (punta de flecha), Miosinas de parésitos adultos (carriles 2, 2, 4 y 4') y visticercos (carriles 3,35 ¥ 5).
Miosinas nativas (cariles 2, 2', 3 y 3, cadenas pesadas por tatamiento con urea 8 M (Cariles 4, 4, 5y 5. La
inmunoelectrotransferencia fue efectuada en membranas de PVDF, para lo cual las miosinas fueron hechas reaccionar con
el AcM 4B3 y con anticuerpos policionales de cabra anti IgG de ratén conjugados a peroxidasa. El revelado de lo reaccién
se hizo con DAB vy HyO4.
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5.1.2.Anélisis de la miosina purificada por electroforesis en geles de
EDTA/glicina. Con la finalidad de fograr la separacién de posibles isoformas de miosina, una vez
que los filamentos fueron obtenidos se les mezclo previamente con el coctet especial y luego de la
electroforesis, los geles fueron tefidos ¢on zinc-imidazol. Segun los resultados obtenidos es
posible |a identificacion de vanas bandas de peso molecular semejante al de la cadena pesada, el
nimero de bandas identificadas corresponden a 4 6 5 de un peso molecular muy semejante a 200

kDa, asi como otra banda de peso molecular menor que no corespondia a la paramiosina (Fig 9).

El sistema descrito anteriomrmente para la separacidn de otras posibles formas de miosina
aparentemente es reproducible, ya que cuando son analizadas otras miosinas purificadas se
obtienen resultados semejantes (Fig 9A). Con la idea de evaluar si las bandas no aparecian por
una posible autodegradacian, las muestras fueron analizadas en presencia de EDTA 5 mM como
inhibidor de metaloproteasas y los resultados que se obtuvieron mostraron que la resolucién del
fraccionamiento se veia afectada ya que se perdia la definicién de la separacién de las bandas
(Fig 9B). Otro de los resuitados que se obtuvieron del andlisis de miosina en presencia de EDTA,
es que esta proteina no puede ser empleada para ensayos de aclividad MgATPasa dependiente
de actina, mientras que cuando se le utiliza sin EDTA, ella se vuelve susceptible a |a degradacién
por metaloproteasas y ello podria ocasionar que durante las separaciones electroforéticas, se

presenten artefactos que no tienen que ver con |a miosina en estudio.

Otro de los resultados obtenidos referente a Ia tincién de los geles |, fue que el empleo de la
tincion de Zinc/imidazol permite obtener mejor definicién de las bandas de miosina , en cambic la
tincion de plata no permite ver todas las bandas |, sin embargo se prefirié su empleo debido a que

facilita el contraste para la visualizacién de bandas .
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Figura 9. Miosinas de T. solium en geles con glicina/EDTA. Miosinas purificadas con KCl 0.04 M fueron sometidas a
electroforesis (1a. corrida: 80 V, 20 min. y 2a corrida: 150 V, 3 h), los fraccionamiento fueron hechas a 4°C El gel superier contenia
EDTA 0.005% vy el gel inferior contenia glicina al 0.01%. Miosina purificada en ausencia (A) y en presencia de inhibidores de
proteasas (B) . El gel obtenido en A fue teflido con una tincién inversa de Zn-Imidazol y el obtenido en B fue tefiido con Plata. Pesos
moleculares {carmi]l 1) y cadenas pesadas de miosina (punta de flecha) (cariles 2, 2, 3 y 3). La miosina comercial de cerdo fue
anulizada en el carxil 1', mientras que la miosina de cisticercos de T, solfium fue analizada en los camiles 2, 2', 3, 3" Todas las proteinas
para su analisis electroforético fueron preparadas en coctel que permite ta definicién de posibles isoformas. En A’ se muesira una
amplificacion de las 6 bandas obserbadas en A,
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6.2. Miosina en fluido vesicular, Segln los resultados obtenidos aparentemente no es
posible Ja deteccidn de miosina en fluido vesicular de los cisticercos, No influye, para ello, que los
cisticercos provengan de masculo o cerebro e incluso, no importa que ellos hayan sido mantenidos

en cultivo en presencia de bilis (Fig 10).
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Figura 10. Identificacién con la técnica de ELISA de miosina en liquido vesicular de
cisticercos de T. sofium cultivados in vitre . En la grifica se muestra la absorbancia a 492 nm de;
control negativo sin muestra (A) , medio a las 0 h de cultivo de los cisticercos (B) , liquido vesicular de
los cisticercos cultivades provenientes de cerebro (C) v de musculo (D) después de cultivarlos | medio
con bilis & las 0 h de cultivo (E) , liquido vesicular de los cisticercos cultivados en presencia de bilis
provenientes de cerebro {F) y de musculo (G) , medic de cultivo con bilis al que le agregd 1mg de
miosina purificada de cisticercos de T Solium (H) .
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5.3. Miosina en sobrenadantes de cultivo.

5.3.1. Cinética de liberacion de miosina. Segun [os resultados, s posible que los
cisticercos en cultivo liberen miosina {Fig 11E) y que esta liberacién se incremente cuando el medio
de cultivo contiene bilis (Fig 11F). Posiblemente en la bilis de cerdo infectado haya miosina que
pudiera provenir de los parasitos, ya que los anticuerpos antimiosina reaccionaren intensamente
frente a bilis sola (Fig 11B). Cuando esta bilis es mezclada con medio de cultivo, en una proporcidn
del 25%, los anlicuerpos reaccionan débilmente en ensayos de inmunopunto (Fig 11C). Los
sobrenadantes de cultivo con hilis al 5% no dieron reaccion positiva frente a los AcM 4B3. Esta
concentracion de bilis al 25% fue usada para inducir a una evaginacién rapida {2 h), mientras que
la adicion de bilis al 5% induce a una evaginacion mas lenta (24 h en promedio). La evaluacién del
efecto de! prazicuantel sobre la liberacién de miosina, mostré que en presencia del medicamento,

los parasitos liberan mayor cantidad de proteina (Fig 11 G) en comparacién con io producido porla

butanediona-monoxima {Fig 11 H).

Observaciones

A -
B @ £ -
c o ++
D +-
E +-
F @€ 9 +++
C o 0 +4+
H o 1;.4. - ++

Figura 11 . Deteccién de miosina
liberada en cultive por el metacéstodo de T.
selium por Inmunopunto y usando AcM 4B3 (por
duplicado ) A. Medio de cultivo tnicamente (RPMI)
. B. Bilis de cerdo infectade.C.Medio de evaginacion
{RPMI+ bilis de cerdo al 25%) . D. Cultive del
metacéstodo en RPMI 24 h a 37 °C . E. Cultivo del
metacéstodo en RPMI 12 h a 4 °C. F. Cultivo del
metacéstodo en medio de evaginacion 2 h a 37 °C.
G. Cultivo de] metacéstodo en medio de evaginacién
2h a 37 °C en presencia de Praziquantz] . H Cultivo
del metacéstodo en medio de evaginacién 2h a 37 C
en presencia de Butanedionamonoxima . L Cultive
del metacéstodo en RPMI 4 dias a 4 C.
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Una vez estandarizado el ELISA directo, empleando a los AcM4B3 como anticuerpos
primarios, se hizo posible el manitoreo de la liberacidn de miosina | gracias a ello , hubo la
posibilidades de cuantificar la miosina liberada por los parésitos a diferentes tiempos de cultive.
Los resultados obtenidos muestran que la miosina es liberada por los cisticercos,
independientemente de que haltan sido recuperados de misculo o cerebro, ademas, de que la
presencia de bilis al 5% aparentemente induce que los cisticercos liberen una mayor cantidad de
miosina (Fig 12 A y B ).Posiblemente que tanta miosina sea liberada depende de la viabilidad de
los pardsitos y de su capacidad de evaginacion (Fig 12 }, ya que cuando evaginan los cisticercos
hay mayor cantidad de miosina que cuande ne hay evaginacion. De igual manera,es posible que
los cisticercos recuperados de musculo liberan més miosina que los recuperados de cerebro
cuando estan en presencia de bilis (Fig 12 A y B} sin embargo, el porcentaje de evaginacion de los
primeros es menor que de los segundos y lo cual se observa mejor al comparar la evaginacién vs
la cantidad de miosina. Una observacidn interesante es el hecho de que ta méaxima liberacién de

miosina (24 h) coincidio con el méximo porcentaje de evaginacion (Fig 12 A y B},
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Figurs 12 . Cinética de liberacidn de miosina por cisticercos de . solium
A y B) Cultivo de cisticercos recuperades de cerdo, en presencia ( # ) y ausencia de bilis (o)
de cerdo (5%), se muestra cantidad de miosina libernda al medio y  porcentaje de evaginacion
{®). {A) cisticercos recuperados de cerebro de cerdo y (B) cisticercos recuperados de misculo
de cerdo) ;. El total del lote es de 80 cisticercos , 40 provenientes de cerebro de cerdo y 40
recuperados de mitsculo de cerdo , los lotes s¢ organizaron en grupos de cinco .
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5.3.2.Determinacién de la actividad de ATPasa de la miosina liberada en
cultivo in vitro. Segun los resultados obtenidos, la miosina contenida en los sobrenadantes de
cultivo mantiene su actividad biologica de ATPasa en presencia de aclina; ya que,
independientemente del tiempo en que la proteina haya sido liberada, se observé que podia ser
medida la cantidad de Pi obtenido por la degradacién del ATP (Fig 13). La presencia de bilis, como
factor de estimulacién de la evaginacion de los cisticercos, parece que de alguna forma induce a

que se incremente sustancialmente {a capacidad ATPasa de la miosina.

