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l. INTRODUCCIÓN. 

La presencia de músculos en los organismos permite su adaptación y 

sobrevivencia bajo las condiciones en las cuales se desarrollen. La constitución de 

estos músculos garantiza la funcionalidad de los mismos y permite que se 

desarrollen los movimientos de contracción y relajación muscular que sean 

requeridos. Se conocen perfectamente las diferentes protelnas que integran las 

fibras musculares, las cuales a su vez forman los tejidos musculares y entre ellas 

destacan la miosina 11 y la actina filamentosa, quienes son las protagonistas 

moleculares para que se desarrollen los fen6menos de contracción muscular. Los 

músculos no sólo están presentes en organismos vertebrados, también se les 

encuentra en invertebrados en los cuales se denominan sistemas musculares y 

estos son de tipo liso (A1berts et al, 2002). La diferencia entre los sistemas 

musculares de tipo liso entre vertebrados e invertebrados, es que en estos Ottimos 

hay mayor diversificación y mayor funcionalidad que permite la adaptación de los 

organismos al medio en que se encuentran (Dowben, 1969). Incluso, dentro de las 

fibras musculares de estos organismos se encuentran protelnas como la 

paramiosina, además de las ya mencionadas, que permiten que estos organismos 

desarrollen fenómenos de contracción muscular muy prolongados como lo 

ejemplifican las ostras y los moluscos. 

En los helmintos pocos estudios y conocimientos se tienen en relación a 

sus componentes de las fibras musculares de sus sistemas musculares, de hecho, 

sólo existen hasta el momento algunos trabajos publicados en el nematodo C. 

eJegans (Epstein el si, 1985), los trematodos Fssciols hepática, Schistosoms 

msnsoni y Diclidophora merlsngi (Stitt el s11992; Kumar el si, 2003; Mair el si, 

1998) yel céstodo Tsenis solium (Ambrosio el sI, 1997) en quienes se ha descrito 

la presencia de rniosina y. actina en sus fibras musculares. En los cestodos se ha 

descrito que los músculos de estos parásitos son no estriados de tipo liso 

(Lumsden y Byram 111, 1962), no tienen tObulos sarcolemales lo cual es un reflejo 

de músculos de contracción lenta (Larry Y John, 2000). 
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El conocimiento de los diferentes sistemas musculares y sus componentes. 

como la miosina tipo 11 en los helmintos. potencialmente podrfa representar la 

oportunidad de encontrar. desarrollar y/o evaluar sustancias antihelmfnticas que 

afecten a estos niveles; tal y como se ha propuesto en el desarrollo de nuevos 

fasciolicidas (Kumar et a'. 2003). los estudios de caracterización de miosina tipo 

11 muscufar de T. crassiceps. como modelo experimental de cisticercos de T. 

solium. podrfa abrir un mundo de oportunidades de estudiar el efecto de 

sustancias que actúan a estos niveles y que potencialmente podrfan ser útiles en 

las enfermedades que produce T. solium. 
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11. HIPOTESIS. 

las fibras musculares de clsticercos de T. crassiceps de la cepa ORF 

contienen miosina tipo 11, la cual puede ser aislada, analizada bloqulmica e 

inmunoqufmicamente e identificada en los tejidos de los parásitos mediante .., 
anticuerpos poIicIonales especificas de mioslna 11 de cisticercos de T. soIium. 

111. OBJenvOS. 

~ General: 

Aislar y caracterizar bioqulmica e inmunoqufmicamente a miosina tipo 11 de 

cisticercos de Taenia crassiceps cepa ORF. 

~ Particulares: 

,./ Adaptar en el laboratorio el modelo de cisticercosis murina por T. 

crassiceps cepa ORF. 

,./ Identificar y aislar miosina 11 de cisticercos de T. crassiceps. 

,./ Evaluar el reconocimiento a miosina de cisticercos de T. crassiceps por 

parte de anticuerpos polictonales antimiosil"la de cisticercos de T. soIium. 

,./ Aislar la miosina identificada y someter1a a digestión proteolftíca con 

quimotripsina para obtener el perfil de digestión de esta protelna. 

,./ Evaluar en los péptidos de miosina obtenidos, cuales de ellos son 

reconocidos por los anticuerpos policlonales antimiosina. 

,./ IdentifICar, mediante ensayos inmunohistoqulmicos, las regiones de 

miosina en cisticercos de T. crassiceps reconocidas por los anticuerpos 

poIicIonales antimiosina. 
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rv. ANTECEDENTES. 

1. Constitución de fibras musculares. 

El tejido muscular está especializado para la contracción y se compone de 

células alargadas llamadas fibras musculares. En los organismos vertebrados se 

les encuentra de tres tipos diferentes, cada uno de los cuales esté especializado 

para realizar una clase distinta de contracción; las fibras musculares pueden ser: 

esqueléticas, quienes se contraen rápidamente durante el movimiento corporal, 

lisas de las visearas y las cuales presentan contracciones rltmicas lentas y, 

finalmente, las cardiacas que producen las contracciones rftmicas del corazón 

(Rueg, 1989). Entre estos tres tipos de fibras hay diferencias claras como la 

estructuración compleja que caracteriza al tejido muscular esquelético. Sin 

embargo, aunque hay diferencias entre las fibras musculares, la disposición de 

ellas, en todos los tipos de sistemas musculares, corresponden a hileras paralelas 

que en su interior contienen elementos contráctiles que se alinean a lo largo de las 

fibras. Estos elementos, Hamados miofibrlllas, están constituidos a su vez por 

microfilamentos delgados de actina y los gruesos de miosina los cuales 

interaccionan unos con otros. Otras caracterlsticas de las fibras musculares es la 

ubicación y el número de sus núcleos celulares, mientras que las células cardiacas 

tienen núcleos ubicados en la parte central de las fibras, las de músculo 

esquelético son multinucleadas y las de músculo liso, como las que se encuentran 

en estómago o intestinos, presentan una apariencia fusiforme (extremos delgados 

y parte del centro es ancha) en donde los núcleos están situados en la parte 

central de las células (http://www.geodtIes.com/blo135a/tejmusc.htm). 

En lo que se refiere a las fibras musculares de músculo liso, aún cuando no 

son demasiado complejas, desarrollan gran actividad muscular y presentan una 

gran plasticidad durante los fen6menos de contracción muscular. Este tipo de 

fibras forman los sistemas musculares de organismos invertebrados (Dowben, 

1969) como en los parásitos helmintos (larry y John, 2000) y son parecidas a los 
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músculos de tipo liso del ser humano: las células son largas y delgadas (longitud 

de 50-400 ~ Y 2-10 ~ de ancho) y presentan desmosomas que favorecen la 

unión entre ellas. En su conjunto, todas las células forman una red que descansa 

sobre fibras finas de colágena con las cuales se encuentran fntermezcladas y 

dado que no tienen una distribución regular se desplazan, unas sobre otras, 

lentamente (100 a 1000 veces) con respecto a las de músculo esquelético. Las 

caracterfsticas de este tipo de fibras musculares hace que los sistemas 

musculares de tipo liso sean los mas adecuados para mantener una contracción 

prolongada, sin que haya fatiga y con el minimo de energia. La plasticidad en sus 

movimientos permite que puedan llegar al grado de encontrarse relajadOS 

completamente, aún en estados en los que se acortan o se adelgazan (RUeg, 

1989). 

2. Sistemas muscula .... en parásitos. 

Como ya fue Indicado, los sistemas de musculatura lisa de los invertebrados 

son semejantes a las encontradas en los vertebrados, pero no llegan a ser 

exactamente Igual a ellas; aparte de que las miofibrillas de las fibras musculares 

que tienen un alineamiento lateral, tienen una alta cantidad de paramiosina 

asociada a sus miofilamentos gruesos (Lowy y Hanson, 1962). Sin embargo, a 

pesar de las diferencias, las semejanzas que se presentan son indicativos de que 

los rigen aspectos funcionales similares (Lumsden y Byram 111, 1962). 

Varios sistemas de musculatura en helmintos se han evidenciado con el 

empleo de la microscopia de fluorescencia, lo cual ha permitido reforzar el 

conocimiento de su distribución completa y se ha establecido que existen dos tipos 

diferentes de sistemas musculares (como los encontrados en cestodos adultos): el 

somático yel no somático (Ma/r el al, 1998). El sistema muscular somático está 

involucrado en la forma y la locomoción de los parásitos ya que sus fibras se 

encuentran en mayor cantidad y presentan una localización tisular profunda. Estas 

fibras son de diferentes tipos y de ellas destacan las circulares externas y las 

longitudinales internas; en su conjunto parecen conformar una red tridimensional. 

