15

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN.

" IDENTIFICACION DE ISOFORMAS DE ACTINA EN CISTICERCOS DE

Taenia solium. ™

T E S I S
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE
QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO
P R E S E N T A

DAVID CORREA PINA

Asesor: MIBB Javier R. Ambrosio Herndndez

CUAUTITLAN IZCALLI, EDO. DE MEX. 2000

A£G BY



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Josoacas,  FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN
xR B UnIDAD B LA ADMINISTRACION ESCOLAR
DEPARTAMENTO DE EXAMENES PROFESIONALES

G ASUNTO: VOTOS APROBATORIOS

J0-3 211 40AL NATITNAL

(RN AN =]
Mz

DR. JUAN ANTONIO MONTARAZ CRESPO
DIRECTOR DE LA FES CUAUTITLAN .
PRESENTE

ATN: Q. Ma. dél Carmen Garcia Mijares
Jefe del Departamento de Examenes
Profesionales de la FES Cuautitidn

Con base en el art 28 del Reglamento Generai de Examenes, nos permitimos comunicar a usted

que revisamos la TESIS:
“Igentificaci6n de isoformas de actina en cisticercos de Taenia solium"

que presenta _e]  pasante;__ DAVID CORREA PIRA
con numero de cuenta: 31091718 para obtener el TITULO de.
Quimice Farmage(tico Bidlogo

Considerando que dicha tesis retne los requisitos necesarios para ser discutida en el EXAMEN
PROFESIONAL correspondiente, otorgamos nuestra VOTO APROBATORIO

ATENTAMENTE.
"POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU"

Cuautitlan fzcalli, Edo. de Méx.,a 21 de  Octubre de 199 9-
PRESIDENTE MVZ. Pablo Martinez Labat %4/;/////(;/%/ /7 /f’/%?
VOCAL HYZ. Angel Martinez Sosa /j/ézii . ,/‘ Ll mspe
’ ra /\(}_ﬁ;\\ ‘7
SECRETARIO MIBB. Javier Ambrosio Herndndez ] Ut Aot
PRIMER SUPLENTE 0.F.B. Gabriela Escalante Reynosc éz,;ﬂ,dpﬁ?s'c(;/?f
j

SEGUNDO SUPLENTE _MZ. Gabrieis Fuentes Cervantes . s’ 25/ cen /qq




AGRADECIMIENTOS.

Agradezco @ mis padres la oportunidad que me dieron de estudiar una
carrera, para ellos el mayor de los agradecimientos por ser quienes me educaron
para ser lo que hasta ahora soy. Mama y papa, los quiero, admiro y respeto con

todo el corazdn.

Agradezco a mis hermanos por ser mis mejores amigos y maestros,
compafieros de juegos y de estudios. Gracias por ensefiarme un poco de lo que
cada uno sabe y por ayudarme siempre en cada momento gue ios he necesitado.
Gracias por todo Lety, Julio, Vero, Angie, Gus y Lalis.

A mis sobrinos, que son una alegria constante de todos los dias y espero

saber guiarlos como mis hermanos hicieron conmigo.
A mis cufiados por ser buenos amigos y por los apoyos recibidos.

A mis amigos y compafieros de la 21 ava. QFB, en especial a Victor por
acompafiarmne en la consecucién de esta meta.

A mis compafieros de laboratorio por su amistad y consejos brindados: Ana
Paota, Armando, Cecilia, Ehzabeth, Guitle, Hugo, Janet, loel, Laura Aguilar, Laura
Gonzalez, bydia, Mayra, Olivia, Odelia, Pablo y a la Dra. Rabiela.

A lz Dra. Alma Lilian Guerrero por su asesoria en las técnicas de
cromatografia de afinidad y electroforesis bidimensignal.



Al Dr. Javier Ambrosio por el tiempo dedicado a la discusion vy desarvollo de

esta tesis, por sus consejos e indicaciones.

A la Dra. Ana Flisser por la oportunidad de formar parte de su grupo de
investigacion.

Al personal de la Facultad de Medicina por las facilidades 'prestadas,
A mis sinodales por la atencién prestada para la revision de esta tesis.

A los profesores que cantribuyeron a mi formacidn.,



El presente trabajo de tesis fue desarrollado en el laboratorio de la Dra. Ana
Flisser del Departamento de Microbiologia vy Parasitologia de fa Facuitad de
Medicina de la UNAM: bajo la direccidn del Dr. Javier Ambrosio, la asesoria técnica
de la Bidl. Olivia Reynoso Ducoing, y con el apoyo econdmico de i0s proyectos

PAPITY (DGAPA) IN200297 y Comunidad Europea de Naciones CI1-CT940081.



_—#ﬁw

INDICE GENERAL
pag.
Abreviaturas. iv
indice de figuras. vi
Resumen vii
Introduccion. vili
1. Marco Tedrico. 1
1. Taenia solium. 1
1.1. Enfermedades parasitarias 1
1.1.1. Teniosis. 1
1.1.2. Cisticercosis. 2
1.2.  El parasito. 3
1.2.1, Taxonomia. 3
1.2.2. Morfologia. 4
1.2.2.1. Parasito adulto o tenia. 4
1.2.2.2. Metacéstodo o cisticerco. 5
1.2.2.3. Huevo. 6
1.2.3. Ciclo Bioldgico. 7
2. Citoesqueleto, 8
2.1. Miosina 8
2.2. Actina. S
2.2.1. Estructura. 9
2.2.2. Funcidn. 13
2.2.3. Isoformas. 13
2.2.4. Purificacion. 15
2.2.4.1, Métodos. 15
2.2.4.2. Evaluacion, 16
2.3, Citoesqueleto en céstodos 17
2.3.1. Miosina. 17
2.3.2. Actina. 17



I1. Objetivos.

II1. Hipotesis,

1V. Materiales y Métodos.

1. Obtencion de parasitos.

2. Preparacion de extracto crudo.

3. Purificacién de actina de cisticercos,
3.1. Obtencion de miofilamentos.

3.2. Cromatografia en columna.

3.2.1. Cromatografia por exclusion malecular en Sepharosa CL-4B.

3.2.1.1. Preparacion.
3.2.1.2. Calibracion.
3.2.1.3. Elucidn.

3.2.2. Cromatografia de afinidad 2 DNasa L.
3.2.2.1. Preparacion.
3.2.2.2. Elucion.

4. Evaluacion de actina de cisticercos.
4.1. Electroforesis unidimensional.
4.2. Electroforesis bidimensional.
4.3, Andlisis inmunoenzimaticos.
4.3.1. Ensayo en placa o ELISA.
4.3.2. Inmunoelectrotransferencia,

4.3.3. Inmunopunto.

V. Resultados.

1. Obtencidn de miofilamentos.

2. Cromatografia por exclusién malecular en Sepharosa CL-4B.

3. Cromatografia de afinidad a DNasa 1.
4. Electroforesis bidimensional.

4.1. Extracto crudo,

4.2. Miofilamentos.

4.3. Actina purificada.

19

15

20

20
20
21
21
22
22
22
22
23
23
23
24
25
25
26
27
27
28
29

30
32
35
40
40
42
44



VI. Discusion de Resultados,

1. Purificacion de actina.
? Electroforesis bidimensional de actina.

3. Comparacion de la secuencia aminoterminal de actinas.

VIL. Conclusiones.

VIII. Perspectivas.

IX. Apéndices.

1. Precipitacién de proteinas.
2. Electroforesis en geles de poliacrilamida.
2.1. Electroforesis unidimensional,
2.1.1. Preparacion de geles y corrimiento electroforético.
2.2. Electroforesis bidimensional.
2.2.1. Soluciones para la primera dimension,
2.2.2. Preparacion y corrimiento del gel de la primera dimensidn.
2.2.3. Preparacion y corrimiento del gel de la segunda dimensién.
3. Protocolos para tincidn de proteinas en geles de poliacritamida.
3.1. Tincidn con nitrate de plata.
3.2, Tincidn inversa con zinc-imidazol.
3.2, Tincidn con Azul de Coomassie.

3.4. Tincién con Rojo de Ponceau S.

4, Determinacion de proteinas por el micrométodo colorimétrico de Bradford,

4.1. Curva de calibracion.

4.2, Determinacidn de la concentracion en muestras problema.

X. Referencias heamerobibliograficas.

45

45
50
55

60

61

62

62
63
63
63
65
65
66
67
68
68
68
69
70
71
71
71

72

i



Aci
AcM 4B3

ASB
ATP
DAB
DEAE
DNasa |
D55
DTT
EDTA
EGTA

ELISA

IET
IgG
NP-40
OFD

pl
PVDF
SSAF
SSAF-Tween
SNC
TEMED
Tris

Trns KO

ABREVIATURAS.

Anticuerpo monoclonal

Anticuerpo maonoclonal 4B3 con especificidad para miosina de
7aenia solium.

Alblmina sérica bovina

Adenosina trifosfato

Tetrahidrocloruro de 3,3° diaminobencidina

Dietilaminoetil

Desoxirribonucleasa 1

Dodeci! sulfato de sodio

Ditiotreitol

Acido etilendiamino tetracético

Acido etilenglicol bis(p aminoetiléter) N,N,N',N' tetraacetico
Ensayo inmunoenzimatico en placa (del inglés: Enzyme linked
immunosorbent assay)

Inmunoelectrotransferencia

Inmunoglobulina G

Nonidet P-40

Orto fenitendiamina

Punto isoeléctrico

Polivinildifluoruro

Solucidn salina amortiguadora de fosfatos pH 7.2

Solucién salina amortiguadora de fosfatos con Tween 20 al 0,3%
Sistema nervioso central

N,N,N',N' Tetrametiletilendiamina

Tris hidroximetil aminometano

Cloruro de tris hidroximetil aminometano



Abreviaturas de los aminoacidos en una y fres letras.

Nombre

Abreviatura en tres letras

Abreviatura en una letra

Acido aspartico
Azido glutamico
Alanina
Arginina
Asparagina
Cisteina
Fenilalanina
Glicina
Glutamina
Histidina
Isoleucina
lLeucina

Lisina
Metionina
Prolina

Serina

Tirosina
Treonina
Triptofano
Vahna

Asp
Glu
Ala
Arg
Ash
Cys
Phe
Gly
Gin
Hys
Ile
Leu
Lys
Met
Pro
Ser
Tyr
Thr
Trp
Val

<E-€—<M"UZ7<r'HI.OO'nnZJU>mO




vi
A— —W

INDICE DE FIGURAS.

Figura Tema pag.