14 - o
1 Cerebro

12 o
Bl Misculo Con bilis

Sin bilis

Pi (nmoles)

Tiempo de cultivo (h)

Figura 13. Determinacién de la actividad ATPasa de la miosina liberada por cisticercos de
T. solipm. Los parfsitos fueron incubados en presencia de bilis o en su ausencia y ademas, fueron
comperados aquelios obtenidos de misculo (barras blancas) y de cerebro (barras grises). Las lineas sobre
las barras muestran el valor de la desviacién estindar obtenida. A) Sobrenadante de cultivo de cisticercos
recuperados de cerebro de cerdo. B) Sobrenadante de cultivo de cisticercos recuperados de masculo de
cerdo .C) Comparacién entre la actividad ATPasa de miosina liberada en e] sobrenadante de cultivo con y
sin bilis .
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La comparacién de la cantidad de miosina liberada por los parasitos recuperados de
misculo ¢ cerebro, ne correspondio a los niveles de actividad bioldgica medidos a los mismos

sobrenadantes y aparentemente no tienen relacién alguna.

5.3.3, Anailisis electrofarético de miosina liberada. Luego de la tincion con el
nitrato de Plata, con los geles obtenidos se observo que en los sobrenadantes de cultive sin bilis se
encuentran bandas de alto peso molecular (iguales a 200 kDa) (Fig 14A), mientras que en los
sobrenadantes obtenidos en presencia de bilis, hay aparicién de otras bandas situadas entre los 97
y los 200 kDa (Fig 14B}). Aquellas bandas situadas en los 200 kDa tuvieron correspondencia con la
cadena pesada de miosina comercial de cerdo {Sigma),y con la de miosina extraida de cerdo (Fig
14A ). En el caso de los filamentos obtenidos de los parasitos, se cbservé que en los carriles
correspondientes no existen bandas bien definidas (camiles 4, 5), aunque las proleinas
encontradas ahi tienen un peso molecular cercano a los 200 kDa y segin los resultados de la
didlisis {Carril 5), no se iogra mejorar la resolucién de las bandas. Aparentemente, conforme
transcurre el tiempoe, no hay variacién en la aparicion de bandas de 200 kDa durante el cultivo en
ausencia de bilis (Fig 14A, camiles 7-10); mientras que, en su presencia conforme transcurre el
tiempo de cultivo parece favorecer la aparicién de las bandas situadas entre los 97 y 200 kDa (Fig
4B, carriles 7-10). En el caso de la presencia de bilis, aparentemente durante las 2 y 4 h de cultivo,
aparecen dos bandas (Fig 148, carriles 7 y 8) y cuande el tiempo de cultive se incrementa hasta 23
y 25 h, aparece una banda de menor peso molecular (Fig 148, cariles 9 y 10). No se observé la
presencia de proteina alguna, en el andlisis del medio de cultivo en e momento que fueron
adicionados los pardsitos, asi como en el sobrenadante inmediatamente retirado(Fig 14A y B,

carriles 6.},
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Figura 14 . Electroforesis en geles con glicina de los sobrenadantes de cultivo parasitario de
cisticercos de T. soliwm . A} medio de cultive sin bilis B)medio de cultive con bilis . 1) Pesos maleculares 2)
Miosina comercial en forma de cadena pesada (SIGMA) 3) Miosina extraida de misculo de cerdo {obtenida por
precipitacién con KCL 4)Miosina extrnida de cisticercos de 7. sofium 5)Miosina extraida de cisticercos de T.
solium y dializadn 6) Medio de cultivo recuperado al tiempo cero de 1a cinética 7) Medio de cultivo recuperado 2
las 2h 8) medio de cultivo recuperado a las 4h  9) Medio de cultive recuperado a las 23h  10) Medio de cultivo
recuperado a las 25h . Todas las concentraciones de proteinas se ajustoron a 1 g por pozo .

Con la idea de evaluar si las bandas reveladas comespondian a miosinas, se realizé la
inmunoelectrotrasferencia de los geles a PVDF y se enfrentaron con AcM4B3 y policlonales de
cadena pesada. Los resultados obtenidos mostraron que los Ac reconocen a fa banda
correspondiente a miosina tanto purificada de los parasitos (Fig 15A) como de los sobrenadantes
de cuitivo (Fig 15B) ¥ no pasé lo mismo con el AcM4B3 (Fig 15C). Al parecer esto se debe a que el
epitopo recenocido por el AcM no es inmunodominante en el caso de las miosinas liberadas por los

cisticercos cultivados,
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Figurn 15 . Inmunoeletrotransferencias para identificar reconocimiento de miosina liberadas al
medio de cultivo por diferentes nnticuerpos . A) Revelado con suero anticadena pesada de miosina de
cisticerceos de T, soffum elaborado en hamster 1) Marcador de peso molecular de 200 kDa 2) Cadens pesada de
miosina comercial de cerdo (SIGMA) 3) Miosina de cisticerco de T. solium (cadena pesada) 3)Miosina de
aisticercos de 7. erassiceps . Birevelado con anticadena pesada de miosina de cisticerceos de T. soltum cn hamster
1y 2) Cultivo de 2 h de cisticercos de T.solium 3)Mijosina de cisticercos de T. solium (cadena pesada) 4)Mmsma
comercial (cadena pesada ) 5) Marcador de peso molecular 200 kDa C) Revelado con anticuerpe murine
monocional 4B3 1y 2) Cultivo de 2 h de cisticercos de T.solium 3)Miosina de cisticercos de 7. sofium {cadena
pesada) 4)Miosina comercial (cadena pesada ) 5) Marcador de peso molecular 200 kDa

Segiin lo observado por el reconocimiento de fos Ac, las miosinas en los sobrenadantes de
cultivo son reconocidas por los Ac policlonales de hamster anticadena pesada de miosina; dos
bandas son reconocidas (Fig 168 caril 10) cuando en el cultive hubo medio de evaginacién, asi

como a las 24h de cultivo.
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Figurs 16. Inmunoelectrotransferencia de miosinas provenientes de cultivo parasitaric. Western
Blot AJrevelado con anticuerpos comerciales anti miosina en conejo (8IGMA) B) revelade con anticuerpos
contra cadena pesada en hamster, 1) Marcadores de pesos moleculares ,2 ) Miosina comercial (Sigma }
,3)Miosina de cisticercos de T. solium {nativa) , 4) Miosina de cisticercos de T.solium (Cadena pesada ), 5)
Medio de cultivo con Bilis al 5% , 6) Miosina de cisticercos de T solium diluida en medio de cultive con bilis al
$% , 7) Medio de cultive de cisticercos provenientes de mitsculo de cerdo 2 In 26 h de cultivo , 8) Medio de
cultivo con bilis al 5% de cisticercos recuperados de cerebro de cerdo a las 5h de cultivo , 3B) Miosipa de
cisticercos de T.solium , 4B)Medio de evaginacién $B) Cadena pesada de miosina de cisticercos de T. solium ,
6B) Cadenn pesada de miosina de cisticercos de 7. solium con medio de evaginacion , 7B)Sobrenadante de
cultivo sin bilis a las 26 h de cultivo , 8B)Sobrenadante de cultive con bilis a las 6 h 9) Medio de cultive con
bilis 8l $% de cisticercos provenientes de cerebro de cerdo a las 24 h de cultivo , 10) Medio de cultivo con bilis al
54 de cisticercos provenientes de cerebro de cerdo a las 26 h de cultivo.
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5.4, Miosina en suero y liquidos cefalorraquideos de humanos y cerdos
infectados.