En los cestodos, las fibras musculares se encuentran en capas internas, 
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predominan las de tipo longitudinal y están estratificadas en capas externas 

corticales y medulares internas, junto con otras transversales y dorsovontrales 

(Mair el al, 1998). Por su parte, el sistema muscular no somático está constituido 

por fibras musculares contenidas en órganos de adhesión, en el sistema digestivo 

de aquellos parásitos que lo contengan y en los tractos reproductores. A esta 

clasificación pertenecen fibras de tipo estriado, asl como las que contienen 

paramiosina. Lo estudiado en parásitos monogéneos que parasitan peces (Halton 

el al, 1998) ha mostrado que en las ventosas hay fibras musculares de 

constitución compleja que podrlan correlacionar con su función; cuando se 

contraen, sobre todo las que se encuentran orientadas de forma meridional, 

causan la apertura de los bordes de las ventosas y cuando se contraen las que 

están orientadas de forma ecuatorial, en conjunto con las radiales (las cuales se 

encuentran por dentro y por fuera de los bordes de estas ventosas), permiten que 

la ventosa adquiera la forma de una copa de succión y por ello se favorece su 

adhesión al tejido del huésped. Posiblemente, este tipo de organización muscular 

podrfa explicar la contracci6n de las ventosas, asl como el movimiento de los 

ganchos en parásitos como T. soIium; la forma parasitaria adulta de estos 

parásitos requiere de la adhesión al epitelio intestinal de los hámsteres infectados 

experimentalmente (Merchant el al, 1997) y lo cual podrfa tener mucho soporte 

tanto en la paramiosina encontrada en estas fibras musculares (Laclette et al, 

1995) como de la miosina que también ha sido encontrada en estas zonas 

(Ambrosio el a/, 1997). Ambos tipos de protelnas musculares podrfan estar 

coIocalizadas en las mismas fibras musculares. la fuerza con la que estos 

parásitos se adhieren al intestino, les permite un anclaje exitoso, su desarrollo y el 

que alcancen varios metros de largo. Posiblemente, la fortaleza de anclaje 

mencionado se deba a la constitución muscular que se presenta en la porción 

cefálica de estos parásitos, el cual es el sitio en que están situados tanto el rostelo 

como los ganchos. Se sabe, por otros cestodos diferentes a T. solium, que para 

cada par de ganchos hay tres sistemas musculares asociados: Un sistema que 

permite la extensión de los ganchos denominado protractor, otro que hace que los 

ganchos se encuentren juntos denominado abductor y otro que permite el empuje 
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de los ganchos hacia el tejido def huésped el cual se denomina retractor. Sin 

embargo, a pesar de que son conocidos tales sistemas de musculatura, no existe 

conocimiento alguno de la forma en que estos se coordinan para su 

funcionamiento correcto, ni tampoco (a pesar de que los ganchos podrfan ser 

importantes para la penetración en la pared intestinal) se conoce su papel exacto 

en ninguno de los estadios parasitarios en los que se encuentran (Smyth y 

McManus, '1989). 

3. Mloslnas. 

Como se describió anteriormente, las miofibrillas que conforman las fibras 

musculares están compuestas de microfilamentos. De estos, los microfilamentos 

gruesos están constituidos de protelnas musculares conocidas como miosinas y 

que en los invertebrados, en estos mismos microfilamentos, se encuentra otra 

proteina muscular conocida como paramiosina. Lo que a continuación será tratado 

estará referido a las mios/nas musculares. 

3.1.Caracterfsticas g.n.ra.... Las miosinas, también conocidas como 

motores moleculares. están agrupadas en una supeñamilia en la cual estén 

integradas, hasta el momento, 17 clases diferentes, con base las comparaciones 

de secuencias de ONA de su región globUlar y se considera altamente probable 

que estas proteinas estén presentes en todas las células eucarióticas. La forma en 

la cual funcionan, biológicamente hablando, como motores biológicos, se basa en 

el hecho de que interaccionan con los microfilamentos delgados de actina 

polimerizada, usando para ello la energia obtenida por la hidrólisis del ATP (motivo 

por el cual estos motores tienen actividad de ATPasa) en presencia de calcio y 

con lo cual, generan movimiento unidireccional a lo largo de la actina filamentosa 

para realizar fen6menos tan diversos como el movimiento celular, la contracción 

muscular, citocinesis y el transporte de vesiculas, entre otros (htto:/Iwww.mrc

Imb.cam.ac.ukJmvosinlReview/articleframe.html; Se/lers, 1999). 

3.2.Estructura. Las miosinas son proteinas que pueden encontrarse en forma 

mono, di. tetra o hexarnérica dependiendo de la clase a que pertenezca. En el 

caso de las miosinas diméricas (PM 170-240 kDa), ellas están formadas por dos 



9 

pares de cadenas ligeras de 15-30 kDa llamadas cadenas ligeras esenciales 

(ELC) y dos cadenas ligeras regulatorias (RLC). Es en las cadenas pesadas en 

donde radica la principal funcionalidad de estas protelnas. Cada una de estas 

cadenas pesadas está compuesta de tres dominios funcionales (ver figura 1). El 

primero. el dominio de motor. se encuentra localizado en la región amino terminal 

de la proteina y corresponde a una reglón de estructura cuaternaria que es 

denominada cabeza globular y cuya secuencia de aminoácidos es altamente 

conservada en todas las clases de miosinas. En este dominio se encuentran los 

sitios de unión a ATP y a actina y está compuesto de 720-780 residuos de 

aminoácidos. El segundo dominio funcional. la región denominada cuello. consiste 

de una larga y única hebra a- hélice la cual es estabilizada por la unión de las 

subunldades de las cadenas ligeras. También en esta región interaccionan las 

cadenas regulatorias de la proteina y por ello. ahl. se lleva a cabo la regulación de 

la mayor parte de mlosinas. El tercer dominio. reconocido por ser una región 

filamentosa en forma secundaria. es el tallo y es esta regi6n. la que más 

variabilidad presenta entre todas las miosinas conocidas. Es esta zona de la 

protelna en la que se fundamenta la diversidad de secuencia primaria. estructura y 

función de las miosinas. ya que siNe de soporte para poder mover los filamentos 

de actína y aqui los mon6meros interaccionan para formar los dfmeros de las 

protelnas. (http://www.mro-tmb.cam.ac.uklrnyosinlReview/artic!eframe.html; 

González. 1998; Se/lers. 1999). 

3.3.Superfamllla de las miosinas y mlosln .. tipo 11. La clasificación de 

las áderentes clases de miosina se ha hecho con base al análisis filogenético, 

basado en una comparación de la secuencia de aminoácidos inferidos de la 

secuencia de bases del dominio motor, de todas las miosinas hasta ahora 

conocidas (ver figura 2). La asignación de su clasificación está basada en 

números romanos relacionados con su orden de descubrimiento (Sellera, 1999). 
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Figura 1. Mlosin .. tipo 11. La figura muestra moléculas de miosina tipo Ii obtenidas de cisticercos 

de T. soIium y observadas al microscopio electrónico de transmisión (Ambrosio et al, 1997), asl 

como una representación esquemática de las partes que componen a este tipo de moleculas 

(lodish et al, 2000). 

Las miosinas de la clase 11 han sido las proteínas que mas se han estudiado 

y para las que mas se conocen sus características. Se sabe que estas proteínas 

tienen capacidad de autoensamblamiento a baja fuerza iónica, a través de su tallo 

enrollado de forma helicoidal, y con ello forman varias estructuras filamentosas 

que generan filamentos bipolares (http://www.mrc

Imb.cam.ac.uklmyosinlReview/articleframe.html). Con base a las secuencias de 

aminoácidos del dominio motor, las miosinas 11 pueden ser divididas en cuatro 

grupos: miosina 11 sarcomérica de músculo cardiaco y esquelético de vertebrados, 

miosina 11 no muscular y de músculo liso de vertebrados, miosina 11 de 

invertebrados y miosina 11 no muscular de protozoarios (Sellers, 1999). 



_M_ 
· -- --· --· ----M __ 

· ---· --· -.. --M __ 

.. --· --.. --.. --.. ---w __ _ 

.. -.. ---.. ---......... : ==.-=... 
~C~~ J ~~ 

....... - ---- ~ .,: .... VID . '1 >-t 

~;~~~~~~~~~~~~~~:~;~~~~~~:~;:.~_ .. _ ~.r. =::::-' 
~ :: ===: -...... "--. - - =-~.-- ...... --....... s;:...;.--' - ..... --_.-__ o --...... 

• Nodt ..... M"""eoo..p MIIII ... - -~----.. ~ D -a...,...,bJlIIIMIl...,. 

11 

:' ... ~ ~ 
.:r-~'" ::::.:.. •. ..= Q.. An UnrocMd PhyIogenetIc Tree 

..... CT' oIlhe Myosin Superfamily 
.- =:::"" Tony Hodge, MRC-LMB 
~ Jamie Cope, UC 8efkeIey 

JuIy2000 

FlgurII 2. Árbol fllogeMtico de la auperhlmllla de m~lnaa. la imagen muestra como para 

cada una de las clases de miosina existe una forma molecular de miosina definida y todas las 

miosinas comparadas tienen como punto común la región globular situada en el amino terminal de 

cada uno de las protelnas. las miosinas de la clase I Y 11 son las mas estudiadas y conocidas hasta 

el momento. Tomado de http://www.mrc-lmb.cam.ac.uk/mvosinJtreeslgifsltree.jpg. 