1 Marfologia del estadio adulto de Taemia solivm. 5

2 Morfologia de cisticercos de Taenia sofium. )

3 Morfologia de huevos de Taenia solium. 6

4 Ciclo de vida de Taenia solfum. 8

5 Estructura de la actina. 10

6 Proceso de polimerizacién de la actina. - 11

7 Diagrama de: fiujo general del procedimiento experimental empleado 21

8 Andlisis por electroforesis e inmunoelectrotransferencia de actina en extractos 31
semipurificados.

9 Fraccionamiento de actina por Sepharosa CL-4B y andlisis inmunaenzimatico. 33

10 Analisis por electroforesis e inmunoelectrotransferencia de la actina purificada 35
por Sepharosa CL-4B8.

11 Fraccionamiento de actina por Sepharosa 48-DNasa 1 y andlisis 37
inmunoenzimatico.

12 Evaluacion de la presencia de actina y miosina por inmunopunto de las fracciones 38
de la columna de DNasa 1.

13 Evaluacién por electroforesis e inmunoelectrotransferencia de actina purificada 39
por DNasa I

14 Evaluacion por electroforesis bidimensional (pH 3-10) de actina contenida en 41
extracto crudo de cisticercos.

15 Evaluacion por electroforesis bidimensional (pH 4-6) de actina contenida en 46
extracto crudo de cisticercos.

16 Evaluacién par electrofaresis bidimensional (pH 3-10) de actina contenida en 48
miofilamentos de cisticercos.

17 Evaluacion por electroforesis bidimenslonal {(pH 4-6) de actina contenida en 49
miofifamentos de cisticercos.

18 Evaluacidn por electroforesis bidimensional (pH 4-6) de actina purificada de 51

cisticercos por afinidad con DNasa L.



vii

RESUMEN

Tsenia sofium es el céstodo causante de fa teniosis y la cisticercosis, las cuales
representan un problema de salud plblica para el humano. Pocas proteinas estructurales de
T sofium han sido estudiadas, solo la miosina y la paramiosina, pero no la actina, Este tipo
de proteinas pueden desempefiar un papel importante en el mantenimiento del parasito
dentro de su huésped. La actina es una proteina de 43 kDa en su forma monomérica que
puede polimerizarse en actina F (PM 2000 kDa); es un componente del citoesqueleto con
multiples funciones en la estructura y motilidad de las células eucariotas. Con el objeto de
conocer las caracteristicas de la actina de 7, soffum se decidié aislarla a partir de los
asticercos. Para este fin, fueron obtenidos extractos de miofilamentos, los cuales fueron
empteados para purificar actina por cromatografia por exclusion molecular en Sepharosa
CL-4B y por cromatografia de afinidad con DNasa 1. Con el primer método se fogrd recuperar
predominantemente actina F, mientras que ton el segundo método se recuperé actina
posiblemente en forma dimérica, como dos fracciones de 70 y 60 kDa. Al analizar las
diferentes etapas del proceso de purificacion por electroforesis bidimensional e inmuno-
electrotransferencia, se encontraron 4 posibles isoformas de actina con valores de pl
situados entre 5.4 y 5.7, tanto en el extracto crudo como en los miofilamentos. Con la actina
purificada por DNasa I no se logré determinar el niimero de isoformas, probablemente por
meodificacidn de I3 proteina o por una inadecuada solubilizacion. Aunque ios métodos de
purificacidn permiten fa obtencién de actina para su estudio bioquimico, requieren ser
optimizados para mejorar su rendimiento. La existencia de isoformas de actina expresadas
en el cisticerco podria sugerir que las actinas de este pardsito poseen funciones especificas
relacionadas con su localizacién tisular, ademds de que podrian ser expresadas de manera

diferencial en los estadios de 7. soffium.
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INTRODUCCION.

Las parasitosis son un problema importante de salud pdblica en México por su alta
prevalencia. Algunas de las enfermedades son benignas y pueden pasar inadvertidas
mientras que otras pueden ser incapacitantes. Las parasitosis debidas a fos diferentes
estadios de Taenia solium se encuentran en ambos extremos porque 1a teniosis, causada por
el estadio adulto, puede pasar inadvertida; mientras que la cisticercosis, ocasionada por la
fase larvaria 0 de metacéstodo, puede ser incapacitante cuando se localiza en el sistema
nervioso central. La presencia de estas enfermedades se debe principalmente a los malos
habitos de alimentacién e higiene de la poblacidn, lo cual es un reflejo dei desarrollo

socioecondmico del pafs [1].

En términos generales, las parasitosis han sido ampliamente estudiadas desde el
punto de vista de la respuesta del huésped hacia el parasito, y es poca la informacion
existente acerca de los mecanismos que el pardsito emplea para mantenerse dentro del
huésped. De las dos parasitosis ocasionadas por 7. solium, la cisticercosis es la mejor
estudiada vy en los cisticercos se han realizado la mayoria de los estudios de morfologia y
fisiologia. En estos parasitos, a pesar de fos estudios realizados, son pocas las proteinas
caracterizadas, entre las cuales pueden mencionarse al antigeno B (que tiene elevada

homologia con las paramiosinas), a la coldgena, a algunas proteasas y a la miosina [2].

Uno de los motivos del presente proyecto de tesis esta relacionado con el estudio de
una miosina tipo II o convencional de parasitos de 7. sofium, el cual se derivo de la
caracterizacion inmunoquimica de uno de varios anticuerpos monoclonales producide contra
extractos crudos de tenias [3]. Posteriormente, para la caracterizacidn biogquimica de esta

miosina era necesario demostrar que tiene actividad enzimdtica de ATPasa y se presentd la




necesidad de purificar actina de estos parasitos. En un estudio preliminar fue obtenida la
actina y empleada para evaluar la actividad ATPasa de la miosina de cisticercos de T. solium,
on este praceso se ohservaran algunas diferencias al ser comparadas con otras actinas. Con
base en estas observaciones y en el hecho de que no hay estudios con actinas aisladas de
este tipo de parasitos se propuso purificar y evaluar la actina con el fin de iniciar la

caracterizacion de 1a proteina.

En el presente trabajo de tesis se purifico la actina de cisticercos de 7. solfum
mediante dos métodos empteados previamente con actinas de otras fuentes y se demostrd
la presencia de isoformas de actina mediante electroforesis bidimensional e
inmunoelectrotransferencia. Los resuitados obtenidos muestran que la actina de este
parasito aparentemente tiene algunas propiedades bioguimicas diferentes de las conocidas

para otras actinas.



MARCO TEORICO 1

{. MARCO TEORICO

1. Taenia solium.

1.4. Enfermedades parasitarias. 7eeniz sofium produce dos enfermedades parasitarias,
la teniosis y la cisticercosis. Estas enfermedades son consideradas como un problema de salud
piblica en México y por ello se ha considerado oficialmente su control y erradicacion como

elemento de atencidn primaria a la salud [4].

1.1.1. Teniosis. La teniosis es una parasitosis debida al establecimiento de la fase adulta de
T solium en el intestino delgado del hombre. La teniosis es una enfermedad asintomdtica y de
dificit diagnéstico clinico porque ia presencia de un pardsito adulto no representa serios dafios
para la salud de los individuos infectados. Aunque la parasitosis se presenta en todas las
edades, afecta principalmente a individuos cuya edad fluctia entre 16 y 45 afios. La frecuencia
en México varia de 0.2 a 3.4% v los factores de riesgo para contraerla son: la crianza de cerdos
que se alimentan con excretas humanas, la falta de control sanitario de fa carne de cerdo y los
habitos de alimentacidn de la poblacién, entre ellas, el consumo de carne insuficientemente
cocida {1, 5].

Para el diagndstico de la teniosis se ha implementado un método basado en la captura
de coproantigenos, debido a que los exdmenes coproparasitoscopicos cominmente empleados
carecen de sensibilidad y especificidad [6]. Desafortunadamente, su uso se ha restringido a
estudios epidemiolégicos. El ftratamiento de esta enfermedad en México se realiza con
praziquantel y albendazol, aunque debe buscarse el escdlex en las heces para garantizar que el

tratamiento antihelmintico ha sido efectivo [1, 71.
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1.1.2. Cisticercosis. La cisticercosis es la enfermedad parasitaria causada por la presencia de
asticercos de T solium en los tejidos del hombre y del cerdo {mdsculo esquelético, corazdn y
cerebro). Cuando afecta al cerdo ocasiona pérdidas econdmicas para la ganaderia, mientras que
en el hombre puede producir una enfermedad incapacitante cuando se localiza en el SNC, Las
manifestaciones clinicas de la neurocisticercosis no son caracteristicas y dependen en gran
medida del estado de la infestacion, de la localizacion de los cisticercos y del grado de
inflamacién [8]. Algunos de los signos y sintomas més comunes son: convulsiones, nausea y
vomito, estado mental alterado (psicosis, confusién}; problemas visuales v ataxia [7, 8].

Por medio de diferentes estudios epidemioldgicos se ha logrado demostrar que existe
una alta asociacién entre individuos con cisticercosis y portadores de 7aenia [9]; 1a presencia de
cisticercosis es favorecida por las costumbres, [a religidn, los habitos higiénico-dietéticos v fa
cuitura de fa poblacidn; asi como por fa defecacidn af aire iibre, Ia falta de higiene personal, a
irrigacidn de cultivos de verduras con aguas negras, el consumo de agua sin hervir y de
alimentos sin lavar. La importancia de estos conocimientos radica en que se ha demostrado que
un solo portador de 7aenia es capaz de producir varios ¢asos de neurocisticercosis {10].

El diagnéstico de la neurocisticercosis se realiza por medio de estudios de neurcimagen,
como la tomegrafia axial computarizada (TAC), que es Util para detectar |a calcificacion asociada
con la infestacion, v la resonancia magnética nuclear (RMN), que es una técnica mas sensible
que la TAC para la deteccidn de cisticercos ademas de que revela la inflamacion asociada a la
infestacién [8, 9). Por otra parte, han sido disefiadas una amplia gama de pruebas seroldgicas
para su uso en el diagnéstico y en estudios epidemioldgicos, entre ellas, la

inmunoelectrotransferencia de glicoproteinas es la prueba mas especifica y sensible [2].
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Para el tratamiento de la neurocisticercosis deben considerarse factores como la
locahzacion v viabilidad de los cisticercos, los sintomas y el grado de respuesta inflamatoria del
hospedero [8). En el caso de una infestacion inactiva el tratamiento es sintomatico, con el uso
de anticonvulsivos y de puncién ventricular; mientras que en ef caso de una infestacidn activa se
emplean anticonvulsivos (fenitoina y fenobarbital) y antihefminticos {praziquantel o albendazol).
Cuando los pacientes desarrolian inflamacion alrededor de los cisticercos pueden emplearse

corticosteroides [2, 7, 8].

1.2. El parasito,

1.2.1. Taxonomia. La forma adulta es conocida comlinmente como “solitaria” y la forma de
metacéstodo o cisticerco es llamada, “tomatillo”, “granillo” o “zahuate” [5]. La clasificacion
taxondmica de Taenfa solium es la siguiente [11}:

Phylum Platyhelmintes. Gusaros en forma de hoja o de cinta, con simetria bilateral y sin
cavidad visceral. Los drganos internos estan inmersos en un tejido conectivo denominado
parénguima. La mayoria son hermafroditas.

Clase Cestoda. Gusanos exclusivamente parasitos, aplanados dorsoventralmente y
semejantes a cintas.