5.4.1. Deteccion de miosina de T.sofium.

Segln los resultados obtenidos, sélo es posible la deteccion de miosina en muestras
provenientes de cerdo mientras que en las de humano aparentemente no es posible detectar a la
proteina (Fig 17), aunque las muestras hayan sido sometidas a una ruptura de complejos inmunes
con TCA. De igual manera es posible que la miosina de los parisitos no se vea afectada por el

tratamiento empleado para su recuperacién apartir de las muestras (Fig 17).
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Figura 17. Deteccion por ELISA de miosina de T.solium en fluidos bioldgicos. Previo al
estudio, los fluidos fueron sometides a un tratamiento con AcTAcO al 2%, Posteriormente, para la
deteccidon de miosina fueron empleados sobrenadantes de cultivo de hibridoma Ag68X63 como Ac
primarios . luego para revelado, las muestms fueron hechas reaccionar con un Ac de cabra secundario
anti IgG de mtdn peroxidado (1:2000). Los controles del ensayo fueron: Ag - (sin Antigeno), ACM -
4B3 (sin Ac primario), - aRP (sin Ac secundario). Las muestras fueron sometidas & ruptura de
complejos inmunes con 4cido tricloroacético y deteccion mediante ¢l emplec del anticuerpo
monoclonal murine 4B3 ( BC) Pozo Ginicamente con bufler de carbonatos (sin 4B3) sin adicionar el
anticuerpo monoclonal (sin secundario} sin adicién del anticuerpo anti ratén peroxidado (s humano -)
suero de humano no infectado con cisticercos (miosina) micsina de cisticercos de T.sofium adicionada a
suero de humano sano (S +) suero de humano infectado diagnosticado por Western Blot (LCR 4} LCR
de humano infectado v positive & western Blot (s cerdo -) Suero de cerdo no infectado por cisticerces .
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5.4.2. Determinacién de la actividad de ATPasa de la miosina purificada de
fluidos biolégicos.

La deteccion de actividad enzimatica MgATPasa dependiente de actina para la miosina
liberada al medio de cuitivo, se encuentra activa ya que es posible detectar al Pj liberade (en
presencia de actina homéloga), lo cual es una forma indirecta de medir la actividad enzimética de
la miosina; Los resultados muestran que en ¢! sistema de cultive parésitario es posible encontrar
Pi liberado,

La evaluacién de la actividad MgATPasa dependiente de actina, en presencia de bilis at
5%, mosiré que dicha actividad se encuentra incrementada una vez que el parasito ha evaginado.
El aumento de tal actividad enzimética es independiente del origen de los cisticercos, aunque los
parésitos provenientes de cerebro liberan mas miosina.

Un aspecto notorio es el perfil de actividad mostrado por cada purificado , ya que mientras
se encuentra con un mayor grade de pureza la miosina obtenida por captura con 4B3 no cuenta
con tanta actividad como en el caso del extracto salino de miosina proveniente de fluidos de
cerdo.Can al captura de miosina con ei anticuerpo monoclonal 4B3 se asegura una gran pureza,
pero la limitante que se tiene es que la miosina que es reconocida por el anticuerpo 483

corresponde a ta miosina liberada en condiciones normales de cultivo y las otras iseformas no (Fig

18).



CAPITULQO V. RESULTADOS.

151

Absorbancia (600nm)

A B

16 16
14 —

E 14 l
12 E 12
1 3 1
08 o 08
% E 06
o4 5 0
a2 ﬂ FLl rl 3 @

<
0+ T T T T 0

E

A C D
Mestr=s Medrss

Grifica 18. Actividad de ATPasa de purificados de miosina de fluidos de cerdo infectado A)
Punficado mediante captura con Abm 4B3 B) Extraccién salina de miosina con KCI 0.6 después de una
ruptura de complejos inmunes con TCA 2% . (A) Agua MilliQ usada para el estudio (B ) Miosina purificada
de cisticercos de 7. soffum adicionada a suero de cerdo no infectado en cantidad de 1 pg (C) suero de cerdo
sana (D) suero de cerdo infectado (E) LCR de cerdo infectado . La actividad ATPasa se determino mediante
la medicion de P1 liberado por la hidrélisis de ATP ( ver apéndice) en presencia de ectina purificada de
cisticercos de T. sofium
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5.4.3. Electroforesis de miosina purificada de suero de cerdo infectado

Seqtn el analisis electroforetico es posible aislar Ja miosina contenida en sueros de cerdo

infestado (Fig 19 carmil 4) la cual presenta un peso molecular semejante al de la cadena pesada

de miosina de cisticerco (Fig 12 camil 2) y a la liberada por los parésitos adultos en cultivo (Fig. 19

carril 5).

2 3 4 5

Figura 19. Anilisis en gel con
glicina de miosina purificada por
captura con 4B3 a partir de suero de
cerdo infectado. Se muestra el perfil
electroforético de pesos moleculares de
teferencia (1) Cadena pesada de miosina
de cisticercos de T. solium (2) Cadena
pesada de miosina liberada por cisticercos
de T. soliun en condiciones de cultivo sin
bilis a las 12 h (3) Cadenn pessda de
miosing purificada de sangre de cerdo
infectado (método de captura en placa) (4)
Miosina liberada por parisito adulto de T,
solium cultivada in vitro (5). La punta de
flecha indica la presencin de cadena pesada
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CAPITULO VI. DISCUSION DE RESULTADOS.

6.1. Evaluacién de la purificacion y del reconocimiento de miosina por AcM 483.

Bajo las condiciones experimentales usadas fue posible obtener a la miosina de
cisticerco tante en su forma nativa como en [a forma monomerica o de ¢adena pesada; para su
obtencién de esta miosina, tuvieron que ser utilizadas condiciones desnaturalizantes que
favorecieran a la separacion de los monomeros.?

Una de las dificultades mas importantes a las que hay que enfrentarse en el estudio de la
miosina es la degradacién proteica , al parecer esta proteina tienen una vida estable corta, porlo
que fue necesario para estudios mas finos el emplear una modificacion a la purificacién antes
utilizada y esta consistia en adicionar EDTA 5 mM como inhibidor de metaloproteasas ya que esta
repariado que los extractos salinos de cisticercos de Taenia sofium son ricos en proteasas de este
tipo . La separacién de mondmeros no alterd el sitio de reconocimiento de los Ac’'sM 4B3, ya que
ellos siguieron reaccionando con las proteinas de igual manera como habia sido demostrado en
otros estadios. Inclusive también en los resultados se pudo observar que los Ac's M4B3
reaccionaban con més de una fraccién antigénica de 200 kD, lo cual nuevamente apoyaba la
posibilidad de que existieran mas de una forma de cadena pesada de miocsina como ha sido
demostrade en olras miosinas no parasitarias . % 8 %58 71. 80112y 14

Es interesante el hecho de que existan iscformas de miosina en los pardsitos aduitos y en
los cisticercos ya que pueden estar asociadas a mecanismos especializados del metacéstodo en
los cuales la isoforma no presente en el parasito adulto intervienen, sobre las diferencias entre el
metacéstodo y el parasito adulto a nivel de sus proteinas tanto estructurales como enzimas no se
sabe mucho , pere indudablemente debe haber proteinas estructurales y enzimas del tegumento o
del metabilismo que en el pardsito adufto se expresan mientras que en la fase larvaria no o se
expresan de manera difrente, 2 ™Y "

Al respecto Moore L. y col. (1992) reportaron que en diferentes estadios de desarrollo de
los pollos se da un cambio de isoformas de miosinas (monitoreade por la secuencia de cada
miosina) es un efecto del corte y empalme atternativo en los genes de miosina , y aunque en todo

momento del desarrollo pueden estar presentes todas las isoformas , son una o varias isoformas
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las que predominan, este puede ser el caso de ia miosina de 7. solium en las fases de cisticerco y
adulto.