3.4. Fragmentación proteolítica de miosina tipo 11. Cada una de las 

cadenas pesadas de las miosinas 11 puede ser separada en sus diferentes 

dominios mediante prote6lisis enzimática controlada. Un sitio de rompimiento de la 

proteína ocurre cerca de los 130 kDa en la región amino tenninal y se producen 

dos fragmentos: la meromiosina pesada (HMM) y la meromiosina ligera (LMM), las 

cuales pueden ser separadas por diálisis en condiciones de baja ionicidad. La 

HMM, soluble bajo estas condiciones. contiene las dos cabezas y gran parte de la 

estructura del tallo de la cadena pesada dirnerizada. La LMM retiene las 

características de solubilidad de la miosina intacta y se polimeriza bajo 
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condiciones de baja fuerza iónica. La HMM, a su vez, puede ser dividida en dos 

subfragmentos: El 1 o 5-1 y el 2 o S-2. El 5-1, que corresponde únicamente a la 

cabeza o porción globular, esta asociada con ambas cadenas ligeras o solo con la 

cadena ligera esencial, dependiendo de la proteasa y de las condiciones usadas 

para la digestión. El 5-2 es soluble y corresponde a la región del tallo dimerizada y 

enrollada. Si la miosina intacta es cortada solamente en 5-1 y 5-2 se producen 

tanto 5-1 y un filamento del tallo que consiste de 5-2 y la región de la LMM. En la 

porción globular, las miosinas tienen dos sitios susceptibles de acción enzimática 

proteolítica: El primero esta localizado cerca de los 25 kDa y el segundo, cerca de 

los 75 kDa del amino terminal. Estos sitios de corte dan como resultado la 

producción de tres fragmentos de la cabeza; un fragmento amino terminal de 25 

kDa, un fragmento central de 50 kDa y un fragmento carboxilo terminal de 20 kDa. 

Estos fragmentos solo se disocian bajo condiciones desnaturalizantes y no 

constituyen dominios independientes de la cabeza de la miosina (Sellers, 1999). 

Structute of myosln and rnvo-fn fqgmenta 

A. 

$-2 

Flgul1I 3. Fl1Igmentaclón proteoIitIca de miosl .... tipo 11. El esquema muestra los sitios de corte 

de la miosina tipo 11, uno de ellos produce dos fragmentos: 51 y el tallo (Rod); otro sitio de corte, 

utilizando la tripsina o la quimotripsina, produce a la HMM Y LMM. (Sellers, 1999). 
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3.5. Caracterización de mioeina tipo 11 en helmintos. No existen muchos 

estudios relacionados con caracterización de miosinas en helmintos, de hecho, 

sólo para T. so/ium se ha iniciado la caracterización bioqufmica e inmunoqufmica 

de una miosina tipo 11 muscular (Ambrosio et al, 1997; 2001) Y se está estudiando 

su papel dentro de la relación hospedero-parásito. lo único con lo que se cuenta a 

la fecha, son obselVaciones morfológicas que muestran la distribución de fibras 

musculares durante la evaginaci6n de cisticercos, asl como durante la fijación y 

estabilización de parásitos adultos a la mucosa en presencia de movimientos 

intestinales (Lumsden y Hildreth, 1983). Lo que se ha logrado establecer durante 

la caracterización bioqulmica e inmunoqufmlca de la miosina 11 de T. soIiuro, es 

que esta es una miosina tipo 11 clásica (fig 1), localizada en todas las fibras 

musculares del parásito y que presenta epftopes comunes, reconocidos por un 

anticuerpo monoclonal antimiosina de T. so/iuro, con la paramioslna (también 

conocida como AnUgeno B) de estos parásitos. La protefna fue detectada, 

mediante el mismo anticuerpo monoclonal, en el canal espiral de los cisticercos, 

en las ventosas, y por debajo y a lo largo de la superncle de proglótidos de los 

parásitos adultos (Ambrosio et al, 1997). Es posible que tal distribución de la 

miosina muscular pueda estar relacionada con la sobrevivencia y el desarrollo de 

los parásitos dentro de su hospedero. Estudios recientes, que aún no han sido 

publicados, muestran que dependiendo del estadio de desarrollo de T. sol/uro se 

están expresando diferentes isoformas de miosina 11 e incluso, en un solo estadio 

parasitario como los cisticercos y con empleo de un anticuerpo polie/onal 

antimiosina de T. so/iuro (Kumar et al, 2003) hay expresión de varias isofonnas de 

miosina (Cruz-Rivera M, comunicación personal). 

4. Cisticercoe de raen;. c"""/ceps. 

Taenia crassiceps es un gusano cuya forma adulta se encuentra en el 

intestino de zorros rojos de Europa y de Norte América. El hospedador natural 

intermediario para este parásito es el roedor y en la cavidad peritoneal de estos 

animales se multiplican las formas lalVarias o de cisticercos (fig. 4). Debido a estas 

propiedades y dado que la morfologfa de los cisticercos es semejante a la de los 
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de T. soIium se logró estandarizar y adaptar una cepa de cisticercos de T. 

crassiceps que se mantienen en reproducción continua, por gemación, y no tienen 

escólex. Esta cepa, denominada ORF, se multiplica de manera eficiente por 

gemación en la cavidad peritoneal de ratones Balb/c y por ello se le utiliza como 

modelo de estudio de cisticercosis de T. soIium. Parece que esta cepa, desde el 

punto de vista de la endocrinologla, el género del hospedador murino es de gran 

importancia para la velocidad de reproducción de T. crassiceps, ya que en los 

ratones hembras se producen mejor luego de una infección temprana y con una 

gran carga parasitaria (Romano et al, 2003). 

Teoiasis en 1000. 
(Valpes vulpes) 

i 
Cisticereos 

! 
Cisticercosis en 

roedores 
(microtuJ .rvalis) 

Figura 4. Ciclo de vida de TIHIttM cruak:epa. Las infecciones con estos parásitos ocurren de 

manera natural en animales salvajes. En el laboratorio, los císticetcos I0Io pueden ser mantenidas 

en la cavidad peritoneaI de ratones BaIbIc. (Romano, et al. 2003). 

4.1. Blologia celular. Como fue indicado anteriormente, los cisticercos de 

T. crassiceps cepa ORF han sido empleados como un modelo experimental 

murino de cisticercosis por sus caraclerfsticas morfológicas y fisiológicas. La 

facilidad de la infección y sostenimiento de animales de experimentación son 

caraclerfsticas que los hacen útiles en estudios en donde se requieren grandes 

cantidades de ellos y donde se requiere ampliar los estudios de estas formas 

larvarias para fines diagnóstico, obtención de vacunas y, como se muestra en este 

trabajo de tesis, fines de estudio de la biologla celular de estos parásitos, ya que 

no existe nada al re$pecto. 
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Figura 5. Clstlcerco. de T. crass/ceps cepa ORF. Se muestran diferentes pozos que contienen 

varios cisticercos recién extraldos de la cavidad peritoneal de ratones BalblC infectados durante 5 

meses. En el casos senalado con la flecha se muestran cisticercos en proceso de gemación. 
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2. MATERIAL Y METODOS. 

2.10btenclón de parásitos. 

En el presente proyecto de tesis se emplearon cisticercos de Taenia 

crassiceps cepa ORF (fig. 5). Estos parásitos fueron donados por el Or. Ignacio 

Terrazas del Instituto Nacional de Cardiologla. Para mantener la cepa, los 

cisticercos fueron inyectados por via intraperitoneal en ratones hembras Balb/C a 

razón de 15 cisticercos por ratón. Después de 7 meses de infestación, los ratones 

fueron sacrificados por desnucamiento, se expuso su cavidad peritoneal y se lavó 

exhaustivamente con SSAF para la recuperación de los parásitos. Los parásitos 

obtenidos fueron divididos de acuerdo a los ensayos por realizar: una parte se 

reutilizó para infectar otros ratones, otra rearlZar para los ensayos 

inmunohistoquímicos y otra fue congelada o procesada para la extracción de la 

protelna. 

2.2 Procesamiento de parásitos para los ensayos inmunohistoquimicos. 

2.2.1. Parásitos enteros. Una vez que los parásitos fueron recuperados de la 

cavidad peritoneal de los ratones, fueron lavados dos veces con SSAF, fijados 

por su incubación con formaldehído al 4%, lavados en dos ocasiones con 

SSAF, e inmediatamente permeabilizados con una solución de Tritón X-100 

(Sigma) al 2% en SSAF (37°C, 90 min). Transcurrido el tiempo, los parásitos 

fueron lavados nuevamente con SSAF, puestos a bloquear con ASB 

(Boehringer Mannheim) al 1% solubilizada en SSAF-Tween, lavados 3 veces 

con SSAF y SSAF-Tween e incubados con el anticuerpo policlonal anti-miosina 

(producido en el laboratorio) (1:1500) solubilizado en la solución de bloqueo. 

Para el revelado del anticuerpo, los parásitos fueron lavados 3 veces con 

SSAF y SSAF-Tween e incubados con un anticuerpo anti-IgG de conejo 

conjugado a biotina (Lab Vector; dilución 1 :30) solubilizado en la solución de 

bloqueo. Transcurrido el tiempo de incubación con el anticuerpo secundario, 

los cisticercos fueron lavados 3 veces con SSAF-Tween y SSAF e incubados 

con avidina-rodamina (Lab Vector; dilución 1 :200) en SSAF. Para la 
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observación microscópica, los parásitos fueron lavados 3 veces con SSAF y 

colocados en un portaobjetos. La fijación de la preparación se hizo por adición 

de unas gotas de solución de montaje (medio de montaje para fluorescencia; 

DAKO) para preservar la fluorescencia y las laminillas fueron guardadas a 4°C 

hasta su posterior observación al microscopio de fluorescencia confocal. 