Subclase Eucestoda, El parasito adulto presenta cuerpo dividido en progidtidos,
generalmente con escolex v la oncosfera tiene una corona de 6 ganchos,

Orden Ciclophyllidae. El escolex estd formado por cuatro ventosas, en el pardsito adulto
los poros genitales son laterales, la glandula vitelina es una masa Unica o bilobulada posterior al

ovario. Son parasitos de aves y mamiferos.
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W

Familla Taeniidae. Ei escélex suele estar armado con una doble hilera de ganchos. El
estadio adulto presenta un Utera de tallo longitudinal en Ja porcion media y con ramificaciones
iaterales, los poros genitales laterales estan distribuidos de forma alterna, los huevos tienen
cubiertas interiores gruesas y estriadas. Son parésitos de humanos o de animales domésticos,
su ciclo biolbgico transcurre en dos hospederos.

Género Taenia. La forma farvaria es el cisticerco, la forma adulta es relativamente grande
con un escélex piriforme. Los adultos son parasitos de mamiferos carnivoros y las larvas, de
herbivoros.

Especie sofum. El adulto habita en el humano, los individuos infectados generatmente

s6lo contienen un ejemplar. El Gtero tiene 6-8 ramificaciones.

1.2.2. Morfologia.

4.2.2.1. Parasito adulto o tenia. Ei estadio adulto de 7 sofium habita de manera natural en
el intestino delgado del ser humano infectado y mide entre 1.5 a 5 m de longitud. En ef extremo
anterior del parésito se encuentra el escolex o cabeza, de aproximadamente 1 mm de diametro,
el cual incluye un rostelo armado con una doble corana de ganchos grandes y pequefios (22-36
ganchos) y 4 ventosas, que actdan como érganos de fijacion que favorecen el anclaje del
parasito en la pared del yeyuno {Fig. 1A). Posterior al escélex se encuentra el cuello, a partir del
cual se inicia la segmentacidn del parasito. Esta segmentacion genera una cadena estrobilar o
estrobilo, en la cual cada segmento se denomina progidtido. Conforme crece el estrdbilo, los
progldtidos cambian de tamafio y pueden clasificarse en fres tipos con base en la evolucion de
sus Grganos reproductores: proglStidos inmaduros, maduros y gravidos; los proglotidos

inmadures son aquellos en los cuales los drganos reproductores son afuncionales o inexistentes,
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los maduros (Fig. 1B), en los que sus drganos reproductores estan bien diferenciados y son
funcionales, por Gltimo los gravidos son aquellos en fos gue los érganos repreductores ne son

visibles y contienen los huevos en un nlimero aproxi mado de 30 000 a 50 000 [12].

A B

Rosielo ! .
ﬁ Utero
. T{.
i Apertura
genital
Veniosa
e Ramas

W uterinas

Figura 1. Morfologla del estadio adulto de Taenia soliunt. Escolex (A), Esquema de un proglétido maduro (B).
Fuente: [5]

1.2.2.2. Metacéstodo o cisticerco. Los cisticercos estdn constituldos por una vesicula (con
un didmetro aproximado de 0.5 a 2 cm) ovalada y translicida llena de un liquido y un nddulo
opaco, que corresponde al escdlex invaginado (Fig. 2). El escolex del cisticerco posee 4 ventosas
y un rostelo armado. El liquido se denomina fluido vesicular y es una mezcla compleja de
moléculas del parasito y componentes del plasma del hospedero, En el cerebro, el cisticerco
tiene un didmetro de 1 cm v suele estar rodeado por una cépsula de espesor variable que esta
compuesta de colageno, La pared vesicular consta de tres capas: una cuticula cubierta de
microtricas, una capa de pseudoepitelio y una capa de tejido conectivo atravesada por una red

de canaliculos [5S, 8].
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Escélex

Fluido
vesicular

Figura 2. Morfologfa de cisticercos de Taenla solium. Cisticercos extraldos de muisculo de cerdo (A) Corte
de cisticerco en misculo (B) Fuente: {5].

1.2.2.3. Huevo. Los huevos de T sofiurm miden aproximadamente 30 pm de diametro y poseen
varias envolturas para proteger a la oncosfera de factores ambientales (Fig. 3). La envolitura mas
externa es el vitelo o ¢apsuta, constituida por un grupo de células que forman un sincicio, que
rodea al embriéforo, que a su vez estéd constituido por una serie de tabigues constituides de
queratina llamados bloques embriofdricos, unidos entre si por una proteina cementante. La
siguiente cubierta es la membrana oncosferal que rodea a la oncédsfera o embridn hexacanto,
llamado asi porque posee tres pares de ganchos.

Los huevos de 7. solium son resistentes al medio externo, ya que dentro o fuera de los

proglétidos se mantienen viables por varias semanas en suelos hGmedos [13, 14].

Oncosfera

Figura 3. Morfologla de huevos de Taenia sefium. Huevos en microscopla de luz (A) y en microscopla
glectrdnica (B}, Fuente: [14).
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1.2.3. Ciclo Biolégico. El hombre es el Unico hospedero definitivo de 7 soffium, € hospedero
intermediario es el cerdo vy el hombre es considerado como hospedero accidental cuando aloja al
metacéstodo (Fig. 4). Otras especies como el perro y el mono, entre otros mamiferos también
pueden alojar a los cisticercos [5].

Ei humano adquiere la infestacion intestinal por la ingestion de carne de cerdo mal
cocida e infestada con cisticercos de 7, soffum. Los parasitos evaginan en el intestino delgado
por accion de las sales biliares y las enzimas proteoliticas, se adhieren por medio de su escllex a
la pared del intestino, donde maduran a parasito adulto. Los proglétidos gravidos son eliminados
espontaneamente por el parésito adulto (promedio de 4-5/dia) en las heces del hospedero, la
primera expulsion de huevos ocurre entre 62 y 72 dias después de la infestacion (periodo de
prepatencia); la putrefaccién de los progliétidos en el medio ambiente permite la liberacion de
los huevos, que pueden alcanzar al hospedero Intermediario por distintos medios {12].

Generalmente, la cisticercosis se adquiere al ingerir alimentos contaminados con los
huevos, pero podrian existir otros vehiculos o mecanismos de transmision; en el caso del cerdo
es comin la ingestién de materia fecal contaminada. En e} tubo digestivo del hospedero
intermediario, las enzimas proteoliticas y las sales biliares favorecen la sefial de activacidn de las
oncosferas (embridn hexacanto); que una vez activadas penetran en la mucosa intestinal del
nospedero hasta alcanzar capilares linfaticos y sanguineos, para ser distribuidas a una gran
variedad de drganos y tejidos: tejido subcutdneo, misculo cardiaco, cerebro y ojos. La
oncosfera madura a cisticerco después de entre tres semanas y dos meses; durante este
periodo la oncosfera incrementa su érea superficial por el desarrollo de microtricas que favorece

la adquisicidn de nutrientes y su crecimiento [5, 14].
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El ciclo se cierra cuando el ser humano ingiere carne cruda o insuficientemente cocida

proveniente de un cerdo cisticercoso {Fig. 4).

Cisticerco

Hospedero definltive

Hospadero accidental

Figura 4. Ciclo de vida de Taenia sefium. Modificado de [7].

2. Citoesqueleto. El citoesqueleto es la red interna de fibras citosGlicas que estabiliza la
estructura celular, organiza el citoplasma y produce movimiento, bLos tipos de filamentos
citoplasmaticos que lo componen son: microfilamentos de actina (¢ 7-9am), microtibulos
(6 24nm) y filamentos intermedios (¢ 10nm). Los microfilamentos y microtUbulos juegan un
papel importante en la determinacidn de la forma celular; en asociacion con tipos particulares de
enzimas ATPasas participan en eventos de motilidad celular, ademas, participan en procesos

como {a mitosis, la movilizacion de organelos y el transporte de vesiculas de excrecion [15, 16],

2.1. Miosina. La miosina es una proteina del citoesqueleto que constituye el principal motor

molecular en fenomenos relacionados con contraccion muscular 0 movimiento celular, Consiste
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de dos cadenas pesadas (170 kDa) v cuatro ligeras (20 kDa), agrupadas en una larga cola
filamentosa y dos cabezas globulares. La interaccion de las cabezas globulares de a miosina con
la actina F (Fig. 5A), incrementa la actividad Mg-ATPasa de la miosina y con ello produce la
fuerza mecanica necesaria para el movimiento muscular. La actina y la miosina se unen por
medio de interacciones hidrofdbicas, idnicas y polares, reguladas por el ién Ca**. La actina y
miosina estan presentes tanto en células musculares como en no musculares, en estas Oltimas
intervienen en fendmenos de contraccién para generar tensién cortical (que da forma a las

células) y en la citocinesis [17, 18].

2.2. Actina. La actina es una de las proteinas del citoesquelete mas abundantes en las células

eucariontes conecidas y su funcién principal es la de constituir la base de la estructura vy el

movimiento de estas células en general [19].

2.21. Estructura. La actina puede existir como una molécula monomérica globular
denominada actina G o come un polimero filamentoso, la actina F. La actina G consiste de una
cadena polipeptidica de 374-375 residuos de aminodcidos, con un peso molecular cercano a
43kDa y un pl alrededor de 5.4; la secuencia de aminoacidos y sus propiedades biogquimicas
estan altamente conservadas a través de la evolucidn [19].

La actina es una molécula bilobulada constituida por dos dominios globulares, uno mayor
y uno menor, separados por una hendidura (Fig. 5C). En el deminio menor, que comprende a fos
subdominios 1 y 2, se encuentran los extremos amino y carboxilo; mientras que el dominio
mayor comprende a los subdominios 3 y 4. En la regién de la hendidura existe un sitio de unidn
para una molecula de nucléotido de adenina (ATP o ADP) y un sitic de alta afinidad para un

cation divalente, Ca** o Mg?*, ademas existen otros sitios de baja afinidad distribuidos a lo targo
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de la molécula, B nucledtido y el metal enfazados contribuyen a la estabilidad de la molécula al
nteractuar con ia actina en multiples sitios, por lo cual, ta remocion del nucledtido o det metal
causa su desnaturalizacién, Fisloldgicamente el Mg®™ estd unido a la actina y cuando se
reemplaza por Ca’* se modifican las propiedades de polimerizacién de la actina [19, 20].

El filamento de actina es una hélice levégira sencilla, como |a hélice genética, en la que
cada subunidad gira -166.2° respecto a la precedente (Fig. 5B). El diametro aparente del
filamento varia entre 7 y 10 nm, esto permite el ensamble de [a actina F en estructuras de orden

superior {16, 21].

Sitio de unidn del ATP

<Z Actina G

Miosina
tipo 1

5.5nm

(+) )

Figura 5. Estructura de la actina. Actina F, formacién, interaccion con miosina y dindmica del movimiento
fibritar Fuentes [22] (A). Actina F. Conformacion y direcctén del filamento. Fuente. [19] (B). Actina G (C)
Conformacidn, porcién aminoterminal (N} y porcién carboxiterminal {C), subdominios globulares (1, 2, 3, 4),
extremo mas (+), extremo menos (-} Fuente: [19]
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El proceso de polimerizacién de fa actina en filamentos ocurre en 4 etapas [20]:
1. Activacion, Cambios conformacionales de los mondmeros por su unidn a iones.
2. Nucleacion. Formacion de oligémeros que tengan mayor probabilidad de crecer a filamentos
que de descomponerse en mondmeros.
3. FElongacién. Asociacién y disociacidn de moléculas de actina en los extremos de los
filamentos.