6.2. Analisis de la miosina purificada por electroforesis en geles de EDTA/glicina.

Debido a que la demostracién de la presencia de isoformas de miosina no era facilmente
reproducibles en geles convencionales de acrilamida de gradiente continuo, se decidit implementar
otro tipo de electroforesis basada en la separacion de las proteinas mediante geles que contienen
EDTA en el gel superior y glicina en el gel infesior,
Estos geles con un bajo contenido de acrilamida (6.5%) pemmiten la entrada de proieinas de aito
peso molecular , con relativa facilidad , al gel separador.’™

El gel con glicina presenta el mismo principio de separacién que el GELPOLI-DSS habitual,
la diferencia radica en que hay dos componentes adicionales: 1) Adicion de EDTA a la formulacién
del gel superior con la finalidad de eliminar cationes divalentes (como calcie) que puedan estar
interaccionando con las proteinas de manera que las estabilice o favorezca su polimerizacion |, 2}
Incorporacion de glicina al gel separador que en condiciones de pH bésico (8.7) forma la especie
glicinato de carga neta negativa . Bajo estas condiciones, al estar cargado el gel con una carga
neta negativa, va a retener proteinas que tengan gran nimero de cargas parciales positivas con lo
que se logra someter por largos espacios de tiempo a las protefnas bajo un intenso campo eléctrico
favoreciendo su separacién {(mientras mas grande sea una proteina mas cargas parciales positivas
va a tener) y ello se ve reflejado en una mayor definicién de bandas por efecto de este campo
eléctrico intenso que se induce para separar las proteinas y una carga opuesta que timita la
migracién de proteinas. En el caso de la glicina que esta contenida en la sofucién amortiguada de
corrida, se encuentra en forma de zwitterion al igual que el que estd en el ge! superior (pH 6.5),
por io gue hay una carga total neutra en estos sitios. >

Para carroborar esto se empezaron los primeros ensayos con la finalidad de oplimizar la
comida electroforética en cuanto a condiciones de voltaje y tiempo en el sistema Hoffer de
minigeles . Las condiciones resultantes de la estandarizacién y optimizacion de |a técnica de

eleciroforesis en geles de glicina, con respecto a las originales fueron muy diferentes a las
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inicialmente reportadas ya que hubo gue adaptar las condiciones a minigeles, por lo cual se
estandarizaron el tiempo de comida y |a cantidad de proteina que se adiciona por carril. La tincién a
utilizar en este tipo de geles es la de Zinc Imidazol debido & la rapidez de revelado o la tincién de
plata modificada por Blum por su sensibilidad. '°7%®

En el andlisis electroforético de la miosina de cisticercos tratada con coctel especial para
separacién de isoformas en su forma de cadena pesada facilitd la identificaciéon del nimero de
isoformas presentes en los pardsitos la tincidn inversa de Zn-imidazol. Dos bandas fueron
visuaiizadas per IET (Fig 8B} correspondientes a la miosina y la resolucién de su separacién se
logré a través del sistema de geles con glicina. Un andlisis de la banda mas pesada revelada en
IET (Fig 8 B carril 5) mostré que puede haber separacién de cinco bandas las cuales tienen poca
diferencia de pesc molecular entre ellas.

Se logré la deteccion por IMP y ELISA de miosina liberada por cisticercos mantenidos en
cultive in vifro, El empleo del anticuerpo menoclonal 4B3 evitd las posibilidades de reacciones
cruzadas con otras proteinas. La idea de haber utilizado esas técnicas es porque reunfan
caracteristicas de alta sensibilidad y bajo fondo de reaccién.

Las condiciones estandarizadas para su usc con medio de cultivo (diluciones de
anticuerpos, tiempo de incubacién y bloqueo) permitieron que se lograra alta sensibilidad al método

de ELISA y fuera de 0.035 ug de miosina / pozo y en la técnica de IMP fuera de 0.5 ug de

miosina/punto.
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6.3. Miosina en sobrenadantes de cultivo.

Segun lo reportado acerca de la inmunoiocalizacién de miosina, tanto en cisticercos comeo
en tenias, esta proteina es de localizacidn muscular y cabria la posibilidad de que su papel
bioldgico, durante el fendmeno de evaginacién de los cisticercos, fuera muy importante para la
motilidad de los pardsitos y por ello se decidio estudiarla durante dicho fenémeno. De igual
importancia podria ser el papel de la miosina liberada por los parésitos, ya que también a sido
demostrado que en los sobrenadantes de heces de hamsters infectados y en sobrenadanttes de
cuitivos de tenia hay miosina de los parésitos. ©

En este sentido, preguntas como ¢la miosina es fiberada por tener alguna funcién fuera del
parasito ?, ¢ se encuentra integra ?, ¢ tiene implicacién en la interaccién hospedero- parasito 7,
son plantemientos susceplibles de ser estudiados. Con el IMP pudo detectarse a la miosina
liberada de cisticercos en presencia y en ausencia de bilis, y hubo interferencia por la bilis de
cerdo a pesar de la baja reactividad con los Ac’s. El empleo del medio de cultivo complementado y
con hilis di6 menor reactividad que la bilis séla y eso fue util para la deteccién de la proteina. Los
cisticercos cultivadas, bajo las condiciones establecidas, aparentemente no generaron dafio alguno
a la viabilidad de los parésitos ni a su integridad morfolégica cuando se les observaba con el
microscopio invertido a un aumento de 10x y 45x.

Segun los resultados obtenidos, la adicidn de bilis al medio de cultivo, fue un fuerte
estimulante de la actividad muscular del parasito ya que incluso sus movimientos se vuelven mas
vigorosos por estimulo de la evaginacién . El analisis de la miosina liberada bajo estas condiciones,
con el uso de geles con glicina, mostrd que en presencia de bilis podria ser inducida la expresi6n
de isoformas diferentes cuando hay estimulo (Fig 14) esto podria llevar a varias consideraciones
como que l0os parasitos liberen esta proteina con la finalidad de que interaccione con otras
proteinas del hospedero y asi modular su microambiente de alguna manera, que los pardsitos la
liberen con la finalidad de cambiar las isoformas de miosina del estadio larvario por las isoformas
utiles para el parasito adulto & porque los pardsitos liberan esta proteina para enmascarar una

respuesta inmune del hospedero, ya que las miosinas tipo Il son altamente conservadas tanto la
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miosina del hospedero como del parisito deben ser muy parecidas, entonces el sistema inmune
del hospedero no tendria porque reaccionar encontra del parasito si este presenta Ag's a su
alrededor semejantes a los del hospedero. 0.2y

Cuando {os parasitos fueron cultivados en presencia de prazicuantel (PZQ), se vid
claramente que los parasitos se dafiaron y ello se reflejé en el IMP, por el aumento en la
liberacidn de miosina. Este mismo efecto se observd en presencia de 2,3-butanediona monoxima
{BDM). Posiblemente el efecto del PZQ pudiera estar asociado a nivel de los canales de calcio del
cisticerco . En el caso del BDM se alteran los mecanismos de fision y motilidad actomiosina
dependiente, principalmente por la inhibicidn especifica de la actividad ATPasa de miosina y se ha
visto que influye en fa excrecion / secrecion de sustancias ( Fig 11), ¥

6.3.1. Cinética de liberacion de miosina en cultivo parasitario,

De acuerdo a |a estandarizacion de las condiciones de cultivo de los cisticercos, evaluadas
mediante la deteccion de miosina con la técnica de ELISA, se determindé que el punio de
interés en el seguimiento de la cinética se encontraba antes de las 26 h de cultive, dado que
después no se presentaban cambios apreciables en cuanto a la cantidad de miosina liberada (Fig
12}

La evaluacidn de la miosina liberada tanto por cisticercos recuperados de musculo como
de cerebro, mostiré que no habia upa influencia del origen de los cisticercos en su liberacién de
micsina (Fig 12A y 12B). En ambos casos, la adicién de bilis al medio de cultivo, estimuld la
evaginacién de los cisticercos .Es importante notar que a mayor cantidad de miosina liberada por
parte de los parésitos hay un menor porcentaje de evaginacidn (Fig 12B), si los parésitos no
evaginan por no ser estimulados a ello entonces la cantidad de miosina liberada es poca (menos
de 3ug por cisticerco a las 24h), estos sugiere que los pardsilos para evaginar requieren liberar
miosina , pero si se libera en exceso puede interferir con la capacidad de evaginar del parasito .
Cuando se liberan mas de 8pg de miosina el porcentaje de evaginacién disminuye, lo que

evidencia que debe existir un equilibrio {y como consecuencia un mecanismo de control) entre la

miosina requerida en el interior del parasito y que se libera de manera habitual por el parésito que
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no ha sido estimulado hacia la evaginacidn sin exceder una concentracién de 3pg en el medio. Por
tanto un parasito que libera entre 3 y 6 ug de miosina (a las 24 h) tiene una mayer posibilidad de

evaginar que un cisticerco que libera mas de 6 ug de miosina (a las 24 h)." ¥

6.3.2. Determinacién de la actividad de ATPasa de la miosina liberada en
cultivo in vitro.

Con los actuales resultados no es posible explicar los mecanismos por los cuales se da un
aumento o disminucién en el fenémenc de evaginacion , debido a la gran intensidad con que se
tiene que presentar la actividad muscular durante la evaginacién , se tendrfa que pensar que esta
proteina deberia estar en mayor concentracién dentro del parasito . Esto hace surgir una pregunta
con respecto a esta gran cantidad de miosina liberada, y esta es ¢la proteina liberada se encuentra
integra y si es asi presenta alguna actividad MgATPasa ? .Para contestar esta pregunta se buscéd
determinar la actividad ATPasa de la miosina liberada, mediante ia t&cnica colorimétrica para la
deteccién de Pi, producte de la hidrdlisis enzimédtica de ATP. Este métado colorimétrico fue
adaplado en el laboratorio a la aclivacién enzimética de la miosina Y%

Debido a que las concentraciones de micsina a utilizar en el estudio, de acuerdo con la
técnica estandarizada, eran menores se adaptaron los volimenes de reaccién con la finalidad de
utilizar ta menor cantidad de sobrenadante de cultive parasitario posible sin alterar la linealidad en
la determinacién de Pi por la técnica colorimétrica utitizada (ver apéndice) gracias a esto fue
posible detemminar la actividad enzimatica de la moiosina liberada (Fig 13) tanto en sobrenadante
de cuttivo con bilis y sin bili .