En todo lo que se refiere a incubación o bloqueo, las muestras fueron 

incubadas durante 1 h a 37°C. 

2.2.2. Criocortea de tejidos. Para la obtención de los cortes, una vez que los 

parásitos fueron recuperados y lavados, se les sumergió en un medio de 

montaje para cortes en congelación (Tissue-Tek) e inmediatamente se les 

sumergió en nitrógeno liquido en donde se les mantuvo hasta su 

procesamiento. Para la obtención de los cortes de los parásitos congelados. 

los bloques fueron procesados en un crióstato (Leica) y se obtuvieron cortes 

congelados de 10ll de grosor. Las laminillas con los cortes fueron almacenadas 

a -20°C hasta su uso. Previo al proceso de marcaje, las laminillas fueron 

descongeladas. fijadas durante 5 min con acetona fría, secadas al aire. lavadas 

con SSAF y SSAF-Tween y secadas. Los cortes fueron bloqueados con ASB al 

1% en SSAF-Tween. a 37°C por una hora y luego lavados con SSAF y SSAF

Tween. La incubación con los anticuerpos primarios, secundarios, avidina 

conjugada a rodamina. y el montaje permanente de las laminillas, fueron 

procesos que se siguieron de la misma manera que se indicó en la sección de 

marcaje fluorescente de los parásitos enteros (inciso 2.2.1). 

2.3 Extracción de miosina tipo 11. 

La miosina fue obtenida siguiendo los pasos para el aislamiento de 

filamentos gruesos y delgados de músculo de invertebrados (Szent-GyOrgyi et al. 

1971). con varias modificaciones. Luego de haber lavado a los cisticercos con 

SSAF. ellos fueron nuevamente lavados con la solución A (ver apéndice). 

homogenizados en presencia de inhibidores de proteasas libres de EDTA (Roche) 

mediante el empleo de un politron (Brinkman Instruments) bajo condiciones de 

homogenización a una graduación de la velocidad intermedia (de acuerdo a las 
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caracterlsticas el equipo) durante 10 segundos en presencia de un baño de hielo. 

El homogenizado resultante fue centrifugado (centrífuga BECKMAN modelo J2-21 , 

rotor JA20) a 10 OOOrpm, 5 min, 4°C y el botón obtenido fue resuspendido en 

solución A; luego, nuevamente, la suspensión fue centrifugada bajo las mismas 

condiciones. El botón obtenido fue resuspendido en la solución B (ver apéndice en 

lo referente a las soluciones para aislamiento de miosina), a la cual le fueron 

adicionados EDTA 0.1mM, ATP 5mM (Boehringer Mannheim) y una tableta de 

inhibidores de proteasas completo (Roche) y se le sometió a agitación en bal'\o de 

hielo por 10 mino La suspensión resultante fue centrifugada a 80 OOOg, 20 min, 

4°C. Posteriormente, el botón fue recuperado, resuspendido en solución B en 

presencia de EDT A 1 mM e inhibidores de proteasas completo y la mezcla se puso 

en agitación continua durante 10 mino Nuevamente, la suspensión resultante fue 

centrifugada a 80 OOOg, 20 min, 4°C. El botón obtenido fue resuspendido en la 

solución B' (ver apéndice) en presencia de KCI 0.4M, MgCI2 5mM, ATP 3mM y 

una tableta de inhibidores de proteasas libres de EDT A. Esta suspensión final fue 

la correspondiente a miosina y para intentar su aislamiento, fue sometida a 

ultracentrifucación (100 OOOg, 4h, 4°C). Luego, el sobrenadante obtenido se 

consideró el correspondiente a la miosina purificada de cisticercos de T. 

crassiceps. 

2.4 Análisis bioquímico e inmunoquimico de mi08ina aislada. 

Hubo dos tipos de evaluación: Una para el análisis general de la extracción 

y otro para la evaluación de la protelna purificada. Para el primer análisis se hizo 

fraccionamiento de las proteinas mediante electroforesis (Laemli, 1970), utilizando 

una cámara miniprotean '" y una fuente de poder Power pac 3000, (Bio Rad), en 

geles de poliacrilamida SDS-PAGE al 10%, bajo condiciones reductoras, y 

posterior tinción de los mismos con azul de Coomasie brillante (Meyer, y 

Lamberts, 1965). Luego, para el análisis de la miosina aislada, algunos de los 

pasos del proceso de aislamiento fueron evaluados y éstos correspondieron a 

extracto crudo, precipitados que contenían a la miosina y el sobrenadante en 

donde se recuperó a la miosina soluble (ver inciso 2.3). En estos casos, las 
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proteínas fueron fraccionadas en geles de poliacrilamida al 8% y procesadas como 

se indicó anterionnente. Estos análisis fueron hechos por duplicado. Luego, en 

caso de la evaluación inmunoquímica de la protelna aislada, una vez que los geles 

fueron recuperados de la electroforesis, se pusieron en contacto con membranas 

de PVDF para la electrotransferencia de las proteínas contenidas en ellos. La 

electrotransferencia se realizó de acuerdo a lo descrito por el fabricante, en un 

equipo Trans-blot SD, semi-dry transfer cell. La identificación de las protelnas 

electrotransferidas por los anticuerpos se realizó por ensayos de reconocimiento 

con un anticuerpo policlonal anti-miosina de T. solium (Kumar el al, 2003) diluido 

1:17 000 en ASB al 1%. Previamente se demostró que este anticuerpo habla 

reaccionado positivamente, por ELlSA, a extractos totales de cisticercos de T. 

crassiceps (Cruz-Rivera M, comunicación personal), así como de parásitos adultos 

de Fascio/a hepática (Kumar et al, 2003). Luego, para el revelado de la reacción 

antlgeno-anticuerpo, se empleó un anticuerpo secundario anti-lgG de conejo 

conjugado con peroxidasa (Zymed) y la reacción fue revelada con DAB y H20 2 . 

Las bandas reveladas, tanto por tinción de los geles, como por reacción de la DAB 

y H20 2 , fueron capturadas y analizadas como se indica en el inciso 2.8 relacionado 

con el análisis computacional. 

2.5 Obtención de bandas de miosina. 

Una vez evaluada la miosina aislada se procedió a su recuperación, para lo 

cual la proteína (aproximadamente 10f.19 con respecto a una curva de miosina de 

cadena pesada comercial de conejo (Sigma), analizada bajo las mismas 

condiciones de electroforesis) fue nuevamente fraccionada en electroforesis con 

geles de poliacrilamida al 8% y los geles resultantes fueron tratados bajo el 

método de tinción reversible de Zn-imidazol (Femández-Patron et al, 1995). Una 

vez identificadas las bandas de interés, situadas en los 250 kDa, éstas fueron 

cortadas de los geles, colocadas (cada una por separado) en tubos Eppendort de 

500 ~I , desteñidas con EDTA 0.5M y lavadas por 3 ocasiones con agua destilada. 

Luego, las bandas fueron lavadas por 5 min con 300 ~I de acetonitrilo al 50% y 

mantenidas en agitación suave en un agitador vortex durante ese tiempo. 
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Transcurrido el tiempo, la solución fué sustituida con 300 f.11 de una solución de 

acetonitrilo al 50%/NH4HC03 50mM ajustada a pH 8.0 Y mantenida en agitación 

suave. Finalmente, se realizó un lavado con 300f.11 de otra solución compuesta de 

acetonitrilo al 50%/NH4HC03 10mM ajustada a pH 8.0 Y mantenida en agitación. 

Durante los lavados de las bandas con las soluciones que contenian el 

acetonitrilo, éstas fueron sometidas a agitación suave durante 30 min a 4°C. 

Finalmente, la solución fue eliminada y las bandas fueron sometidos a 

deshidratación en un equipo de microcentrifugación al vacio (Labnet) durante una 

hora. Una vez secas las bandas, los tubos que la contenian fueron sellados y 

almacenados en el congelador hasta su uso posterior. 

2.6 Digestión enzimática con quimotripsina de miosina aislada. 

Una vez secadas las bandas de miosina y para detenninar su perfil 

peptidico por digestión enzimática controlada, ellas fueron sometidas a digestión 

(Cleveland el al, 1977) a 37°C bajo diferentes tiempos de incubación (30, 60 Y 120 

minutos). El tiempo O, considerado como control, consistió en la incubación de las 

bandas de miosina en presencia de la solución amortiguadora de NH4HC03. 