4. Anillacidn. Unidn de los filamentos por sus extremos,

Paso de nucleacién

YR F D)D) ) )+ )

Mondmeros de actina- MgATP Oligémeros: dimeros y trimeros

Paso de elongacion

THD a2 DI e 1) T

Figura 6. Proceso de polimerizacién de la actina.: Constante de asociacidn (k,),: constante de disociacién (ky).

Mondmero de actina ( D } Extremos més (+), extremc menos (-). Fuente: {20].

El paso limitante de la polimerizacion es la nucleacion, que estd energéticamente
desfavorecida porque la vida media de los oligdmeros (dimeros y trimeros) es corta, aun cuando

la estabifidad de estos aligémeros se Incrementa en presencia de Mg?* ; el procese continda con
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fa acicidn de subunidades a los dos extremos del filamento, los cuales crecen a diferentes
velocidades y se denominan como mas (+) y menos (-); después de la incorporacién de una
molécula de actina en el filamento, el ATP gue se encuentra unido a la actina es hidrolizado a
ADP. Todos los pasos involucrados en lfa polimerizacidn son reversibles, por lo que la actina
puede interconvertirse de la forma monomérica a la polimérica por medio de cambios en la
concentracion y naturaleza de los 1ones [19, 20].

Una vez que ef proceso de polimerizacion alcanza el equilibrio, la velocidad de asociacion
se iguala con la velocidad de disociacion, y la actina G que coexiste con la actina F tiene una
concentracidn caracteristica: la concentracion critica, que es, por tanto, la minima concentracion
de actina monomérica requerida para iniciar fa polimerizacion bajo condiciones especificas de
temperatura, concentracién y naturaleza de las sales. Por debajo de la concentracidn critica se
considera que no existe ningln tipo de polimero, aungue se ha detectado formacidn de dimeros
en concentraciones de actina por debajo de la concentracidn critica y en presencia de MgCl;
0.1mM. La concentracidn critica de la actina muscular es de alrededor de 15 pg/ml vy es
superada ficilmente en condiciones fisioldgicas, por o que la actina esta presente en las células
predominantemente en forma polimerizada [19].

Existen numerosas proteinas que se unen a la actina tanto en su forma monomérica
como a la polimérica. Entre las proteinas que se unen a la actina G, la profilina y la timosina p4
inhiben la formacion de polimeros al secuestrar los mondmeros en complejos, y de esta manera
mantienen una reserva de actina no polimerizada. Las proteinas que se unen al polimero forman
una variedad de estructuras supramolecuiares, que pueden ser modificadas en respuesta a
estimulos intra o extracelulares [20, 21, 23].

£l gran nimero de proteinas que controlan la organizacion de la actina sugiere gue las

redes de actina estan reguladas con precisian durante procesos como la motifidad celular vy la
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diferenciacion. Estas protefnas pueden funcionar como reguladoras del crecimiento celular y fa

diferenciacion [24].

2.2.2. Funcién. La actina tiene un pape! estructural como componente del citoesqueleto en las

células: proporciona la rigidez necesaria para dar forma a las células, junto con otros
compenentes del citoesqueleto; provee fuerza mecénica al citoplasma, ayuda a organizar
procesos celulares en el espacio y el tiempo como son 1a expresidn de proteinas, localizacion de
RNAM, citocinesis, secrecidn de vesiculas y la transduccién de sefiales. La interaccién entre
actina v la membrana citoplasmica estabiliza la membrana y modifica las funciones de las
proteinas de membrana. La actina es un elemento importante en los procesos de motilidad
cetular, por medio de rearreglos del citoesqueleto ¢ a través del movimiento de Ia miosina a lo
largo del filamento de actina. En la fagocitosis, la actina tiene un papel principal durante las
etapas iniciales porque fos filamentos de actina son reclutades a la superficie de la membrana

citoptasmica en el sitio de unidn para iniciar e] englobamiento [23, 25, 26, 27, 28].

2.2.3, Isoformas. La mayoria de los organismos vertebrados y algunos invertebrados

poseen varias formas de actina, las cuales difieren en cuanto a su punto isoeléctrico y
pueden ser diferenciadas mediante electroforesis bidimensional. Las isoformas de actina han
sido clasificadas dentro de dos grandes grupos de acuerdo al tipo de tejido donde son
expresadas principalmente: las actinas musculares y las no musculares. Estas isoformas son
denominadas «, f3, v de acuerdo a la alcalinidad creciente de sus movilidades electroforéticas en
geles de isoelectroenfoque [29]. Recientemente se ha hecho una clasificacién de fas isoactinas
con base en [a composicion de aminodcidos de a region aminoterminal: en la clase I se

encuentran las actinas cuyos residuos aminoterminales son acido aspartico o glutamico N-
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acetilados; en la clase 11 estan las isoactinas musculares, que tienen metionina y cisteina
sequida por 4cido aspértico o glutamico, los primeros dos aminoacidos son removidos y el nuevo
arminoterminal es acetilado; en la clase IIf estén proteinas semejantes a la actina, que tienen un
peso molecular figeramente mayor (45 kDa) y su pl es mas basico (6.8-6.9) que las actinas de
las clases Iy I [30].

La mayoria de las isoformas de actina son productos de diferentes genes que codifican
para proteinas con diferentes secuencias primarias, pero con una alta homologia; mientras que
otras son e} resultado de modificaciones post-traduccionales de la expresion de un solo gen [21,
31).

Los vertebrados contienen 6 isoformas de actina, las cuales se expresan de una manera
especifica de tejido, dos actinas son caracteristicas de misculo estriado (o esquelética v «
cardiaca), dos se localizan en musculo liso (o vascular y y visceral), y fas restantes {Byy) son
actinas citoplasmicas, presentes en todas fas células no musculares, en proporciones que
dependen del tipo celular y el estado de diferenciacién. Las actinas citopldsmicas son
evolutivamente mas antiguas que fas musculares y es posible encontrarlas en todas las células
de eucariontes inferiores, invertebrados y en células no musculares de vertebrados [31, 32, 33,
34].

La importancia de la existencia de isoformas de actina no ha sido determinada porque
sus propiedades son muy similares, aungue recientemente se han demostrado algunas
diferencias en el comportamiento de las diferentes isoformas:

La velocidad de polimerizacién de la actina de mUsculo esquelético es 10 veces mayor que la
actina no muscular, empleando condiciones de baja temperatura y fuerza idnica a niveles
fisiolégicos [30].

- La isoforma y de misculo liso es mas termolabil que las actinas musculares [34].
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Las actinas no musculares pueden ser ADP ribosiladas por la toxina C2 de Clostridium
botufinum [34].

. La actna no muscular tiene mayor afinidad por las proteinas ezrina, 1-plastina, profitina y
timosina P que la actina muscular {32].
Las isoformas existentes dentro de una misma célula estén compartimentalizadas tanto en el
sitio de expresidn como en su facalizacion final [32].
Las isoformas no musculares de actina favorecen la organizacion del citoesqueleto en una
forma dptima para la proliferacion de ciertas células [34].
Las actinas musculares son incorporadas preferentemente a los miofilamentos en un 40-50%
sobre las actinas citoplasmicas, las cuales no complementan a las actinas muscufares en la
formacion de estructuras contrictiles en musculo [33, 34].

- Las actinas B se concentran en dreas méviles, no contractiles de las células; mientras que las
actinas musculares estén predominantemente en estructuras sarcoméricas [32].

- La actina  citopldsmica tiene el doble de afinidad por faloidina que la actina o de mascule
esquelético [32].

. La tongitud de los filamentos de actina polimerizados en presencia de faloidina es mayor
para 1a actina o de miisculo esquelético que las actinas o y y de musculo iiso {32].
Existen diferencias en la estructura de los subdominios de las actinas o y B mediante

estudios cristalogréficos [35].

2.2.4. Purificacion,

2.2.4.1. Métodos. La actina puede ser purificada por diversos métodos, los cuales aprovechan

su capacidad para polimerizar y despolimerizar, su interaccién con DNasa Iy su solubilidad en



MARCO TEQRICO 16

== -

KCl 0.6M. La forma clasica de obtencion de actina esté basadas en la preparacion de extractos
aceténicos y su concentracion mediante ciclos de despolimerizacién-polimerizacidn  [36].
posteriormente, al demostrarse que la actina era el inhibidor de la DNasa I fueron desarrollados
multiples métodos de cromatografia de afinidad basados en esta interaccian, los métodos mas
recientes usan formamida para eluir la actina enlazada a la columna aunque recomiendan la
remocion de este agente desnaturalizante por medio de didlisis o filtracion en ge! [37, 38, 391.
Otro método de gran utilidad es la cromatografia de intercambio idnico {DEAE-celulosa) por
medio del cual es posible obtener actina de un grado de pureza razonable [40]. Para la
extraccion de actinas no musculares recientemente se disefid un protocole basado en fa
extraccién de la actina con Tris 1M vy su purificacién por filtracién en gel de Sepharosa CL-4B
[41]; este proceso fue empleado con éxito para la gbtencién de la actina de THchomonas [25],
Un procedimiento similar combina la extraccién con Tris 1M, la cromatografia de intercambio
idnico y la afinidad de actina por DNasa 1 es efectiva para la obtencidn de actina de fuentes no

musculares con alto grado de pureza para su estudio bioquimico [42].

2.2.4.2. Evaluacion. La presencia de actina durante el proceso de purificacion puede ser
evaluada por densitometria en geles tefiidos con Coomassie para evaluar rendimiento y pureza
relativa [40]. La actividad bioldgica puede medirse por la inhibicién de la DMasa I o por
activacién de la actividad ATPasa de la miosina, aungue esta técnica no es aplicable en extractos
crudos por fa actividad ATPasa de otras protefnas [40, 41]; durante el proceso también puede
evaluarse el reconocimiento por anticuerpos monoclonales o policlonales de especifiddad
variable contra actina por medio de alguna técnica inmunoenzimatica (IET, inmunopunto, ELISA)
{25, 35, 43). La actina purificada puede evaluarse por alguna de las siguientes técnicas: tincién

negativa de la actina F por microscopia electrénica, ensayos de motilidad in vitro de miosina
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sobre filamentos de actina F unida a faloidina-rodamina, andlisis fluorométrico de la
polimerizacién de la actina marcada con N-(1-pireno) yodoacetamida y andlisis viscaosimétrico de

la polimerizacion [38, 39, 41, 44].

2.3. Citoesqueleto en céstodos. Las proteinas del citoesqueleto son componentes claves de
las células, pero han sido poco estudiadas en céstodos [45]. En 7. sofium las proteinas
estructurales que han sido estudiadas son la paramiosina [46, 47] y |a miosina [3], cuya
caracterizacidn se ha iniciado recientemente, mientras que I3 actina aun no ha sido estudiada
bioquimicamente. La paramiosina de Himenolepis diminuta es similar a la de otras fuentes y en
E. granulosus se ha estudiado la tubulina (50 kDa) que conforma a los microtdbulos [45]. En
H. diminuta también se ha estudiado la distribucién de las fibras del citoesqueleto en el
tegumento por medio de microscopia electrénica, los resultados indican que la actina v los
filamentos intermedios se localizan en sitios especificos del ectocitoplasma mientras que los

microtdbulos estan presentes en todo el tegumento {48].