Una vez que se determind que la miosina liberada se encontraba activa ., 56 decidié
determinar si se encontraba integra .

6.3.3. Andlisis electroforélico de miosina liberada.
E! andlisis eleciroforético de los sobrenadantes de cultivo, empleando geles con glicina

{figura 4), mostré que la miosina iiberada se encuentra integra con un peso molecular de 200 kDa.
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Un fendmeno interesante que se observé en los anélisis electroforéticos, fue que bajo condiciones
de evaginacién, hubo la aparicién de dos nuevas bandas de un menor peso molecular (Fig 14B) y
1as cuales podrian corresponder a isoformas de miosina . No es posible visualizar estas bandas por
IET a partir de geles con glicina ya que las proteinas quedan atrapadas en el gel, por lo que se
optd por realizar una IET a partir de un anélisis electroforétice habitual {Fig 16B) y solo se lograron
separar dos bandas, que son reconocidas por anticuerpos anti miosina de cisticercos de 7. sofium
preparados en hamster, Es posible que la aparicién de estas isoformas esté relacionada con el
aumento de la actividad enzimdtica de la misma frente a condiciones de evaginacién de los
cisticercos .

Cuando se analizaron las bandas por IET, se encontré que dependiendo de con que
anticuerpos se hiciera el revelado se presentaba un reconocimiento diferente de bandas. Cuando
fueron usados los anticuerpos policlonales anti cadena pesada de miosina se observd un mayor
reconocimiente hacia la miosina liberada, mientras que al usar al AcM 4B3 se observd un
reconocimienio preferente por miosina purificada y poco reconocimiento de la miosina liberada.
Estos resultados indican que posiblemente bajo ciertas condiciones ambientales, la miosina
liberada por los cisticercos presentan el epitopo reconocido por el AcM4B3 en diferentes
proporciones con respecie a la miosina que es purificada de los parésitos. Este hallazgo es
importante, ya que si se pretende detectar a la miosina , como Ag circulante durante la infeccién
parasitaria , se tendria que buscar un anticuerpo policlonal especifice contra la miosina liberada por
los parasitos .

Debido a problemas de {a IET a partir de geles de glicina, porque la proteina era retenida
en el gel, se tuvo que volver a emplear la IET a partir de geles preparados de manera habitual y se
observé que los Ac's reaccionaban con mds de una banda, lo cuzal podria ser un fuerte indicativo
de que existen isoformas de miosina .

Oftra posible explicacidn de que los AcM's no reconozcan preferentemente a fa miosina
liberada, puede ser que esta miosina que es liberada presente epitopos diferentes a la encontrada

en los extractos de los parasitos completos parasitos completos.
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6.4, Miosina parasitaria en fluidos biologicos de hospedero infestado.
6.4.1. Deteccidn de la miosina en fluidos biolégicos.

Fue posible la deteccién de la miosina por |a técnica de ELISA ulilizando como anlicuerpo
primario al AcM4B3, aungue este anticuerpo no reconoce preferentemente a la miosina liberada su
use permitio asegurar la no reaccién con ctros productos de liberacién de los pardsitos y otras
proteinas det propio hospedero, en suero y LCR de cerdos infestados de manera natural mientras
que elfo no fue posible en humanos infectados, la explicacidn mds légica se refiere a la carga
parasitaria de los hospederos. °

6.4.2, Purificacién de Miosina a partir de fluidos bioldgicos.

Con la idea de mejorar la identificacién y purificacién de miosina , se buscé adaptar un
método de captura de Ag’'s con AcM’s 4B3 y la posterior ruptura de estos complejos inmunes con
fa finalidad de recuperar la miosina con un alto grado de pureza. Gracias al empleo de esta técnica
se logré purificar la miosina circulante en el suero del hospedero intermediario infectado con
cisticercos , para poder someterla a ensayos de actividad enzimética y andlisis electroforético en
geles con glicina . Los resultados mostraron que la miosina purificada a partir de suero de cerdo
presenta menor actividad enzimatica que la migsina purificada a partir del parasite completo.

Una posible causa de que la miosina purificada a partir de fluidos biolégicos presente una
menor aclividad ATPasa , puede ser debido a que la miosina liberada (en condiciones de estimulo
de evaginacién ) presenta una actividad elevada atribuible a las isoformas encontradas , mientras
que el AcM4B3 (utilizado en la purificacion por captura de miosina ) sélo reconoce una isoforma
que puede ser la de menor actividad biol6gica . 6

El andlisis por electroforesis en geles con glicina de la miosina purificada de fluidos

bicldgicos del hospedero mostré que se encuentra integra {Fig 19) io que confirma que la proteina

se encuentra acliva .
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6.4.3. Determinacion de 1a actividad de ATPasa de [a miosina purificada de
fluidos bicldgicos.

Con los resultados obtenidos no es posible ni determinar el papel bioldgico de la miosina
liberada por los cisticercos ni su papel en ia relacion hospedero-parasito. Es de llamar la atencion
que la proteina liberada esté completa y mantenga su actividad enzimética tanto en condiciones
de infeccién natural como en condiciones in vitro. Resulta interesante un reporte en el cual se
demuestra que las miosinas tipo |l en su porcién filamentosa son activadores y sustrato del
plasminégeno. *

Aunque a la miosina liberada por los cisticercos no le ha sido demostrada ninguna
actividad vinculada con la relacion hospedero parasito, el que se trate de una proteina tan grande
fortalece la posibilidad de que pueda interaccionar con otras proteinas semejantes como son la
paramiosina , ya que puede haber cierta afinidad entre estas, debido a que se copurifican (como
pasa en los casos de purificacidn de proteinas estructurales y organizadoras del citoesqueleto) y
entonces cobra senlido este supuesto si se considera que la paramiosina interacciona con otras
proteinas fuera del cisticerco (como son colageno y proteina C1q de la cascada del complemento),
entonces la funcion de la miosina y sus posibles isoformas pudiera estar dada de una manera
semejante ¢ en colaboracién con {a paramiosina , en el caso de que fuese asi se podria comenzar
la busqueda del papel de la miosina en la relacidn huésped parésito , en la formacién de la capsula
que en alguna ocasiones recubre a los cisticercos dentro del hospedero . f1y&

Finalmente, el mecanismo por el cual la miosina es liberada por los parésitos, es un dilema
que pudiera ser estudiado en detalle y es un caso semejante al de |la paramiosina (otra proteina
estructural) en ¢l cual no se ha dilucidado el mecanismo de liberacién y no se ha dado explicacion
alguna, Posiblemente al estimular la evaginacién de los parasitos y empleando algdn tipo de
marcaje de las miosinas liberadas, podria prestarse para un estudio de microscopia de luz o

electrénica con la finalidad de localizar la salida de la miosina del parasito.®



£62}

CAPITULO VI. CONCLUSIONES.

Se logré purificar la miosina de cisticercos de T. sofium en sus formas de miosina
nativa y cadenas pesadas .

Con la miosina purificada se logro la estandarizacion de técnicas inmunoenzimaticas
para su deteccion de miosina, las técnicas tuvieron alta sensibilidad (0.035 ,g) y
mantuvieron la especificidad por el empleo del AcM 4B3.

De igual manera con la obtencion de miosina en ausencia o presencia de
metaloproteasas ,se logrd la adaptacion de la técnica de electroforesis en geles con glicina
a un sistema de minigeles , Esta técnica permitio la visualizacién de isoformas de miosina.

Se logrd la estandarizacion de las condiciones adecuadas de cultivo de cisticercos,
con lo que se pudo detectar la miosina liberada y ademas gracias a esto se pudo evaluar Ia
influencia en la evaginacion.