Previo a la incubación de las muestras, para su digestión enzimática, ellas fueron 

incubadas a 4°C durante 30 minutos para permitir que las bandas se impregnaran 

con la enzima previo a la digestión de las proteinas. Todas las digestiones de la 

proteína se realizaron por duplicado. Para estos fines, la quimotripsina (1IJg/IJI) fue 

preparada en una relación 1 :40 con una solución amortiguadora de NH4HC03 

10mM ajustada a pH 8.0. Luego, esta preparación fue mezclada con las bandas 

de miosina de tal forma que el volumen final agregado fuera suficiente para cubrir 

a las bandas. Transcurrido el tiempo de las digestiones, excepto a las bandas del 

tiempo O, a las bandas se les adicionó un volumen igual, al que ya tenían, de 

solución amortiguadora de N~HC03 y éstas fueron incubadas inmediatamente a 

3rC bajos los tiempos de incubación con la enzima ya indicados. Transcurridos 

los tiempos de incubación con la quimotripsina y con la finalidad de parar la 

reacción enzimática, a los tubos se les adicionó el mismo volumen de solución de 

Laemmli y se les incubó a 100°C durante 2 mino A las bandas del tiempo O se les 
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adicionó la misma solución y se les sometió al mismo procedimiento indicado para 

la digestión enzimática. Finalmente, todas las muestras fueron analizadas por 

electroforesis, en geles de poliacrilamida al 8%. Para estos fines, las bandas 

tratadas fueron colocadas, cuidadosamente, a lo largo del interior de cada uno de 

los carriles del gel separador que se preparó al respecto. Los carriles fueron 

preparados con peines de 1.5 mm de grosor, de 8.2 cm de largo y 5 dientes de 1.3 

cm cada uno. Terminada la electroforesis, los geles resultantes fueron tenidos con 

nitrato de plata (Merril y Goldman, 1984) y el análisis de los péptidos se realizó 

como se indica en el inciso 2.8. Para el análisis de los péptidos producidos y 

reconocidos por el anticuerpo polie/onal anti-miosina, los geles fueron procesados 

como se indica a continuación. 

2.7lnmunoelectrotransferencia de péptidos de miosina. 

Una vez que las proteinas fueron separadas por electroforesis se les 

electrotransfirió a membranas de PVDF bajo condiciones definidas (SV, 10min; 

13V, 15min; 20V, 25min y 25V, 10min). El gel resultante de la transferencia fue 

tenido con plata, mientras que la membrana fue bloqueada con ASa al 1% (1h, 

agitación constante, T.A.). Posteriormente, la membrana fue lavada 3 veces con 

SSAF-Tween y luego 3 veces con SSAF. Cada uno de los lavados fue realizado 

durante 4 mino Luego, las membranas fueron incubadas con el anticuerpo 

antimiosina policlonal (1 :17 000) diluido en SSAF-Tween y ASB al 1%, se les puso 

en agitación suave durante algunos minutos para favorecer la impregnación de las 

membranas y luego se les guardó a 4°C toda la noche. Al otro dia, las membranas 

fueron lavadas, nuevamente, con SSAF y SSAF-Tween como se indicó previo a la 

adición del anticuerpo primario. La incubación con el anticuerpo secundario, anti

IgG de conejo conjugado a peroxidasa (1 :2000) diluido en SSAF-Tween y ASB al 

1 % fue efectuado durante 1 h a temperatura ambiente y con agitación suave y 

continua. Finalmente, las membranas fueron lavadas altemadamente con SSAF y 

SSAF-Tw durante todo el dia, con intervalos de 10 minutos cada lavado. Al 

siguiente dia de la adición de los anticuerpos, las membranas fueron sometidas a 

revelado por quimioluminiscencia de acuerdo a las recomendaciones del 
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fabricante (Supersignal West Pico Chemiluminiscence kit Pierce Chemical Co). 

Los registros de las f1uorograflas fueron hechas en pelicula Kodalith MP " Y el 

revelado de las mismas se hizo con reactivos de fijación y revelado de Kodak, 

para este tipo de peliculas, a diferentes intervalos de tiempo. Luego, una vez 

reveladas las placas, las imágenes de éstas fueron capturadas y analizadas de 

acuerdo a como se indica en el inciso 2.8. 

2.8Análisis computacional de péptidos de mioslna. 

Los análisis y la captura de imágenes fueron realizados mediante el sistema de 

análisis e imagen de laboratorio de UVP, utilizando el programa de cómputo Lab 

Works Analisis Software v.3.0.02.00. 

2.9Análisis inmunohistoquímico de cisticercos de T. crasslceps. 

Las observaciones y el registro de las imágenes obtenidas, luego de los 

análisis inmunohistoqulmicos con los anticuerpos antimiosina, fueron registradas 

mediante un programa de cómputo Zeiss LMS Image software, luego de que las 

observaciones se hicieron con un microscopio confocal Zeiss Axiovert a través del 

sistema de observación Carl Zeiss Laser Scanning System LSM 510. Las 

observaciones fueron realizadas y registradas a tres diferentes aumentos: 1 O x, 

20x y 40x y, en el caso de los parásitos enteros, se hicieron observaciones a 

diferentes planos de corte de aproximadamente 1 IJm. 
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VI. RESUL T AOOS y DISCUSiÓN. 

1. Obtención de parásitos. 

luego de 7 meses de infección, de la cavidad peritoneal de los ratones, fueron 

recuperados aproximadamente 60 mi de cisticercos y para las extracciones de 

miosina, tueron requeridos hasta 150 mi de parásitos. En todos los casos de 

infección de los ratones se obtuvo aproximadamente el 87% de infección, lo cual 

es un indicativo de la eficiencia del proceso. 

2. Extracción de miosina tipo 11. 

Como se observa en la figura 6, el tratamiento permitió el enriquecimiento 

de al menos dos bandas diferentes de miosinas, situadas alrededor de los 250 

kDa. Según lo observado, a lo largo del enriquecimiento y en el peso molecular 

mencionado, tres bandas se presentaron desde los extractos crudos de los 

parásitos (carril 2 de la fig . 6), se mantuvieron durante los tratamientos de 

centrifugación, separación por variación de la fuerza iónica del medio y adición de 

sales de Mg2+, K+ Y ATP (carriles 4, 11 Y 16 de la fig. 6 respectivamente) y sólo en 

el enriquecido de miosina (carril 19 de la fig 6) se observaron dos bandas; una 

predominante con respecto a la otra, la cual presentó un menor peso molecular 

según lo destacado por la tinción por azul de Coomassie y el análisis 

computarizado. Aún cuando otras bandas de menor peso molecular (menores a 

250 kDa) también fueron observadas durante el proceso de purificación, sólo se 

consideró para los fines del presente proyecto el discutir lo relacionado con las 

que podrían corresponder a miosinas 11. Este tipo de miosinas, incluyendo sus 

isotormas, presentan un peso molecular situado por arriba de los 200 kDa (Sellers, 

1999; Schiaffino y Reggiani, 1994; Talmadge y Roy, 1993; Picard et al, 1999) y por 

lo consiguiente, es posible que el proceso de purificación empleado permita el 

enriquecimiento de diferentes isotormas de miosinas tipo 11 de cisticercos de T. 

crassiceps cepa ORF. Cuando se hizo el análisis computacional de las bandas 

indicadas en la flQ 7, utilizando como base el marcador de peso molecular mas 

atto incluido en la misma figura (PM=250 kDa), se encontró que las dos bandas 

del carril 19 presentaron pesos moleculares promedios de 284 y 250 kDa, 
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respectivamente. Mientras que, la otra banda (situada, según un promedio, en 293 

kDa) pudo haberse perdido por el proceso de enriquecimiento empleado. 

Debido que en el enriquecimiento de miosina, mostrado en el carril 19 de la 

fig. 6, habla copurificación de otras proteínas (como la de 98 kDa y que podrla 

corresponder a la paramiosina, otra proteína muscular), se consideró conveniente 

para la continuación del proyecto el aislar, por corte en el gel de poliacrilamida, la 

banda correspondiente a miosina y con ella que se realizaron los ensayos de 

digestión enzimática para obtener el perfil peptldico de la miosina aislada de esta 

forma. Posiblemente, ya que no fue evaluado, la actina estuvo presente desde el 

inicio del análisis electroforético, como se observa en la fig. 6 (indicado por una 

flecha) en el intervalo de los marcadores de PM de 50 y 37 kDa. 

3. Análisis bioquímico, inmunoquímico y computacional de miosina aislada y 

sus péptidos. 

En la figura 8 se muestra el patrón electroforético de la banda de miosina 

indicada en las figuras 6 y 7 durante algunos pasos de su extracción: fases soluble 

del extracto crudo (carril 2), fases insolubles de las centrifugaciones efectuadas 

(carriles 3-9) y fase soluble del enriquecido de miosina (carril 10). La banda de 

miosina fue la proteina predominante en el enriquecido final, aunque también fue 

enriquecida otra banda situada en -98 kDa y la cual podría corresponder a 

paramiosina. Es conocido que durante el proceso de purificación de miosinas en 

invertebrados (Epstein el al, 1985; Medeiros el al, 1998; Szent-Gyorgi el al, 1971), 

la paramiosina copurifica y que ello se debe a las propiedades con las que 

interacciona con la miosina 11 (Cohen, 1982; Epstein et al, 1985; Szent-Gyorgi el 

al, 1971) ya que incluso se encuentra localizada en las mismas fibras musculares 

(Epstein el al, 1985). 
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FIg 6. Extracción de m_lna 11 de c~ de T. crasakeps. Extractos enriquecidos de 

protelnas filamentosas fueron procesados mediante variaciones de fuerza iónica del medio, en 

combinación con centrifugaciones diferenciales, para el enriquecimiento de la miosina 11, (senalada 

con un asterisco). Las etapas del enriquecimiento son mostradas en los carriles numerados y los 

geles de poIiacrilamida resultantes fueron tenidos con azul de Coomassie: PM, Pesos moleculares 

comerciales (Bio-Rad); EC, Extracto crudo; 51, Sobrenadante recuperado después de la primera 

centrifugación a 10,OOOrpm; 81, Botón recuperado luego de la primera centrifugación a 10,OOOrpm; 

52, Sobrenadante posterior a la segunda centrifugación a 10,OOOrpm; 82, Botón recuperado luego 

de la segunda centrifugación a 10,OOOrpm; 82', Botón resuspendido en solución 8 complementada 

con O.1mM EDTA y 5mM ATP; 53, Sobrenadante obtenido después de la centrifugación a 8O,OOOg; 

83, Botón recuperado luego de la tercera centrifugación a 8O,OOOg; 83', Botón resuspendido en 

solución 8 complementado con 1mM EDTA; 54, Sobrenadante obtenido después de la segunda 

centrifugación a 8O,OOOg; 84, Botón recuperado luego de la segunda centrifugación a 8O,OOOg; 84', 

Botón resuspendido en solución 8' complementada con O.4M KCI, 5mM MgCI2 y 3mM ATP; 85, 

Botón obtenido después de la centrifugación a 100,OOOg; 55, Sobrenadante correspondiente a 

miosina semipurificada luego de la centrifugación a 100,OOOg. La flecha indica la posible posición 

de la banda de actina. 