2.3.1. Miosina. La miosina de céstodos sélo ha sido estudiada en 7. sofium y se piensa que
podria estar relacionada con [a evaginacién de los cisticercos, con 1a fijacién del pardsito adulto
en la mucosa intestinal, con el movimiento de progldtidos y con la liberacidn de huevos.
Ademds, el mecanismo de deslizamiento entre los filamentos de actina y miosina de los céstodos
podria operar de manera similer a los sistemas de fos invertebrados y vertebrados que han sido

estudiados [45, 49].

2.3.2. Actina. Relativamente poco es fo que se conoce acerca de la actina en este grupo de

organismos [45]. En 7. sofim se lograran aislar de 3 a 8 secuencias homodlogas a genes de
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actina, dos de estos genes {AT5 y AT6) fueron secuenciados y las secuencias predichas de
aminoacidos de las proteinas que codifican mostraron un 100% de homologia entre si. Ademas,
se demostré la expresion de al menos un gen en el cisticerco por IET con anticuerpos
monoclonales antiactina [50].

En Echinococcus granulosus, otro pardsito ténido, se encontraren por 1o menos 8
secuencias relacionadas con genes de actina, las secuencias de aminoacidos deducidas son
similares a las de actinas citoplasmicas de vertebrados, de otros invertebrados y de eucariotes
inferiores [51]. Por otra parte, en Diphyllobothrium dendriicum se han secuenciado seis genes
de actina, que por medio de hibridizacidn in sit mostraron tener tres patrones de expresion
relacionados con su {ocalizacion, denominados cestoda LII vy III [52]:

- Cestoda I (Act 1, 2 y 4) Localizacion en células musculares y a nivel subtegumentario, aungue
es posible que durante el desarrolio del parasito se expresen en células no musculares,

- Cestoda 1I {Act 3 y 5). Localizacion en células en migracidn, proliferacion, diferenciacion y
contraccion, debido a ello podrian ser de tipa citopldsmico,

- Cestoda II1 (Act 6). Localizacion en el tegumento, donde podria intervenir en el transporte de
moléculas y vesiculas,

En este mismo pardsito, recientemente fue estudiada la distribucién de actina F por
microscopia confocal y los resultados muestran que la actina es una proteina abundante, con
una localizacion predominantemente muscular y sugiere que los genes de actina pudieran
expresarse de manera tejido especifica dependiendo de la etapa de desarrollo [52, 53]. Es
importante resaltar que a pesar de los conacimientos recientes en la actina de céstodos, atin no

ha sido aislada y se desconocen sus propiedades bioguimicas.
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Il. OBJETIVOS.

- Purificar actina a partir de cisticercos de Taenia solium por medio de dos tipos de
cromatografia (afinidad vy exclusion por peso molecular).

- Evaluar los métodos de purificacion de actina empleados.

- Identificar isoformas de actina en el cisticerco de 7. sofium por medio de electroforesis
bidimensional y de ensayos inmunoenzimaticos.

- Inferir sobre el papel que tienen las isoformas de actina en el desarrollo del parésito.

. HIPOTESIS.

Si fa actina de los cisticercos de 7aeniz soffurm  es semejante a las actinas conocidas
actualmente, entonces la actina de este parasito puede ser purificada por métodos

convencionales y puede existir en varias isoformas.
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- Inferir sobre el papel que tienen las isoformas de actina en el desarrolio del parasito.

HI, HIPOTESIS.

Si la actina de los cisticercos de 7aenia solium es semejante a las actinas conocidas
actualmente, entonces la actina de este pardsito puede ser purificada por métodos

convencionales y puede existir en varias isoformas.



MATERIALES Y METODOS 20

IV. MATERIALES Y METODOS

1. Obtencién de parasitos.

Los cisticercos fueron recuperados inmediatamente después de la necropsia de cerdos
parasitados, para los estudios se utilizaron los parasitos ain cuando estuviera puncionada la
vesicula. Posteriormente todo el tejido parasitario se [avé varias veces con solucién salina
amortiguadora de fosfatos (SSAF) pH 7.2 y se guardd en congelacién a -20°C hasta que fue

utiizado para la obtencion de extractos crudes y de actina,

2. Preparacion de extracto crudo.

E! tejido parasitario fue procesade, para su analisis por electroforesis en gel de
pohacrilamida, con base a lo descrito por Laclette [54]. Para ello, 5 g de cisticercos (peso
himedo) fueron homogeneizades, a razén de 5 mi/g de peso hiimedo con un homogeneizador
Polytron, en presencia de una solucidn de Tris MCl 50 mM pH 6.8 con dodecil sulfato de sodio
(DSS) al 1%, 2-mercaptoetanol al 1%, EDTA al 0.07% y glicerol &l 10%. Luego, Ja suspensidn
fue aclarada mediante centrifugacién (11000 g, 5 min) en una microcentrifuga Eppendorf v al
sobrenadante obtenido se le determing su concentracion de proteinas mediante un microemétodo
comercial basado en el método de Bradford (BioRad). Como proteina de referencia durante las

cuantificaciones fue utilizada la albdmina sérica bovina fraccion V {ver apéndice 4)
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Figura 7. Diagrama de flujo general del procedimiento experimental empleado.

3. Purificacion de actina de cisticercos.

3.1. Obtencién de miofilamentos. Una vez que los cisticercos fueron lavados con SSAF,
fueron sometidos a centrifugacién (1000 g, 5 min, 4°C) para eliminar la solucion de lavado v
determinar el peso humedo de los parasitos. Posteriormente, los cisticercos fueron
homogeneizados en NaCl 0.2 M, en bafio de hielo. Luego de la homogeneizacion, el tejido fue
sometido a una extraccién (2 h, agitacion continua y suave, 4°C) vy la suspension obtenida fue
centrifugada (30000 g, 30 min, 4°C); el paquete obtenido, una vez separado por decantacion,
fue nuevamente homogenizado en KO 0.6 M pH 6.5. La suspensidn resultante en KCl 0.6 M fue
centrifugada (7 500 g, 30 min, 4°C) y el nuevo paquete obtenido fue mezclado con el

sobrenadante recolectado después de la primera centrifugacion. La suspension resultante fue
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diafizada exhaustivamente (24 h) en presencia de una solucién amortiguadora de fosfatos 0.05
# pH 7.0 complementada con EDTA 1 mM, iuego esta misma suspensién fue dializada contra
una solucion relajante de fibras musculares (KCE 0.1 M, MgCl; 1 mM, ATP 5 mM, NaHPO, 0.016
M y Na,HPO, 0.016 M pH 7.5). Durante {a didlisis, dentro de la membrana la parte que precipitd
fue retirada y el sobrenadante fue recuperado v centrifugado (11,000 g, 30 min, 4°C). De esta
(tima centrifugacion, tanto los sobrenadantes como los paquetes fueren analizados y la actina
concentrada, contenida en los miofilamentos, se demostrd que se encontraba contenida en los
paquetes luego de la centrifugacion. Luego, dichos paquetes fueron resuspendidos en una
peguefia cantidad de sobrenadante, suficiente para resuspender los miofilamentos, fraccionarlos

en alicuotas y almacenarlos a -20°C hasta su uso posterior [55].

3.2. Cromatografia en columna.

3.2.1. Cromatografia por exclusion molecular en Sepharosa CL-4B.

3.2.1.1. Preparacién. A una columna de vidrio (2.5 x 50 cm) se le adiciond gel de Sepharosa
CL-4B, previamente hidratado, esterilizado en autoclave y desgasificado exhaustivamente. Para
la adicion del gel a la columna fue empleada una solucién de SSAF, con la cual también se

empacd y equilibré la columna; después de lo cual se fe calibré como se indica a continuacién.

3.1.1.2. Calibracion, Fueron empleados los sigulentes marcadores de pesos moleculares: azul
dextran (2000 kDa), apoferritina {443 kDa), albGmina bovina (66 kDa) y anhidrasa carbonica
(29 kDa). Una vez equilibrada la columna, se adiciond cada uno de los marcadares para
determinar sus volimenes de elucidn, mediante eluciones por separado en la misma columna;

cada una de las fracciones colectadas, de 1.5 mi, fueron analizadas visualmente (azul dextran) o
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por su absorbancia a 280 nm (proteinas usadas como marcadores). A fa primera fraccion en la
cual se observd el colorante o aquella en la cual se obtuvo el valor de absorbancia mas alta para
las proteinas en estudio, se le determing el volumen eluido y este fue considerado como el
volumen de elucién de cada marcador.

Una vez que la columna fue montada y calibrada, se le utilizdé para la purificacién de
actina v en los casos en que no fue usada se fe adiciond SSAF con timerosal al 0.05% para su

almacenamiento.

3.2.4.3. Elucién. Posterior a la precipitacion selectiva de los miofilamentos de actina, estos
fueron solubilizados en una solucidn compuesta de Tris HCH 1 M pH 7.0, ATP 0.2 mM, MgCl; 0.2
md y DTT 0.2 mM y fueron fraccionados con un procedimiento semejante a lo descrito por
pinder [41]. Para estos fines, una vez que la actina fue solubilizada se le sometio a una
incubacién previa (300°C, 15 min) e inmediatamente después fue aplicada a la columna de
Sepharasa Ci-4B. La elucidn se realizé con la solucién de Tris HC) 1 M a una velocidad de 19-20
gotas/min. En todos los fraccionamientos de actina efectuados se recuperaron 144 fracciones de
un volumen igual a 1.5 mi; cada fracidn fue analizada mediante espectrofotometria y ELISA para
la determinacién de la presencia de actina o miosina usando anticuerpos policlonales

especificos.

3.2.2. Cromatografia de afinidad a DNasa 1.

3.2.2.1. Preparacion. Para el acoplamiento de {a desoxirribonucleasa I (DNasa I, E.C, 3.1.21.1)
a la Sepharosa 4B se utilizd el método descrito por Lazarides y Lindberg [37]: la Sepharosa 48

activada con bromure de cianégeno (1 g) fue suspendida en agua destilada fria (50 ml}, lavada
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secuencialmente cop HCl 1 mM y con una solucidn amortiguadora de acoplamiento
{(NaHCO; 0.1M, CaCl, 0.1mM). Luego, a la Sepharosa le fueron adicionados 10 mg de [a DNasa I
de pancreas de bovino disuelta en 1 mi de la solucidn de acoplamiento v se permitié la reaccion
bajo condiciones definidas (4°C, agitacion orbital constante, toda la noche). Una vez conjugada
la DNasa I, el gel fue montado en una columna de plastico vy lavado exhaustivamente con agua
destilada {60 mi), solucion de acoplamiento (60 ml} vy agua destilada (100 ml}. Luego, con fa
finalidad de bloguear el exceso de grupos reactives, al ge! le fue adicionada una solucién de
dietanolamina 1 M pH 8.0 v se permiti¢ su interaccion durante 1 h, Posteriormente, la columna
fue lavada con una solucién compuesta de Tris 2 mM pH 7.5, KCI 1M, formamida 40%,
MgCl, 2 mM v finalmente, fa columna fue nuevamente lavada con una solucidn compuesta de
Tris 10 mM pH 7.5 y CaCl, 5 mM (30 ml). Esta Ultima solucién de lavado fue utilizada para el
almacenamiento del gel Sepharosa-DNasa I a 4°C hasta su uso. El volumen total de la columna

de Sepharosa-DNasa 1 utilizado en {os estudios fue de 3.5 mi.