Se logré determinar que la liberacién de miosina por parte de los pardsitos es
estimulada por la induccién de la evaginacion,

Pasiblemente los Ac’sM 4B3 solo reconocen una sola forma de miosina, la cual es
diferente a las liberadas por los pardsitos durante su evaginacién,

La estandarizacion de la captura de la miosina para su purificacién permitié que a
partir de LCR y suero de cerdo, en los cuales se habia determinado la presencia de
miosina par ELISA, se pudiera establecer que la proteina se encuentra circulando integra

y activa.
Por lo que se puede afirmar que la miosina liberada por los cisticercos in vitro e in

vivo se encuentra en forma de miosina nativa.
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CAPITULO VIIl. PERSPECTIVAS.

De acuerdo a los resultados obtenidos y su andlisis, surgen varios puntos que podrian ser
estudiados y que podrian brindar mas claridad sobre el papel que juegan las miosinas

que han sidc liberadas por los parasitos.

» Elaborar anticuerpos monoclonales contra la miosina liberada por cisticercos de T.
solium que puedan ser utilizados en fa técnica de ELISA en la deteccidn de miosina
circulante en fluidos biclogicos de hospederos infestados.

» Estudiar posibles bloqueadores de la liberacién de miosina (probablemente
cestocidas) con la finalidad de conocer mas sobre los mecanismos de liberacién
implicados.

¥» Implementar técnicas de microscopia con la finalidad de localizar en el parasito la
miosina que es liberada.

¥ Ya que la miosina liberada por parasitos ha sido detectada y purificada en fluidos
biolégicos del hospedero intermediario, pero no en el definitivo, entonces es posible
que se produzcan anticuerpos por parte del hospedero que reconozcan a fa miosina
liberada de cisticercos de T. sofium , si fuera asi el caso , aumentaria la posibilidad de
desarmrollar una nueva tecnologia diagndstica altamente especifica y sensible basada

en la bisqueda de estos Ac’s.
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%

Continuar con la busqueda de isoformas por técnicas de IET.

Realizar digestiones enzimaéticas de cada una de las isoformas con la finalidad de
identificar fos sitios que las diferencien.

Resolver la inquietud de si las isoformas de miosina en cislicercos de 7. sofium son
las mismas isoformas presentes en el parasito adulto y, ademds, si estas son
diferentes con respecto a otros parasitos ténidos .

Comparar lo descrito de proteinas liberadas de alto peso molecular que pudieran ser
miosina como en el caso de S. mansoni con Io estudiado en cisticercos de 7. Sofium.
68,69y 01

Determinar experimentalmente si existe afinidad entre la miosina, colageno y el

componente C1g del complemento como lo existe en ef caso de la paramiosina.
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Determinacién de proteinas por el micrométodo colorimétrico de Bradford, *

La técnica empleada para la determinacion de proteinas estd basada en un microensayo
utilizando un reactivo comercial (BIO RAD Protein Assay) modificado, que en un prncipio fue
propuesto por Bradford en 1976. El fundamento del método es el vire del azul brillante de coomasie
G-250 con respecto a la concentracién de proteinas, debido a su afinidad a residuos de arginina y
en menor proporcidn a histidina, tirosina, triptéfano , lisina y fenilatanina.

Para las determinaciones de concentracién de proteina tolal en los extractos de miosina se ulilizé
como estandar a la Albamina Sérica Bovina fraccion V { ASB, SIGMA) .

Curva de calibracion de proteinas para Miosina nativa.

Las alicuotas del estandar de ABS (1pg/ ul} de la curva de calibracién con la concentracidn
establecida (ver tabla 1), fueron colocadas en tubos de ensayo a los que posteriomnente se les
adicionaron el volumen comespondiente de agua para después de agitar adicionar 2000 del
reactivo de Bradford (Bio Rad) a una dilucion previa de 1:2 con agua bidestilada. Con los valores
de Absorbancia que se obtuvieron con la proteina estandar, se realizé una regresién lineal y con
ella se interpolaron, los valores de absorbencia presentados por las muestras para poder oblener
su concentracion final.

il de ASB ( g/l ) Read"’("uf_‘)’me“"a‘ H0 D.O (590 nm)
5 200 800 0
5 360 795 0.3408
10 200 790 0.5251
15 200 785 0.6783
20 200 780 0.8837
25 00 775 0.9193

Tabla 1: Muestra |a distribucion de la curva de calibracién de proteinas para el caso de la
Miosina nativa.

Determinacién de la concentracién de proteina a muestra problema .

{ a determinacién de ia concentracion real se hace con base a los valores de absorbancia
pramedio de la muestra y, mediante una regresion lineal utilizando los valores promedio de la
proteina estandar y sus concentraciones conocidas . Se interpolan los valores de concentracion
respeclivos 1os cuales fueron calculados con su valor real al cansiderar la dilucin inicial de las
muestras analizadas .
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Determinaci6n de fésforo inorganico (Pi) para actividad ATPasa . ¥

Se mezcian una parte de solucidn A (Polivinflalcohol 0.55% y verde de malaquita 0.055%)
con una parte de solucidn B (Molibdato de amonio 2.5% preparado en HCI 4N} y se adicionan 4 mg
de P-metilaminofenol suifato por cada ml de solucién reactiva , se mezclan bien y se dejan reposar
30 min. antes de usarse .

A la muestra (o tos puntos de la curva patrén que debe contener de 1-25 nmoles de Pi) |, se
le lleva a un volumen final de 400 ul con agua Milli Q , se le adicionan 400 pl de mezcla reactiva y
se deja incubar por espacio de 2 min. , al cabo de los cuales se detiene la reaccién con 400 ! de
acido citico al 10%. Después de 30 min se lee a 600 nm (el color es estable 2 h ).

Determinacién de la concentracion de Pi .

La determinacién de la concentracién real de Pi se hace con base a los valeres de absorbencia
promedio de la muestra y, mediante una regresién lineal elaborada con los valores promedic de
fésforo inorgénico y sus concentraciones conocidas . Entonces se interpolan los valores de
concentracidn respectivos los cuales fueron calculados con su valor real al considerar la dilucién
inicial de las muestras analizadas . {ver gréfica 1}

Pi Abs Datos de
14, (600 nm) } correlacién

0 0 a=0,069

1 0.11 b=0.043

5 0.3235 r=0.994

10 |0.546

15 |0.759

20 {0938

25 01015

0 ] 10 1% 20 25 3
nmoles de Pi

Grifica 1. Sc mucstra la curva de calibracién para Is determinacion de Pi producto de la actividad
ATPasa de miosina y en ¢l recuadro se muestran los valorcs promedio obtenidos y sus correspondicntes
valores de correlacidn .
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Electroforesis en geles de poliacrilamida - SDS

La electroforesis es el movimiento de las moléculas cargadas en un inductor eléctrico
utilizando un medic de soporte , método empleado profusamente para la separacion analitica de
moléculas biolégicas . El medio puede ser un amortiguador , un gradiente de sacarosa , papel de
nitrocelulosa celulosa o geles de poliacrilamida , almidén o agarosa . El métode cominmente
empleado es la electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de dodecil sulfato de sodio
{SDS-GELPOL!) .El SDS desnaturaliza las proteinas al romper interacciones no covalentes y les
confiere una carga neta superficial negativa .En estas condiciones las proteinas migran de manera
diferencial dependiendo de su tamafio {(peso molecular) y de esta manera se separan. La diferencia
de migracién se puede modular por el tamafio de poro del gel que es reflejo de la proporcién y
concentracion de acrilamida y bisacrilamida .tienen diferentes tamafios dependiendo de la
concentracién a la que estos hallan sido empleados .Las proteinas pueden someterse a
condiciones reductoras mediante el empleo de p-mercaptoetanol , urea , liourea u ctro ,ya que
rompen puentes disulfuro , por lo que pierden su estructura secundaria y en cambio mantienen su
estructura primaria .

Los geles fueron preparados en forma de gradiente continuo a diferentes concentraciones
y con los reactivos correspondientes, como se muestra en 1a tabla 2. Se emplean para dichos fines
dos tipos de geles . un gel superior en el cual mediante la formacion de un gradiente de voltaje en
la fase liguida se concentra la muestra ; y un gel inferior 0 separador en el cual se logra la
separacion de las proteinas .

Electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS con glicina .