PM EC 51 81 S2 82 82' 53 83 83' 84 84'B5 S5 PM 

Flguf1I 7. Prnent.K1ón de lsofor1MS de m_lna. Se muestra una amplificación de los geles de 

poIiacrilamida, de la figura anterior, de la región que comprende a bandas localizadas por arriba de 

los 250 kDa en donde se encontraba situada la banda de miosina 11 (asteriscos). En los carriles 

EC, 51, 81, 82, 53, 83, 83', 84, 84', 85 se presenta mas de una banda de mas de 250 kDa. 
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IET 

Figura 8. AmlI .... eIectrofon)tk:o • Inmunoqulmlco del enriquecimiento de mlosllUl tipo 11. 

Fracciones seleccionadas de la figura 6, correspondientes a las fases de enriquecimiento de 

miosina 11 (indicada por un asterisco) y relacionadas con los botones obtenidos luego de las 

centrifugaciones llevadas a cabo, son mostradas en los carriles numerados del 2 al 10 (GELPOLl). 

El carril 1, en ambas figuras, muestra a los marcadores de peso molecular utilizados en los 

ensayos. En el carril 10 se muestra a la miosina 11 enriquecida y a otras protelnas que copurificaron 

con ella y que por el peso molecular podrlan corresponder a paramiosina (100 kDa) y actina (42 

kDa). La figura correspondiente a la inmunoelectrotransferencia (IET) muestra a las protelnas 

transferidas de GELPOLI a una membrana de PVDF, la cual fue hecha reaccionar con anticuerpos 

policlonales antimiosina y revelada con DAS y H20 2. 

Las proteínas enriquecidas fueron sometidas a electrotransferencia desde los 

geles de poliacrilamida a membranas de PVDF, hechas reaccionar con 

anticuerpos policlonales antimiosina y reveladas con DAS y H20 2 como se 

muestra en la flQura 8. Como se observa, las bandas de proteínas 

correspondientes a miosina (GELPOLl), después de transferidas a la membrana 

(IET), fueron inmunoreconocidas intensamente con los anticuerpos a diferencia de 

otras bandas de menor peso molecular. La tinción con azul de Coomassie del gel, 

utilizado durante la transferencia de las proteínas, mostró que no todas las de alto 

peso molecular (> a 98 kDa) fueron transferidas completamente (datos no 

mostrados); sin embargo, las que si lograron alcanzar la membrana fueron 

reconocidas eficientemente por los anticuerpos. 

Debido a la intensidad del reconocimiento de la banda correspondiente a 

miosina, se decidió cortar1a. Fue empleado, como parámetro para su localización 
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en los geles de donde se aisló, al marcador de peso molecular correspondiente a 

la cadena pesada de miosina situado en 250 kDa. Otras proteinas que 

copurificaron con la banda de miosina no inteñirieron para su separación (según lo 

observado con la tinción reversible de Zinc-Imidazol mostrada en la fig. 9), 
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Flgul'll l. ldentiftcaclón de mla.lna, su ..... mlento 'f digestión .~. Posterior a la 

identificación de miosina como se indica en la fig. 8, las muestras que contenlan a miosina 

enriquecida fueron separadas electroforéticamente y los geles resultantes fueron tenidos con Zinc

imidazol (A), la fracción correspondiente a miosina (indicada por una asterisco) fue separada del 

gel Y sometida a digestión enzimática con quimotripsina (B); en B, una vez que las bandas fueron 

sometidas a digestión en diferentes tiempos de incubación, ellas fueron colocadas y separadas 

eIectroforéticamente como se indica en la figura. Posteriormente, los geles obtenidos de la 

digestión enzimática, fueron tenidos con nitrato de plata. 

Una vez que la banda fue aislada y sometida a digestión enzimática, diferentes 

péptidos con pesos moleculares diversos, fueron obtenidos (8, figura 9); el número 

de péptidos y su aparente cantidad dependieron del tiempo de digestión de la 

proteina. Según la parte 8 de la figura 9, la digestión comenzó desde el tiempo O, 

ya que fueron generados 12 péptidos situados entre los 237 y 40 kDa (ver tabla 1). 

Esto podría deberse a que la miosina originalmente situada en los -250 kDa 

presenta una importante susceptibilidad a la enzima, aún cuando se emplearon 

condiciones de inhibición de la actividad enzimática como se describió en la parte 

correspondiente de materiales y métodos. Según los resultados presentados en la 
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tabla 1, obtenidos de 8 en la figura 9, a los O' fueron generados 13 péptidos; a los 

30', 33; a los 60', 27 Y a los 120', 19. En todos los tiempos, 17 péptidos 

permanecieron constantes a lo largo de la digestión enzimática: 33,42, 45,46,48, 

51, 53, 55, 57, 60, 63, 66, 68, 70, 72, -116 Y -125 kDa y destacan visualmente, 

por su concentración en los geles, 5 péptidos: 33, 40, 42, 60 Y 125 kDa. Un 

péptido, el de 37 kDa, aparece a los 30' y 60', pero a los 120' en lugar de ese 

péptido, aparece otro con un peso molecular de 35 kDa. También, hay otro 

péptido, el de 40 kDa que aparece desde los O', a los 30', se observa como una 

banda concentrada pero a los 60' disminuyó su intensidad y a los 120' 

desaparece. Esto fue contrario a lo que se encontró para el péptido de 42 kDa, el 

cual a los 30' fue apenas visible en el gel, mientras que, a los 60' y 120', estuvo 

presente de forma notoria. El péptido de 33 kDa no corresponde a la enzima 

utilizada en las digestiones, ya que la enzima presenta un peso molecular menor 

(-25 kDa) y los geles utilizados en los ensayos sólo permitieron la resolución de 

péptidos mayores a -30 kDa. Por lo consiguiente, en estos ensayos no se pudo 

determinar la aparición o desaparición de péptidos menores a intervalo indicado. 

los péptidos encontrados a los 30' de digestión, los cuales podrran no 

corresponder a los generados a los O', fueron 23: 222, 209,186, 137,114, 107,95, 

88,80,75, 72, 68, 66, 65, 60, 57, 53, 51,48,45,42, 37 Y 33. A los 60' se encontró 

que desaparecieron todos los péptidos > a 126 kDa presentes en los 30' y sólo un 

péptido (el de 43 kDa) apareció de más con respecto a los 30'. la comparación de 

péptidos generados a los 120' y comparados con los de los 60', mostraron que 18 

de ellos se mantuvieron, apareció uno con un peso molecular de 35 kDa, 

desaparecieron, el de 40.65 kDa y 6 de ellos localizados entre 80 y 106 kDa. 

El análisis del reconocimiento de los péptidos generados, los cuales fueron 

descritos en el párrafo anterior para la figura 9, mostró que tanto la banda 

correspondiente a la miosina, asl como varios péptidos generados por la digestión, 

fueron reconocidos por el anticuerpo policlonal antimiosina de cisticercos de T. 

solium (Fig. 10). El revelado del reconocimiento de los anticuerpos por DA8 (A, 

flQura 10) y por quimioluminiscencia (8, figura 10) mostró que el número de 

bandas era semejante, aunque se encontraron diferencias con el reconocimiento 
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con quimioluminiscencia en donde se encontró una reactividad mayor, asl como 

destacaron otros péptidos reconocidos. A los O', con DAB, fue observado que la 

banda de miosina fue reconocida intensamente por los anticuerpos y otra banda 

situada en los 215 kDa fue reconocida con menor intensidad. Al revelado con 

quimioluminiscencia, esta última banda fue más notoria en su intensidad. A los 30', 

la quimioluminiscencia mostró que 22 péptidos fueron reconocidos por los 

anticuerpos; a los 60', 20 Y a los 120', 10. Estos resultados muestran que el 

número de péptidos reconocidos por los anticuerpos disminuyó paulatinamente de 

acuerdo al tiempo de digestión enzimática y en los 120' se concentró el 

reconocimiento entre los péptidos de 30 a 70 kDa. Los péptidos especlficamente 

reconocidos, descartando los mencionados a los 120', fueron a los 30', 10 

péptidos: 73, 88, 98, 113, 125, 150, 185, 209, 245 Y 269 Y los de 60', fueron 7 

péptidos: 84, 88, 92, 98,105, 117 Y 121 . Los anticuerpos reconocieron 8 péptidos, 

de peso molecular semejante, que permanecieron de los 30' a los 120' de 

digestión: 30, 32,44,46, 48, 58, 61 Y 70. Por lo consiguiente, es en estos péptidos 

en donde se encuentran los sitios especlficos de reconocimiento de los 

anticuerpos policlonales anti miosina, los cuales se ha visto que solamente 

reconocen miosina de helmintos (Cruz-Rivera M, comunicación personal; 

González-Malerva L, comunicación personal; Kumar et al, 2003). 