3.2.2.2. Elucién. Previo a su uso, la columna fue lavada con solucién amortiguadora G:
Tris-HCI 2 mM pH 7.5, ATP 0.1 mM, CaCl; 2 mM, 2-mercaptoetanol 5 mM (100 ml). Para su
fracctonamiento, los miofilamentos previamente fueron precipitados con cloroformo-metanol v
resuspendidos en la solucidn G (ver apéndice 1) y sometidos a centrifugacion (11000 g, 1 min.)
en una microcentrifuga. Una vez clarificada la muestra, fue aplicada a la columna y se permitid
su interaccidn durante 2 h; posteriormente, a ia columna le fue adicionada una solucién G
complementada con KCl 0.1M para retirar el material unido inespecificamente y se continud
hasta que no hubiera valor de absorbancia a 280 nm en las fracciones obtenidas.

La efucion de la actina se hizo de dos pasos, de acuerdo a lo descrito por Guerrero-

Barrera [56]; primero fue empleada una solucién de Tris 2 mM pH 7.5, MgCl; 2 mM, ATP 1 mM,



MATERIALES Y METODOS 25

2-mercaptoetano! 5 mM, EGTA 5 mM, KCI 1 M en 1a cual, por la induccién de la polimerizacién
de la actina, se promueve su despegado; y después, para el despegado de la actina remanente,
se empled una solucidn G complementada con formamida al 40%.

Para la elucién de la actina se recuperaron fracclones de 2.5 ml (50 gotas) con un
colector de fracciones (Redirac, LKB) bajo condiciones de temperatura de 4°C. Las fracciones
fueron analizadas por su absorbancia a 280 nm y por ELISA para determinar su contenido de
actina; vy aquellas gue contenfan Unicamente actina fueron mezcladas y concentradas por
filtracidn {Minicon, Amicon). Luego, las proteinas fueron dializadas exhaustivamente contra Ia

solucion G y se les determind su cantenido de proteinas como ya fue indicado anteriormente,

4, Evaluacién de actina de cisticercos.

4.1, Electroforesis unidimensional. El protocolo empleado fue el propuesto por Laemmili
[57), para lo cual fueron empleados geles de poliacrilamida al 7.5% vy 10% en presencia de
dodecil sulfato de scdio (DSS), solucidn amaortiguadera para fraccionamiento de Tris-glicina
pH 8.3 (Tris 20 mM, glicina 153 mM) complementada con DSS al 0.08%. Previo al
fraccionamiento, las muestras fueron diluidas (1:2) en la solucidén amortiguadora de muestra
(Tris SO mM pH 6.8, DSS 2%, gliceral 10%, azul de bromofencl 0.005%) y sélo en los casos en
los que se requirio, se adiciond urea 8 M yfo DTT 0.1 M; juego ias muestras fueron incubadas
Imin. en baflc maria a 90°C para favorecer su desnaturalizacidn. Las condiciones de
fraccionamiento en los geles fueron las mismas para todos los andlisis (100V, 2 h) usando geles
de poliacrilamida al 10% de 7 x 8 ¢m en una minicdmara de electroforesis. Una vez efectuada la
separacion electroforética, los geles fueron recuperados y tefiidos con azu! de Coomassie o con

plata {apéndice 3} 0 en su caso, los geles fueron electrotransferidos a membranas de PYDF.
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4.2, Electroforesis bidimensional. Se aplicd un protocolo basado en lo propueste por
O'Farrell [58], el cual combina el isoelectroenfoque {primera dimension) con la electroforesis en
geles de poliacrilamida {segunda dimension). Para la primera dimensi6n, efectuada en geles de
poliacrilamida al 4%, fueron empleados anfolitos de amplio intervalo (Bio Lyte 3-10, BioRad)
adicionados en una concentracién final del 4%, En los casos en los que se requirid, estos
anfolitos de amplio intervalo fueron combinados con anfolitos de intervalo reducido (Bio Lyte
4-6, BioRad) en relaciones que variaban de 1:4 a 119, Previo a su separacion electroforética, las
muestras que se encontraban muy diluidas fueron precipitadas y resuspendidas en una solucion
amortiguadora de lisis (Urea 9.5 M, NP-40 2%, 2-mercaptoetanal 5%, anfolitos 4%), mientras
que cuando se encontraban concentradas, fueron directamente mezcladas con esta solucion.
Una vez aplicadas las muestras a los tubos capilares (1 x 75 mm) que contenian los geles,
estos fueron sometidos a la electroforesis bajo condiciones definidas (Inicialmente a 500V, 15
min y luego a 750 V, 3.5 h). Después, los geles fueron extraidos de los capilares y congelados a
-20°C inmediatamente sobre Parafilm en caso de que no fueran a ser utilizados en el momento.
Luegn, para el corrimiento electroforético en segunda dimension, una vez que los geles fueron
descongelados (en caso de que asi se requiriera), fueron equilibrados por espacio de 5 a 10
min empleando una solucién de equilibrio (Tris 62.5 mM pH 6.8, DSS 2.3%, glicerol 10%, 2-
mercaptoetanol 5%, azul de bromofenol 0.001%). Para esta segunda dimensidn, los geles
de poliacrilamida fueron preparados a una concentracion del 10% v las electroforesis
fueron efectuadas en condiciones semejantes a las descritas para las electroforesis

unidimensionales.

Los geles obtenidos de [a electroforesis bidimensional, una vez que fueron recuperados,

fueron tefiidos con plata o transferides a membranas de PVDF. Para la medicién del pH de los
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geles obtenidos de la primera dimensidn, 5 geles capilares fueron cortados en trozos de 5 mm a
partir del extremo acido y los fragmentos resultantes fueron colocados en tubos de ensayo. A
cada uno de los tubos se les adicioné agua desionizada y desgasificada exhaustivamente (1 ml),
se les cubrié con Parafilm y se les coloco en agitacion durante 2 h. Al término de este tiempo, el

pH de cada uno de los tubos fue medido y con ello se trazé una curva de pH.

4.3. Analisis inmunoenzimaticos.

4.3.1. Ensayo en placa o ELISA, Alicuotas (100 pl) de cada una de las fracciones

recuperadas de las cromatografias en columna, descritas anteriormente, fueron adsorbidas a los
pozos de placas de poliestireno MaxiSorp (4°C, toda la noche); luego de la adsorcidn, las placas
fueren lavadas (3 veces) con SSAF complementada con Tween 20 al 0.3% (SSAF-Tween) y
posteriormente blogueadas con leche descremada al 5% en SSAF-Tween (30 min, 37°C,
200 ul /pozo). Transcurrido el tiempo del bloqueo, nuevamente las placas fueron lavadas e
inmediatamente desples se les aplicaron los anticuerpos policlonales anti actina en conejo
(1:1750} o los AcM 483 (sobrenadantes totales de cultive) que reaccionan con miosina de
T. soliumm. Nuevamente, en presencia de estos anticuerpos primarios, las placas fueron
incubadas {2 h, 37°C, 100 ul/pozo) vy el exceso de anticuerpos fue eliminado por otros lavados.
Una vez que se elimind el exceso de anticuerpos se aplicaron los anticuerpos secundarios anti
19G de conejo en cabra (1:1500) y anti IgG de ratén en cabra (1:1000) conjugados a peroxidasa
respectivamente. Estos anticuerpos previamente habian sido disueltos en SSAF y para su
incubacidn se usaron las mismas condiciones descritas para [os anticuerpos primarios.
Finalmente, luego de los lavados de las placas y con la finalidad de revelar fa actividad

enzimatica de los conjugados de los anticuerpos secundarios, fueron adicionados (100 pl/pozo)
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el sustrato y el cromogeno (H;0, 0.012% vy o-fenilendiamina 0.04% en amortiguador de
citratos pH 4.0 respectivamente). El desarrolio del color fue permitido hasta que se pard la

reacaén enzimatica por adicidn de H;SQ, 2N (100 pi/pozo) v todas las lecturas de absorbancia

fueron hechas con un filtro de 492 nm en un lector de ELISA (BioRad).

4.3.2. Inmunoelectrotransferencia. Una vez que las proteinas fueron separadas en los
geles de poliacrifamida, fueron electrotransferidas a membranas de polivinildifiuoruro (PVDF;
Millipore) bajo condiciones definidas (100 mA, 12-16 h, 4°C). Luego de la electrotransferencia,
las membranas fueron recuperadas y tratadas para efectuar las inmunoprecipitaciones con los
anticuerpos. Para a comprobacién de ta transferencia de las proteinas del gel a la membrana, el
gel fue tefiido luego de la transferencia con zinc-imidazol y la membrana, con rojo de Ponceau S
(Ver apéndice 3). Inmediatamente después de haber obtenido las membranas, estas fueron
blogueadas con leche descremada al 5% en SSAF-Tween, lavadas con SSAF-Tween e incubadas
primero 3 h con los anticuerpos policlonal anti actina (1:750) y luego 2 h con los anticuerpos
anti IgG de conejo conjugada a peroxidasa (1:1000). Al final, las membranas fueron hechas
reaccionar con el sustrato y el cromdgeno (H,0,0.03% y DAB 0.05% en SSAF respectivamente)
y la reaccién enzimatica fue detenida por adicién de agua destilada en el momento que se
considerd conveniente durante la aparicidon de las bandas de inmunoprecipitacion. Todo el
proceso de lavado de las membranas, en los tiempos requeridos, se hizo de manera semejante
a3 lo descrito para ELISA. Con la finalidad de intensificar la reaccidn colorida de las bandas
inmunprecipitadas, se afiadié al substrato cromogénico una solucidn de sulfato de amonio v

niquet al 0.93% a razén de 1 ml/20 mi de sustrato [59].
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4.3.3. Inmunopunto. Este proceso fue efectuado con la idea de evaluar la presencia de
actina, en las diferentes fracciones recuperadas de la columna de afinided por DNasa I,
analizando al mismo tiempo [a presencia de actina y miosina con anticuerpos antiactina y
antimiosina como los descritos en la seccion correspondiente al ELISA. Cada una de las
muestras (10 pul) fueron adsorbidas, empleando un aparato para dot-blot (BioDot, BioRad) ,
mediante aplicacion de vacic a membranas de PVDF previamente activadas. Normalmente el
periédo de adsorcion permitido a la membrana fue de 30 min. Luego, una vez que las
membranas fueron identificadas, blogueadas, lavadas y hechas reaccionar con los anticuerpos v

los sustratos respectivos tal y como fue indicado en |a seccidn anterior refacionada con la IET.