El gel con glicina presenta el mismo principio de separacion que el SDS-PAGE habitual, la
deferencia radica en dos componentes adicionales , uno es la adicidn de EDTA a la formulacién de!
gel superior 10 que tiene como finalidad el eliminar cationes divalenles (como calcic) que puedan
estar interaccionando con las proteinas ya sea estabilizandolas o favoreciendo su polimerizacion
.En el gel separador se incorpora glicina que en condiciones de pH basico (8.7) forma la especie
glicinato de carga neta negativa ,al estar cargado et gel con una carga neta negativa va a retener
proteinas que tengan gran niimero de cargas parciales positivas (mientras mas grande sea una
proteina més cargas parciales positivas va a tener) con lo que se logra una mayor definicion de
bandas por efecto de un campo eléctrico intenso que se induce para separa las protelnas y una
carga opuesta que limita la migracién de proteinas .

En el caso de la glicina que esta en el amertiguador de comrida se encuentra en forma de
zwitterlon al igual que el que esta en el gel superior (pH 6.5) , por lo que tiene una carga total
neutra .

Preparacion de geles y corrimiento electroforético.

Se lavan los vidrios con agua destilada y alcohol al 70% , se secan perfectamente y se
montan en el aparato para Ja elaberacién de getes (Hoffer) en el siguiente orden :a) vidric b) 2
separadores ¢) alumina y se fijan con la ayuda de pinzas especiales (Hoffer }.Se preparan por
separado las mezclas del gel, separador (tabla No 1) y del gei concentrador (tabia No 2), sin
agregar el TEMED {(catalizador) hasta que fueran a ser utilizados .Se agrega ia mezcla dei gel
separador (con el cuidado de formar el menor nimero de burbujas } y la solucién se vacia en el
séndwich lentamente con una pipeta pasteur evitando la formacion de burbujas. Inmediatamente se
adicionaron 200 uL de Isobutano! - Agua bidestilada (1:1),con la finafidad de favorecer una
superfiie plana en la superficie y evitar protuberancias que modifiquen el comimiento
electroforético y se dejé reposar hasla que se realice la polimerisacién completamente (de
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preferencia se preparan un dia antes de usarlos para mayor nitidéz de bandas) .Se lava fa
superficie del ge! con Agua bidestilada para eliminar el alcchol-agua .

Posteriormente se adicioné el TEMED a la mezcia del gel concentrador el cual se adiciend
sobre el gel separador previamente montado en la cAmara de Electroforesis y se coloca el peine
adecuado evitando la formacion de burbujas, se espera la polimerizacion del gel , posteriormente
se retira e! peine y se lavan los pozos con el amortiguador de corrida.

Se llena la cdmara con el amortiguador de corrida en la parte de abajo y en la parte
anterior del gel hasta el borde de la cdmara .

Se agregaron en los pozos formados en el gel las muestras requeridas , previamente
hervidas en proporcién 1:1 en coctel de muestraque en su formulacidn contiene azul de bromofenal
como frenete de corrida.Se conecta |a cdmara a la fuente de poder (Bio Rad Power Pack 1000 ),
ajustandose a las condiciones de voltaje y amperaje requeridas.

Se realiza el corrimiento de la Electroforesis hasta que el colorante azul de bromofenol salga o
hasta que algin peso molecular especifico salga del gel.

Solucién Stock Gel Gel Gel separador Gel separador con
supeior (1) | superior 1) glicina (2}
2)
Concentracidn del gel 6% 65%
Acrilamida-
bisacrilamida 270 600 pl & mi 24 ml
Amortiguador
pH= 8.8 ° 375 mi 250 pl
Amortiguador
pH= 6.8 555 i 175 ul
SDS 10% 22 ul 200 300 i 440
Persulfato de
amonic 1.5 % 111 pl 333 1.5ml 366.5 pl
Agua destilada 1.25ml 29 ml 18.45ml 6.7 ml
TEMED 5.8l 10 pt 15w 11l
Glicina 825 pl
EDTA 1% 750

?  Solucién de Tris-base (tris-hidroximetil aminometano) 2M pH 8.8
®  Solucidn de Tris-HCI (cloruro de tris-hidroximetil aminometano) 2 M pH 6.8.

Tabla 2 . Soluciones requeridas para |a preparacion de los geles SDS-PAGE.
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Tincion con Azul de Coomassie, ™

Después de la Electroforesis , el gel PAGE-SDS es colocado en la solucién de Tincién por
un espacio de tiempo de dos horas o toda la noche.
Después del teflido del gel , se elimina el exceso de colorante mediante lavados con una solucién
de 4cido acélico al 10%. En el caso que se desee un destefiido mas rapido se puede aplicar calor
con una mezcla de metanol - 4cido acélice en una relacién (5:1).
La solucién de tefiido esta constituida por:
Azul de Coomassie (R-250) 300 mg

Metanol a! 30% 150 mi
Ac. Acético al 10% 50 ml
Agua bidestilada c.b.p. 500 ml

Tincion con plata.?®

Fijar el gel en una solucién de metanol al 50% y 4cido acético al 10% durante 30min.
Incubar €l gel en una solucién de metanol al 5% y &cido acélico al 1% durante 15 min.
Enjuagar en metanol al 50% (opcional),

Lavar con agua desionizada 3 veces, Smin,

Incubar durante 90s en una solucién de tiosulfato de sadio 0.002% recién preparada.
Lavar con agua desionizada 3 veces, 30s.

incubar en una solucién de nitrato de plata 0.2% durante un minimo de 25 min.

Lavar con agua desionizada 3 veces, 60s.

Revelar con una solucién de carbonato de sodio 6%, formaldehido 0.0185% y tiosuifato de
sodio 40g/ml.

10. Incubar hasta la aparicién de bandas en el gel.

11. Detener la reaccin con Acido acético al 6% .

12. Lavar con agua desionizada varias veces,

13. Conservar el gel en agua desionizada.

DN A LN

Tincién inversa con zinc-imidazol ®

1. Inmediatamente después de la electroforesis, incubar el gel en una solucién de imidazo) 0.2M y
dodecil sulfato de sodio al 0.1% durante 15 min. con agitacién moderada.

Retirar la solucién y enjuagar unos segundos con agua destilada.

Incubar el gel en sulfato de zinc 0.2M durante 30-45s.

Qbservar el gel contra un fondo obscuro para monitorear la aparicién de bandas.

Descartar la solucidn y lavar abundantemente con agua para detener la reaccién.

Conservar el gel en agua.

En caso de una tincién deficiente, destefiir el gel en una solucién de EDTA 1M, lavar
abundantemente con agua y repetir el protocolo de tincion.

Nouneon
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Inmunoelectrotransferencia. '

Este método combina el poder resolutivo de la electroforesis en geles de poliacritamida en
presencia o ausencia de detergentes como dodecil sulfato de sodic (SDS), con la reaccién
antigeno-anticuerpo en fase sélida .

Las proteinas separadas por electroforesis son electrotransferidas a membrana de Polivinil
diflorure {PVDF) , en donde se unen a los grupos reactivos del papel, quedande asi inmovilizadas y
expuestas en la superficie para reaccionar con los anticuerpos correspondientes, El
patrén obtenido en el papel es una copia de! patrén de separacién obtenido en el gel. Es necesario
en esla fase del procedimiento bloquear con alguna proteina que no interfiera con el
reconocimiento con el anticuerpo (por ejemplo, gelatina, albimina sérica bovina o leche) con los
sitios reactivos del papel que quedan libres, para evitar la unién inespecifica de los anticuerpos
que se emplean a continvacién. En la etapa siguiente la membrana de PVDF se hace reaccionar
con los anticuerpos problema, los cuales se unen a los antigenos comespondientes que estén
inmovilizados en el papel.

Preparacién de la cimara de electrotransferencia

1. En un recipiente con suficiente solucién amortiguadora de transferencia se humedecen las
fibras scotch y los  papeles filtros (todos con las dimenciones suficientes para cubrir {otalmente
elgel).

2. Se corta la membrana de PVDF de acuerdo al tamafio del gel (utilizando guantes y manejando
la membrana con pinzas).

3. Se coloca la membrana en otro recipiente en donde se incuba con metano! absoluto por
espacio de 15 seg. , después de lo cual se lava con agua bidestilada por tres veces , es
importante identificar la formacion de un lado hidrofilico y otro hidrofébice en la membrana .

4. En un "cassetie” (Hoffer) de electrotransferencia se coloca primero unas fibra y sobre [a fibra
se coleca un papel filtro teniendo cuidado de que no queden burbujas atrapadas, después se
coloca el gel y sobre éste la membrana PVDF (con el lado hidrofilico hacia el gel), eliminando
las burbujas.

5. Con un lapiz se marca el frente de comimiento del gel y sefialande el caril numero uno de
acuerdo a {a colocacién de las muestras, se colocan nuevamente otro papel fiitro sobre el
papel PVDF y otra fibra. Se cierra el cassette y se inserta en el contenedor de la c&mara de
electrotransferencia (Hoffer) , previamente llenc con amortiguador de transferencia.