En lo que se refiere a la comparación de péptidos reconocidos por los 

anticuerpos antimiosina, comparados con los que fueron evidenciados por la 

tinción de plata a la que fueron sometidos los geles no utilizados para 

electr40transferencia, se encontraron diferencias en los péptidos reconocidos por 

los anticuerpos. A los 30', en los geles tenidos, 12 de los péptidos (42,53,55,57, 

65,68, 75, 80, 83, 95, 107,137 kDa) no tuvieron reacción con los anticuerpos; 

mientras que los anticuerpos si reconocieron un péptido de 30 kDa que 

aparentemente no fue revelado en los geles tenidos. A los 60', 10 péptidos (42, 43, 

53, 55, 57, 65, 68, 72, 80 Y 95 kDa) tampoco fueron reconocidos por los 

anticuerpos, mientras que tres fueron detectados (30, 34 Y 92 kDa); uno de ellos, 

el de 30 kDa podría corresponder al reconocido por estos anticuerpos a los 30' y 

120' Y lo cual podrla ser un indicativo de que este péptido mantiene el sitio de 
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reconocimiento de los anticuerpos a lo largo del proceso de digestión. A los 120', 

10 péptidos (35, 41, 43,52,55,66,67, 72, 116 Y 125 kDa) no fueron reconocidos 

por los anticuerpos y sólo el de 30 kDa fue el péptido que por el reconocimiento de 

los anticuerpos apareció en la inmunoelectrotransferencia. 
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Figura 10. Evaluación del rec:onoc:lmlento de pjptIdos de mloslna por anticuerpos 

poIlclonaln antlmloslna. Las dos imágenes muestran geles procesados en condiciones idénticas 

luego de su separación electroforética e Inmunoelectrotransferencia a membranas de PVDF ; se 

hizo revelado con DAS y Hz02 (A) Y por quimioluminiscencia (8). Se indican los pesos moleculares 

comerciales utilizados en los ensayos, mientras que en los siguientes carriles se muestran 

miosinas sometidas a digestión como se indicO en la figura 9 y hechas reaccionar con los 

anticuerpos poIicIonales antimiosina. 

En los análisis de los péptidos reconocidos por los anticuerpos, se encontró 

que en diferentes tiempos de digestión hubo reactividad hacia determinados 

péptidos, pero que en el siguiente tiempo de digestión la reactividad desapareció. 

También se presentó el caso de que, en determinado tiempo, no habla reactividad 

pero al siguiente tiempo de digestión ya apareció un péptido: P.ej. El péptido de 73 

kDa, detectado en los 30', ya no fue encontrado en los 60' y 120'. Un péptido de 

56 kDa fue reconocido a los 120', pero en los 30' y 60' no hubo reactividad de los 

anticuerpos hacia él. Un péptido de 92 kDa que apareció a los 60', no fue 

detectado ni a los 30' ni a los 120'. los péptidos de 37 y 41 kDa presentes a los 
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30' Y 60' se presentaron con intensidad débil y a los 120' ya no fueron detectados. 

Varias causas pueden dar origen a la aparición y desaparición del reconocimiento 

de los péptidos mencionados: Una de ellas podría deberse a la calidad de la 

resolución de la tinción de los geles ya que ello podría provocar que algunos 

. péptidos no fueran claramente detectados en la tinción, pero si detectados por los 

anticuerpos. En el caso de las reactividades de los anticuerpos, las causas 

podrían estar relacionadas con pérdida del sitio de reconocimiento por el mismo 

proceso de digestión o aparición del mismo por, también, la digestión de las 

proteínas. De acuerdo a estos argumentos, es posible que estos péptidos en los 

que aparece o desaparece un epltopo podrían tener dentro de la constitución de 

sus aminoácidos a otros tales como la tirosina, el triptófano y la fenilalanina los 

cuales son los sitios de actividad enzimática de la quimotripsina. (Lehninger, 

1981). 

4. Análisis inmunohlstoqufmico y computacional de parásitos enteros y de 

sus cortes en congelación. 

La fIgura 11, muestra la reacción inmunofluorescente de los anticuerpos 

policlonales antimiosina tanto en cisticercos completos y permeabilizados, como 

en sus cortes congelados. Debido a que las observaciones fueron realizadas con 

un microscopio confocal equipado con sistemas de registro de fluorescencia, se 

observó como la marca fluorescente estaba dirigida en el interior de los 

cisticercos, la cual fue obtenida por seccionamientos, a intervalos de 1 ~m; en la 

fIgura 11 ; A Y B se muestran dos cortes realizados a diferente profundidad y 

observados a diferentes aumentos. Como se observa, la marca fluorescente 

estuvo asociada a fibras musculares internas tanto longitudinales como 

transversales, las cuales en algunas ocasiones parecieron formar parte de una red 

de fibras que no varió por la profundidad de observación. En el caso de los cortes 

congelados (Fig. 11 ; C, D Y E), observados a diferentes aumentos, se encontró 

que la mayor intensidad del marcaje fluorescente estuvo asociada a la pared 

tegumental de los cisticercos como se observa en el aumento de 20 x (Fig. 11 ; C Y 

D). A mayor aumento, 40 x, la marca fluorescente encontrada en esta región 
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estuvo asociada a una gran cantidad de fibras musculares de tamai'lo pequei'lo y 

lo cual era diferente de las fibras marcadas y observadas por abajo del tegumento 

como se observa mejor en la imagen e de la misma figura. Estas fibras 

musculares presentaron un mayor tamai'lo que las encontradas en el tegumento y 

no presentaron una distribución ordenada a diferencia de las del tegumento. En la 

imagen E de la figura 11 se observa que las fibras musculares aparentemente se 

distribuyen en forma de empalizada principalmente por abajo del tegumento y que, 

dentro de la zona del tegumento, las fibras están estructuradas conforme a los 

pliegues que presenta el tejido. La diferencia de la distribución de las fibras 

musculares observada para los parásitos completos y para los tejidos, es que 

mientras en los primeros las fibras fluorescentes presentan una distribución 

longitudinal acorde al cuerpo del parásito, en los segundos éstas están asociadas 

a la conformación del tejido observado. La intensidad de la marca fluorescente, en 

los tejidos, se observa que va de mayor a menor de tegumento hacia la región 

correspondiente a donde se encuentra el fluido vesicular. Siendo, en esta última 

región, en donde desaparece la marca fluorescente asociada a fibras musculares. 



34 

Figura 11. Inmunofluorescencla de .nticuerpoa policlon ..... ntlmloslna en clstk:ercos. 

Muestras observadas mediante microscopia confocaL Parásito entero observado a 10 x y 20x (A y 

B). Cortes de cisticercos observados a 20 x (C y O) Y a 40 x (E). Los anticuerpos policlonales 

fueron hechos reaccionar con anticuerpos secundarios anti-lgG de conejo conjugados a avidina y 

con biotina conjugada a rodamina. Las observaciones se hicieron utilizando una fuente de emisión 

de rayos láser para rodamina. PT: Pared tegumental, T: Tegumento. 
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VII. CONCLUSIONES. 

Según los resultados obtenidos, el éxito en la obtención de miosina 11 tuvo 

como base la variación de la fuerza iónica del medio de extracción como se 

observó en la figura 6. Otras proteínas fueron copurificadas durante el proceso, 

entre las que destacan una de peso molecular aproximado a los 98 kDa, la cual 

podría corresponder a paramiosina y otras 2 o 3 (dependientes de la etapa de 

purificación) situadas por arriba de la de miosina (> a 250 kDa). El reconocimiento 

de los anticuerpos policlonales antimiosina, utilizados en el presente estudio, hacia 

todas estas proteínas, es un indicativo de que las proteinas son miosinas o 

comparten epítopes con estas proteinas y las que se encuentran situadas por 

arriba de los 250 kDa corresponden a sus isoformas. Estos anticuerpos se ha 

demostrado que reconocen miosina 11 de diferentes estadios parasitarios de T. 

solium (Cruz-Rivera M, Comunicación personal) y de adultos de Fasciola hepática 

(Kumar et al, 2003). Cabe la posibilidad de que la proteina de 98 kDa sea 

paramiosina como se demostró utilizando, en extractos crudos de cisticercos de T. 

solium, un anticuerpo monoclonal antimiosina 11 de T. solium (Ambrosio et al, 

1997). Se ha demostrado que en las fibras musculares de invertebrados se 

encuentran coexistiendo tanto miosina 11 como paramiosina y que ambas proteinas 

copurifican durante su extracción (Epstein et al, 1985; Madeiros et al, 1998; Szent

Gyorgy et al, 1971). La paramiosina presenta determinantes antigénicos 

semejantes a la miosina 11 que se encuentran en la región carboxilo terminal de 

ambas proteínas (Cohen y Parry, 1998). La confirmación de que las bandas 

situadas por arriba de la miosina 11 y reconocidas por los anticuerpos son sus 

isoformas tendrá que ser definido mediante análisis electroforético para este tipo 

de proteínas (Pickard et al, 1999; Talmadge y Roy, 1993), lo cual permitirá su 

adecuada separación e identificación luego del uso de inmunoelectrotransferencia 

revelada con anticuerpos antimiosina especificos. 