Nota: En el caso de los reactivos en los que no se indique el proveedor, estos productos fueron

adquiridos de Sigma. Los anticuerpos policlonales empleados fueron adquiridos de Zymed.
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V. RESULTADOS.

1. Obtencion de miofilamentos. La cuantificacion de [as proteinas presentes en cada

uno de los pasos del praceso de obtencién de los miofilamentos se utilizé como base para €l

calculo del rendimiento de miofilamentos luego de su comparacion con los extractos crudos

(Tabla 1).
Concentracién Cantidad (mg) | Rendimiento (%)
{mg/m)
Extracto inicial 9.1 424,06 100.0
Precipitado de didlisis 135 175.50 41.3
Sobrenadante de dialisis 6.4 213.12 50,2
Miofilamentos 22.6 117.52 27.7

Tabla 1. Rendimiento de los miofilamentos obtenidos.

Los resultados obtenidos muestran que hasta la obtencién de miofilamentos existe
una pérdida mayor del 50% del contenido proteico, durante los diferentes pasos. Aunque la
cantidad de proteinas totales disminuyé conforme se obtienen los miofilamentos, el proceso
permitié concentrarlas y 1o cual indica que esta forma de obtencidn de miofilamentos es una

manera adecuada de recuperar proteinas concentradas del citoesqueleto.

La determinacion de la calidad de las proteinas contenidas en los miofilamentos
mediante su analisis en geles de poliacrilamida, mostré que se encuentran sin degradacién
aparente (Fig. 8A). Luego, una vez electrotransferidas las proteinas y hechas reaccionar con
anticuerpos antiactina, se observé que los anticuerpos no sélo reaccionaron con fa fraccidn
de 43 kDa sino que también lo hicieron con otra fraccién de mayor peso molecular
(aproximadamente 70 kDa) (Fig. 88). Cabe aclarar que [a fraccion de 43 kDa fue detectada
en todos los pasos de purificacion y aparentemente la intensidad de reaccidn de esta

fraccién con los anticuerpos antiactina fue menor en el sobrenadante que se obtuvo al final
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de la preparacion de los miofilamentos. De igual manera, tanto en el sobrenadante del paso
posterior a 1a didlisis, como en el sobrenadante de ta obtencion de los miofilamentos (carrites
4 y 6; fig. 8B) se observé que una fraccién de 70 kDa aparentemente era enriquecida y fue
el ultimo paso en el proceso de purificacion en donde se le encontrd de forma predominante.
De acuerdo al poder resolutivo de fa concentracién def gel empleado la fraccion de 70 kDa
pudiera contener a un duplete muy cercano. No sélo durante Ja purificacion se observo la
aparicion de esta banda de 70 kDa, sino que también se e observd en menor concentracian
en muestras de extractos crudos. De acuerdo con estos resultados, la preparacion de los
miofilamentos favorece la obtencién de esta fraccién proteica que esta relacionada con
actina por el reconocimiento de los anticuerpos antiactina, ya que en los geles tefiidos con
plata (Fig. 8A) se observa que en las muestras existen otras fracciones proteicas diferentes a

actina. Esta fue 1a razén para mejorar el proceso de purificacién de los filamentos de actina.

kDa 1 2 3 4 5 6

200 e

Figura 8. Anilisis por electroforesis e inmunoelectrotransferencia de actina en exfractos semipurificados.
Las proleinas obtenidas a partir de! extracto con NaCl 0.2 M (30 pg) fueron sometidas a fraccionamiento por gel
de poliacrilamida al 7.5% (A) es cual fue tefiido posteriormente con azul de Coomassie. Todas las muestras
fucron previamente incubadas en baflo marfa a ebullicién (5 min.) en presencia de urea 8 M y ditiotreitol 0.1 M
La cvaluacidn de la presencia de actina eit las muestras se hizo mediante su electrotransferencia a membrana de
PVDF {B). Marcadores de pesos moleculares presefiidos (carril 1), sobrenadantes de KCi 0.6 M (carril 2), de la
dislisis (carmil 4) y de miofilamentos (carril 6). Precipitado de didlisis (carril 3), mioftlamentos (carril 5). El
revelado de las proteinas transferidas se hizo mediante el empleo de anticuerpos antiactina, antilgG de conejo
conjugado a peroxidasa y como sustratos fueron usades 12 DAB y el H,0,.
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2. Cromatografia de exclusién molecular en Sepharosa CL-4B. En la calibracién de
fa columna con los marcadores, se encontré que ellos eran eluidos en diferentes volumenes:
azul dextran (78 ml), apoferritina (167mi), alblmina (192ml) y anhidrasa carbdnica (207 ml}.
Con base en estos resuitados se considerd que el volumen de elucion del azul dextran podria

corresponder al esperado para la actina polimerizada.

Posteriormente, cuando fueron sometidos fos miofilamentos a filtracion en el gel de
Sepharosa CL-4B, se encontrd que el perfil de elucion de proteinas {medido a 280 nm)
presentaba 4 picos cromatogréficos (Fig. 9). Las fracclones que conformaban estos picos
fueron mezcladas y agrupadas en 5 lotes, El primer pico, que contenia la mayor cantidad de
proteina de los demas picos, fue eluido en un volumen cercano al volumen de exclusion de
la columna; de acuerdo con la calibracion de la columna en estas fracciones se encuentran
proteinas de peso molecular elevade (> 2,500 kDa). Este mismo pico, al ser analizado por
ELISA con anticuerpos antiactina y AcM 48B3, mostrd que puede ser dividido en 2 regiones: la
primer region (1A) fue reconocida principalmente por anticuerpos antiactina (fracciones 45-
50} y fue reconocida en menor grado por los AcM 4B3; la segunda regidn (fracciones 51-64)
fue reconocida principalmente por los AcM 4B3 y en menor proporcidn por Jos anticuerpos
antiactina. Los otros picos cromatograficos (2,3 v 4), contienen menor cantidad de proteinas,
que también fueron reconocidas por los anticuerpos antiactina. De acuerdo a fa estrategia

experimental usada es posible que en el pico 4 se encuentre actina no polimerizada.

Los célculos de la cantidad de actina cobtenida en el proceso cromatogréfico se
encuentran presentadas en la tabla 2. Como se observa, pattiendo de una cantidad de 56
mg de miofilamentos, sélo el 1.16 % de esta cantidad corresponde a actina seguin el
fraccionamiento y el andlisis de ELISA. Aunque en la regién 1B se encuentra la mayor

cantidad de proteina recuperada desde fa columna, el pico presenta fracciones que tienen
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una mezcla de actina y miosina. De cualquier manera, la cantidad de actina que se obtiene

de su purificacion por columna tiene un rendimiento pobre ya que existe una pérdida alta

durante el proceso.

Pico Fracciones ! Concentracién | Cantidad de proteina Rendimiento
{ug/m!) {rg) (%)
1A 1 45-50 62.40 652.0 1.16
18 | 51-63 176.00 33150 5.90
2 i 77-85 0.04 217.5 0.39
3 i 100-105 29.00 22.5 0.04
ar . 139-160 0.53 4.0 .01
Tahla 2. Rendimiento del fraccionamiento de miofilamentos en la columna de

Absorbancia {2680 nm)

Sepharosa CL-4B. * El pico 4 fue concentrado para poder cuantificario,

2 3

77

Figura 9.
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Aparentemente, segln la combinacion de resultados de la cromatograffa y ELISA,
basados en el volumen de exclusién y la deteccion de actina, este método en columna
permite Ja purificacion de actina polimerizada; y en el pico 4, de actina en forma
monomeérica, pero la comparacion de los rendimientos indica que el método de purificacion

favorece que predomine la actina polimerizada.

En ef andlisis por electroforesis se observa que las muestras presentan un posible
enriquecimiento en algunas fracciones antigénicas (principalmente en un duplete de
aproximadamente 70 kDa} de acuerdo a su extraccion y su fraccionamiento (Fig. 10A). Las
fracciones contenidas en el duplete, luego del andlisis por IET (Fig. 10B), fueron reconocidas
intensamente por los anticuerpos antiactina. Por otro lado, aunque la actina monomeérica
{43 kDa) podria estar presente en todos los picos analizados, no hubo reconocimiente de ella
por los anticuerpos antactina en la IET, solo en los picos 1A y 2 (Fig. 9). Los pesos
moleculares estimados de las fracciones antigénicas mas reconocidas fueron de 73, 71, 65 y

43 kDa, La banda de 65 kDa sélo pudo ser ebservada en los picos 1A y 1B.

Par oftro lado, en las muestras de los picos 1B y 2 se observarch fracciones de peso
molecular igual a 200 kDa, las cuales podrian corresponder a la cadena pesada de las
miosinas que copurificaron con la actina. Estos mismos picos de fraccionamiento, cuando
fueron evaluados por ELISA con e AcM 4B3, mostraron que la miosina es una proteina

copurificada.

Es posible, con relacion a las fracciones contenidas en la muestra del pico 1A, que la
actina F presente en este pico se despolimerizara, dado que para [os andlisis se empled urea
BM, y por ello se obtuvieran productos de diferentes tamafios de peso molecular, de los

cuales algunos fueron reconocidos por los anticuerpos antiactina en IET. Otras fracciones, no
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reconocidas por los anticuerpos pero presentes en la electroforesis, podrian corresponder a
proteinas que copurifican con actina y miosina pero que no fueron identificadas en el

estudio.

Figura 10. Andlisis por electroforesis ¢ inmunoelectrotransferencia de la actina purificada en Sepharosa
CL-4B. Cada uno de los picos del fraccionamiento de los miofilamentos fueron analizados en geles de
poliacrilamida al 10%, I pg de protefna previamente mcubada en bafio marla a ebullicién (5 min) en presencia
de urca 8 M y ditiotreitol 0.1 M fue colocada en cada camil. Un gel fue tefiido con plata (A) y otro fue
electrotransferido a membrana de PVDF (B} y éste fue revelado con antiacting y anti IgG de conejo conjugado a
peroxidasa, DAB-Ni y H;0, como sustratos. Marcadores preteflidos de pesos molecutares (carril 1),
miofilamentos (camril 2), pico 1A (carril 3), pico IB (carril 4), pico 2 {caril 5), pico 3 (camil 6) vy
pico 4 (caml 7).

3. Cromatografia de afinidad a DNasa L Dos diferentes muestras fueron sometidas a la
purificacidn por la Sepharosa-DNasa I: una correspondié al pico 1B recuperado del
fraccionamiento por Sepharosa CL-4B y ofra correspondié a fos miofilamentos cbtenidos
durante la extraccidn de la actina.