6. Se somete a las condiciones de amperaje constante necesarias segun el tipo de protefna
manteniendo el sistema & una temperatura de 2°C usando para ello un intercambiador de calor

7. Altémnino de la transferencia se toma la membrana de PVDF (con guantes) y se coloca en un
recipiente con rojo de Ponceau, para detectar fas proteinas transferidas, cuando se observan
las bandas se retira el exceso del colorante con agua bidestilada .

8. La membrana PVDF se lava con agua bidestilada y se coloca en un recipiente que contenga
leche Sveltes 5% en PBS-tween 20 y se deja incubando 2 h. a temperatura ambiente en
agitacion continua.

8. Pasado el periode de incubacién con el bloqueador se realizaron 2 lavados con PBS-Tween 5
min cada uno ; los lavados asi como todas las incubaciones se realizaron en agitacién
continua. Luego fueron adicionados los anticuerpos policionales o0 monoclonales (dil:1:1000 o
sobrenadante concentrade) (2 h a temperatura ambiente ).

10. Después de la adicién de estos anticuerpos,se adicioné un anticuerpo secundario el cual
podria ser en el caso de policfonales de cabra (anticonejo o antihdmster ambos conjugado a
peroxidasa ( SIGMA. dil:1:2000, 2h). Para el caso del AcM se empleo como anticuerpo
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11

en

secundaric un anticuerpe de cabra anti ratén conjugado a peroxidasa de (SIGMA. dil:1:1000,
2h); para el revelado de la peroxidasa se emple DAB 500ug/mi en PBS y 6pl de HyOy);
Finalmente, se revela la reaccibn de la solucién susirato, siendo evidentes las bandas
separadas electroforéticamente. La reaccién se detiene con Agua bidestilada. Para lograr
visualizar miosina proveniente de cultivo parasitario el sustrato empleado fue Diaminobencidina
(DAB) 0.6% , sulfato de amonio Niquel 0.93% , peréxide de hidrdgenc 0.001% disueltos en
PBS , esta férmula genera bandas de color gris a negro con la finalidad de lograr una mayor
sensibilidad en |a deteccidn de bandas.

ELISA. >

El ensayo inmunoenzirnético conocido como ELISA es uno de los métodos inmuncenziméticos
fase sdlida méas empleados debido a su alta sensibilidad, especificidad (dependiendo

especificidad de los anlicuerpos empleados) y que presenta la posibilidad de examinar un gran
numero de muestras de una manera relativamente sencilla

-

ol

Procedimiento para la técnica de ELISA .

El antigeno se coloca en &l pozo de la placa (Maxisorb NUNC ).

Se le adiciona amortiguador de carbonatos (pH 8.6) ,el volumen necesario para completar 100
ul.

Se deja incubar por espacio de 2 h a 37°C |

Se lava la placa con PBS - tween 20 al 0.3% por 5 min. tres veces .

Se bloguea la placa con 150 pl de PBS - tween 20 al 0.3% con 5% de leche por espacio de 2
ha37C.

Lavar fa placa como se indica en el paso 4 .

Afiadir 100 ul / pozo de anticuerpo primario e incubar 2 ha 37°C .

Lavar la placa como se indica en el paso 4 .

Afadir 100 p! / pozo de anlicuerpo secundario e incubar 2 ha 37°C.

. Lavar la placa como se indica en ¢l paso 4 .

. Afadir 100 ul / pozo de sustrato y esperar el desarrollo de color en un lugar obscuro .

. La reaccitn se detiene afadiendo 100 pl de H;SO,4 2N .

. Se determina la absorbancia empleando un lector de placas de ELISA con una longitud de

onda de 492 nm .

. Se grafican los resultados restando los valores del blanco .



APENDICE. 72]

Absorbencia 492 nm

Curva de calibracién para la determinacién de la cantidad de miosina nativa por técnica
de ELISA.

Las alicuotas del estandar de miosina de cisticercos de 7. sofium (1.9 pg/ ul) de 1a curva de
calibracién con la concentracién establecida (de 0.013 pg a 1 pg de proteina total), fueron
colocados en los pozos de la placa de ELISA y posteriormente se sometié al tratamiento de
deteccion por la técnica de ELISA . Con los valores de Absorbencia que se obtuvieron con la
protelna estandar, se realizé una regresién lineal y con ella se interpolaron, los valores de
absorbencia presentados por fas muestras para poder obtener su concentracion final.

Curva de calibracién de Miosina

0,7 Grafica 2 . Muestra el
06 . comportamiento lineal de la curva de

' calibracién para determinar la
0,5 cantidad de miosina en sobrenadantes
0,4 de cultive (r =0.99)
0.3 -
0.2 1
01

0 T .

0 0,2 0,4 086

Microgramos de miosina
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Inmunopunto . 77

Debido a Ia alta sensibilidad, especificidad y facil manejo de la técnica de ELISA, se han

implementado diversas variantes. Una de las més populares es la del inmunopunto, también
conocido como Dot-blot o como dot-ELISA en e que se emplea una membrana como soperie para
el acoplamiento del antigeno o el anticuerpo .La ventaja de su usc es que no se requiere de equipo
de deteccién alguno, ya que la reactividad es evaluada visualmente.

Procedimiento.

1.

2.

bl o

© 0N Dt

La membrana de PVDF (previamente activada 15 seg. en metanol) se monta en el aparato de
inmunopunte { bio-dot) .

Se colocan 10 ul de antigeno y se deja secar bajo vacio a temperatura ambiente por espacio
de 20 min. .

Se lava la membrana con PBS - tween 20 al 0.3% por 5 min. ires veces .

Se bloquea la placa con 150 pl de PBS - tween 20 al 0.3% con 5% de leche por espacio de 2
h a temperatura ambiente .

Lavar la membrana como se indica en el paso 3.

Afadir el anticuerpo primario e incubar 2 h atemperatura ambiente

Lavar |la membrana como se indica en el paso 3.

Afiadir el anticuerpo secundario e incubar 2 h a temperatura ambiente.

Lavar la membrana como se indica en el paso 3,

10 Afiadir el sustrato y esperar el desarrollo de color en un {ugar protejido de la luz.
11. La reaccion se detiene lavando con agua bidestilada.
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Purificaciéon de miosina circulante en fluidos biolégicos de hospedero infestado utilizando
captura con anticuerpo 4B3.

Debido a la necesidad de implementar una técnica para visualizar la miosina liberada por
los parasitos se buscaron milltiples técnicas, pero no reunian las caracteristicas necesarias de
pureza y fenian el inconveniente de que para poder ser usadas se requeria una cantidad
considerable de proteina de interés para poder visualizar ia cadena pesada de miosina en un gel.
Mediante una modificacién de la técnica de ELISA de caplura, utilizando anticuerpos monoclenas.

Las placas de ELISA fueron sensibilizadas con anticuerpos monoclonales murinos 4B3
que reconocen Unicamente miosinas de 1énidos y luego el suero de cerdos inefectados con
cisticercos a los cuales se les habian detectado miosina circulante se coloca en los pozos.
Finalmente con &cido tricloroacético se rompen los complejos inmunes, se recupera la solucién de
los pozos y esta contiene el antigeno que fue reconocido por el anticuerpo (en este caso miosina
de cisticercos). Finalmente la solucién de purificado de antigeno circulante se neutraliza y esté lista
para ser sometida al proceso de electroforesis.Esta técnica fiene la limitante de la cantidad de
proteina que puede ser purificada.

Procedimiento de purificacién con 4B3.

-

De! anticuerpo monoclonal se colocan 50 ul en el pozo de iz placa (Maxisorb NUNC ).

2. Se le adicionan 50 ul de amortiguador de carhonatos (pH 9.6) . Se deja incubar por espacio de
2ha37C,

3. Se lava la placa con PBS - tween 20 al 0.3% por 5 min. tres veces .Si el titulo de anticuerpo es
hajo se repite desde el paso namero 1.

4. Se bloque la placa con 150 ul de PBS - tween 20 al 0.3% con 5% de leche por espaciode 2 h

a 37*C .(se puede cmitir este paso)

Lavar la placa como se indica en el paso 4,

Afadir 100 ul / pozo de fluido biol6gico problema e incubar 2 h a 37°C .

Lavar la placa como se indica en el paso 4,

Afadir de 10 a 20 ml de 4cido tricloroacético (TCA) 2% y dejar reposar a 4°C por espacio de

20 min.

9. Recolectar el TCA y adicionarle en proporcién 1:1 Amortiguador de fosfatos 0 1M con KCI 0.6M

10. Esta muestra o purificado de miosina puede ser somelida a eleciroforesis.
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