Aparentemente, la susceptibilidad de la miosina 11 aislada de T. crassiceps 

es mayor que la presentada a la misma enzima quimotripsina en comparación, al 

tiempo O', con la de miosina de T. solium (González-Malerva L, Comunicación 

personal) . Esto implica que las proteínas, aún cuando son miosinas 11, tienen una 



36 

diferente constitución de aminoácidos en ciertas regiones de las moléculas, lo cual 

se fortalece durante la comparación de los perfiles de digestión enzimática (a los 

mismos tiempos) para ambos tipos de miosina (datos no mostrados). Durante la 

digestión enzimática de miosina 11 de T. crassiceps se encontraron que algunos 

péptidos eran semejantes en peso molecular a los identificados y reportados por 

King el al (1995) durante la digestión enzimática de miosina 11 de molleja de pollo. 

Es posible que los péptidos encontrados entre 125 y 130 kDa correspondan al 

tallo, mientras que la región S1 o cabeza podria corresponder al de 98 kDa, la 

meromiosina ligera (LMM) a los de 88 kDa y finalmente, el subfragmento S2 

podría corresponder al péptido encontrado a los 40 kDa y cabe destacar que estos 

péptidos han sido descritos durante el análisis de péptidos obtenidos durante la 

digestión de miosinas de músculo liso (Eddinger y Murphy 1988; King el al, 1995; 

T ashiro el al, 1985). La reactividad de los anticuerpos policlonales antimiosina se 

presentó contra todos los péptidos mencionados, lo cual es un indicativo de que 

en estos péptidos se encuentran sus sitios de reconocimiento especifico, ya que 

se tienen evidencias de que estos anticuerpos sólo reconocen miosinas 11 de 

helmintos (Cruz-Rivera M, Comunicación personal; Kumar et al, 2003). Durante los 

diferentes tiempos de la digestión enzimática, varios péptidos obtenidos por 

debajo de los 72 kDa se mantuvieron sin variación alguna y su mayoría fue 

reconocida por los anticuerpos policlonales. Estos resultados son un indicativo de 

que estos péptidos representan los limites de la digestión enzimática de la miosina 

de T. crassiceps y podrían ser útiles para definir la composición y secuencia de 

sus aminoácidos específicos. Por ejemplo, el péptido de 32 kDa no varió durante 

el proceso de digestión, fue reconocido siempre por los anticuerpos y siempre se 

mantuvo en mayor concentración que los otros péptidos detectados. Dicha 

separación y determinación de aminoácidos podría llevarse a cabo mediante 

cromatografía de alta afinidad (HPLC) en combinación con microsecuenciación de 

degradación de Edman (Voet, 1992) 

El marcaje fluorescente que se observó, tanto en parásitos completos como 

en sus cortes, está asociado a fibras musculares en las que se encuentra la 

miosina 11 . Esta aseveración se hace en función de que previamente ha sido 
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demostrado que estos mismos anticuerpos policlonales reaccionaron con este tipo 

de miosina presente en fibras aisladas, así como en extractos de proteínas 

filamentosas del tremátodo F. hepática (Kumar et al, 2003) y en miosina 11 aislada 

de T. solium (Cruz-Rivera M, comunicación personal; González-Malerva L, 

Comunicación personal). Aparentemente, la distribución de las fibras musculares, 

que contienen a la miosina 11 en los cisticercos completos, adopta la forma de los 

parásitos y en los cortes de los mismos, la miosina parece estar localizada de tal 

manera que podría estar asociada con los movimientos que el tejido requiere. Esta 

distribución tisular es diferente de la que adopta la miosina 11, localizada por un 

anticuerpo monoclonal denominado 483, en las fibras musculares de tejidos de 

cisticercos de T. solium (Ambrosio et al, 1997). 

Los resultados obtenidos en el presente trabajo de tesis muestran que ha 

sido posible el aislamiento y caracterización parcial de miosina 11 de cisticercos de 

T. crassiceps y la cual, aparentemente, es específica de estos parásitos cuando se 

les compara con lo estudiado en cisticercos de T. solium (Ambrosio et al, 1997; 

2001 ; Cruz-Rivera M, Comunicación personal; González-Malerva L, Comunicación 

personal), con cisticercos de T. crassiceps de la cepa WFU (Mendoza A, 

comunicación personal) e incluso, con adultos de F. hepática (Kumar et al, 2003). 

Asimismo, se plantea la posibilidad de que otras isoformas de miosina 11 y 

paramiosina estén siendo expresadas en los parásitos estudiados, como también 

ha sido evidenciado con T. solium (Cruz-Rivera M, Comunicación personal; 

González-Malerva L, Comunicación personal) lo cual podría ser posteriormente 

estudiado. 
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IX. APÉNDICES. 

1. Preparación de soluciones. 

1.1 Soluciones para lavados. 

SSAF10X 

SSAF 1X 

SSAF-Tween 

2.62g de NaH2P04.H20, 11 .5g de Na2HP04, 87.5g de NaCI en 

1000mL de agua destilada. 

Tomar 100mL de SSAF 10X y aforar a 1000mL con agua 

destilada. 

Tomar 100mL de SSAF 10X y antes de aforar a 1000mL con 

agua destilada, agregarle 3mL de tween. 

1.2 Soluciones para aislamiento de miosina. 

Solución X 

Solución Y 

Mezcla A 

Mezcla B 

Solución A 

19mL de solución X más 81mL de solución Y y aforar a 

200mL. 

87.7mL de solución X más 12.3mL de solución Y y aforar a 

200mL. 

O.04M KCI + 1mM MgCI2 + 6.7mM de buffer de fosfatos 

(33.5mL de la mezcla A), pH 7.4. 



Solución B 

Solución B' 
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0.05M KCI + 1mM MgCI2 + 6.7mM de buffer de fosfatos 

(33.5mL de la mezcla B), pH 6.0. 

0.05M KCI + 6.7mM de buffer de fosfatos (33.5mL de la 

mezcla B), pH 6.0. 



2, Tablas, 

Tabla 1, Péptidos generados durante la digestión enzimática de miosina 
aislada, 

PM(kDa) o' 30' 50' 120' 
(moI.w.) (mol.w.) (mol.w.) (mol.w.) (moI.w.) 

260 252 252 
237 

222 
204 209 

186 
173 

160 148 150 
137 

131 
128 126 125 
114 117 116 
107 106 

100 
98 98 98 

96 115 

88 88 
83 83 83 

60 60 
75 75 

72 72 72 
70 70 70 

88 68 70 
86 86 67 
65 65 86 

63 63 63 83 
60 60 
57 5SI 

57 66 
55 55 55 55 

53 53 
51 51 52 

50 50 
48 48 

47 
48 46 46 

45 45 45 
44 

43 
42 42 43 

41 
40 40 40 

37 37 
37 

35 
33 33 32 

Péptldos 
totales 13 33 27 111 
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Tabla 2. Péptidos de miosina reconocidos por anticuerpos policlonales 
antimiosina y revelados con DAB luego de su transferencia a membrana de 
PVDF. 

PM(kOa) O' 30' 50' 120' 
(mol.w.) (moI.w.) (moI.w.) (mol.w.) (mol.w.) 

268 
250 253 2A6 

216 210 
186 

153 150 
125 

121 
113 112 

105 
100 

95 96 
91 

88 
84 

75 
73 73 

71 
70 

66 66 66 
62 62 

61 
59 59 

58 
52 52 

50 51 
49 48 

48 
48 48 

45 
45 44 44 
42 

41 
38 38 

37 
35 

33 33 32 
31 31 31 

Péptidos 
totales 2 21 20 10 



Tabla 3. Péptidos de miosina reconocidos por anticuerpos policlonales 
antimloslna y revelados por qulmioluminiscencia luego de su 
transferencia a membrana de PVOF. 

PMlkDa) o- 30- 50' 120" 

(mol ••. ) (mol ••• ) (mol ••. ) (mol .• .! (mol ••. ) 
269 

260 253 
24G 

2115 209 
185 

180 160 
125 

121 
117 

113 
105 

100 98 
98 

92 
88 88 

84 
75 

73 
70 70 

70 
88 66 

62 
51 61 
68 68 158 

88 
152 

51 
60 

4' 
48 48 

47 
48 

45 .. .. .. 
43 

41 
040 

37 
37 37 

34 
32 32 

32 
30 30 30 

Péptidos 
tota ... 2 22 20 10 
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