En lo relacionado con el pico de fraccionamiento 1B, luego de su obtencidn, fue
concentrado por precipitacidn con metanol (ver apéndice 1) con la Intencidn de retirar las
sales y despolimerizar la actina; luego, la muestra fue fraccionada en la columna, €l perfil de
elucion obtenido (Fig. 11A) mostré la proteina total recuperada se encontraba en baja

concentracion y que esto podria deberse a la poca cantidad de muestra {2.58 mg) con fa que
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se hizo el fraccionamiento. La mayor parte de las proteinas, segin lo medido por =280 nm,
no se unen a la columna y son retiradas durante el lavado. Luego fue aplicada fa solucion
amortiguadora de elucién en ausencia de formamida, pero no se recuperaron fracciones con
proteinas. Sin embargo, cuando la formamida fue adicionada a fa solucidn de elucién, sélo
en tres fracciones se detectd la presencia de proteinas. La evaluacion de las fracciones
obtenidas, mediante ELISA, mostré que luego de la efucidn hay aumento de actina segin el
reconocimiento dado por fos anticuerpos antiactina y este reconocimiento fue mayor al
utilizar 1a formamida como parte de la selucion de elucidn. Debido a la baja concentracién de
la actina, no fue posible su cuantificacidn ni su andlisis por electroforesis y esto motivd a

tratar de purificar la actina a partir de miofilamentos.

Posterior a que los miofilamentos fueron concentrados y aplicados a fa columna {30
mg), el patron de elucidn obtenido fue diferente del obtenido para el pico recuperado por
Sepharosa CL-4B {Fig. 11B): las fracciones con mayor cantidad de proteina eran eluidas
primero y fuego se abtuvieron otras fracciones con un descenso gradual de su cantidad de
proteinas; estas primeras fracciones obtenidas correspondieron a proteinas que no se
adsorbieron a [a columna. Inmediatamente después de que se aplico la primer solucidon de
elucion, se eluyeron fracciones que presuntamente contenfan actina purificada.
Posteriormente, con la adicién de solucion de elucidon con formamida, se obtuvieron
inicialmente fracciones sin proteina, luego aparecieron otras con proteina y las cuales
pudieran corresponder a fracciones con actina remanente que sélo fue despegada en
presencia de formamida. El analisis de las fracciones por ELISA, mostro que en el tercer pico
{en presencia de formamida) se presentaban los valores mas altos de absorbancia debldo a

la reaccién con los anticuerpos antiactina.
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Figura 11 Fraccionamiento de actina por Sepharosa 4B-DNasa 1 v andlisis inmunoenzinttice, Sc evalio la
punficacién a partit det ieo 11 de la columma de Sephasosa C1-413 (porcidn o sombreada en la fig 7) (A ya
parir de mielilamentos (B). Previe a s fracclonamienlo, las muestras fueron disuchtas en selucidn
amorigeadora Gy apheadas a la columna de DNasa [ (L0 mg en 3 3ml de resina) El fraccionamiento
{34 golas =2 3ml ) Jue realizado con solucion amortiguadora G + KCL 0| M y on las prdficas se wdica el
momento en gue fucron adiclonadas fas sohciones amortiguadoras sin y con formamnda pura la clucidn de la
scting Pars 1a deteceidn de actma, cada wna de las fruceiones (100u1) fue adsorbida a las placas y hecha
reaccionar con anhicuerpos antiagting (1 7305 v anticuerpos ant 1gG concjo-perostdasa (1.1000) 11 revelado de
V2 reacciin crnmiiica hiue heehio con OPD v H,(, Prateinas 280nm ¢ 113, Actima 492nm *-*)
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La evaluacién por inmunopunto con los anticuerpos antiactina y 4B3 de las diferentes
fracciones obtenidas (Fig. 12) mostré que ain hay actina y miosina en las fracciones previas
a fa elucion v se detectd la mayor cantidad de ambas proteinas en fa primer fraccin. Luego,
al evaluar las fracciones resultantes de la adicién de la solucion de elucién (sin o con
formamida), la actina es eluida como lo muestra su reaccidn positiva con los anticuerpos
antiactina. La evaluacién de la actina purificada con los anticuerpos policlonales o

monoclonales antimiosina mostro que en ambos casos la reaccién es débil.

A B C
1w 4 elg 1o o o« W9 1.._&,?9
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Figura 12. Evaluacitn de actina y miosina por immunopunto luego del fraccionamiento por DNasa 1. Las
proteinas {10 ug) fueron adsorbidas a una membrana de PVDF, posteriormente la membrana fue bloqueada e
incubada con los anticuerpos primarios, anticuerpos secundarios conjugados a peroxidasa (anticonejo para los
anticuerpos policlonales y anti 1gG de ratn para el AcM); y revelados con DAB y H,;0,. Extracto crudo (1),
miofilamentos (2), actina purificada de Sepharosa CL-4B (3), miosina de cisticerco de T. solium (4), miosina
comercial (5), actina DNasa 1 (7), fracciones de lavado (9, 10, 11), actina de columna de DNasa 1 (12, 13, 14,
15), coniroles negativos. sin antigeno (6), sin anticuerpe primario (8) y sin anticuerpo secundaric (16). Actina
revelada con anticuerpos policlonales antiactina (A), Miosina revelada con anticuerpos policlonales antimiosina
(), Miosina revelada con AcM 4B3 (C).

La evaluacién de la actina purificada a través de electroforesis e IET (Fig. 13) mostrd
que son dos las proteinas eluidas y que tienen un peso molecular muy semejante (60 y 70
kDa). Ambas proteinas son bien reconocidas por los anticuerpos antiactinas y su peso

molecular es semejante a aguellas obtenidas al analizar la actina purificada por Sepharosa
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CL-4B. Aparentemente, por electroforesis, estas proteinas no se encuentran en ios extractos

crudos, pero si en los miofilamentos.

kDa

200

68 _ .

Figura 13. Evaluacién per electroforesis e inmunoelectrotransferencia de actina purificada po
DNasa I Electroforesis en gel de poliacrilamida al 10% (100 V, 2 h) y posterior tincién con plata (A)
[hmunoelectrotransferencia del gel (B) 2 membrana de PVDF (100 mA, 16 h, 4°C), para la reaccié
inmunoenzimética se emplearon anticuerpos antiactina (1-750, 3 h), anti IgG de conejo-peroxidasa (1:1000,

h) y DAB/NI-H,0,. Marcadores de pesos moleculares pretefiidos (carril 1), actina de misculo de congj
(carril 2), extracto crudo de cisticerco (carril 3), miofilamentos {(carril 4), actina de Iz columna de Sepharos

CL-4B {carril 5), actina de 12 columna de DNasa I (carriles 6 y 7). Cada carril contiene 1 pg de proteina.
Una evaluacion de todo el proceso de purificacién de la actina, mostré gue durante el
proceso hay una disminucion en la cantidad total de proteinas (rendimiento total luego de las

eluciones 0.33%) e incluso, el valor calculado del rendimiento es menor para el que se

obtuvo para la columna de Sepharosa CL-4B.

Fracciones Cantidad (ug) Rendimiento (%)
Previas a la elucidn {1-33) 993.5 3.30
Elucién sin formamida [32-59) 81.4 0.27
Elucién con formamida (74-97) 18.0 (.06

Tablfa 3 Rendimiento del fraccionamiento de miofilamentos en fa columna de

Sepharosa 4B-DNasa I.
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4. Electroforesis Bidimensional.

4.4, Extracto crudo. £n el ge! resultante de la electroforesis, una vez que fue tefiido con
nitrato de plata, se observaron varias proteinas distribuidas a lo largo y ancho del gel (Fig.
14A). Varias de ellas estuvieron localizadas a nivel de los 43 kDa e incluso fueron
reconocidas por anticuerpos antiactina (como se demuestra en las IET), estas proteinas
aparentemente se encuentran concentradas en la zona acida del gel, mientras que en la
zona alcalina podria aparecer otra proteina. Aunque se tuvieron problemas experimentales
para la medicion exacta de los valores de pH a lo largo del gel, se hizo una estimacion de

que las proteinas podrian estar situadas entre los valores de pH de 5y 6 respectivamente.

B
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Figura 14. Evaluacién por electroforesis bidimensional (pH 3-10) de actina contenida en extracto crudeo
de cisticercos de T.solium. 10 pg de proteina fueron aplicados a geles capilares de poliacrilamida al 4%
preparados con 4% de anfolifes de intervalo amplio de pH (3-10), Posteriormente, la segunda dimensién fue
realizada en geles de poliacrilamida al 10% (100 V, 2 h). Gel de electroforesis tefiido con plata (A).
Inmunoelectrotransferencia (B) revelada con anticuerpos antiactina (1:750, 3 h} y anti 1gG de congjo-
peroxidasa (1:1000, 2 h), el sustrato fue DAB/Ni y HyO; al 30%. Los recuadros muestran una amplificacién de
1as Zonas que contienen a las posibles isoformas de actina. Las flechas indican la direccion de los corrimientos
electroforéticos {de derecha a izquierda, isoelectroenfoque; y de arriba hacia abajo, electroforesis en geles de
poliacritamida),
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El ndmero de proteinas de 43 kDa, que podrian corresponder a los mondmeros de
actina, no pudo ser definido debido a la resolucién del ge! (intervalo de pH 3-10). Sin
embarqo, el andlisis por IET de un gel procesado al mismo tiempo (Fig. 14B), mostrd gue
s6lo en el intervalo de los 43 kDa habfa reconocimiento de actina monomérica per parte de
los anticuerpos antiactina. De igual manera, la resolucion del gel y su reactividad con los

anticuerpos no permitié identificar el ndmero de mondmeros de actina reconocidos.

Los geles obtenidos, con el empleo de anfolitos de intervalo restringido (4-6),
permitieron una mejor resolucién de los geles bidimensionales analizados por IET. Cuando
los geles fueron directamente tefiidos con plata mostraron que, al igual que con los anfolitos
de intervalo amplio, hay gran cantidad de proteinas (Fig. 15A). Segin el IET, posiblemente
los anticuerpos antiactina estsn reconociendo por 1o menos cuatro mondmeros diferentes

(Fig. 15B), aunque la separacién de las proteinas no es la éptima.
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Figura 15. Evaluacién por electroforesis bidimensional (pH 4-6) de sctina contenida en extracto crudo
de cisticercos de T.selium. 10 pg de proteina fueron aphcados a geles con 2% de una mezcla de anfolitos de
intervalo de pH 4-6 y 3-10 en proporcion de 4:1. Gel de electroforesis teflido con plata
(A). Inmunoelectrotransferencia (B) revelada con anticuerpos antiactina. El recuadro indicado muestra una
amplificacidn de la zona que contienen a las posibles isoformas de actina. Las flechas indican la direccién de
les corrimicntoes electroforéticos
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4.2. Miofilamentos. Con la idea de generar geles con menor cantidad de proteina pero
enriquecidos en las proteinas de estudio, fueron evaluados los miofilamentos obtenidos
durante la purificacién de la actina en presencia de anfolitos de intervalo de pH de 3-10. Sin
embarqgo, los resultados obtenidos indican que aln se mantenia el problema por {a gran
cantidad de proteinas presentes (Fig. 16A). Luego del andlisis por IET de dichos geles (Fia.
16B), aparentemente hay 3 isoformas écidas y 2 mas alcalinas de actina. Bajo estos mismos
anélisis, alrededor de los 60 kDa se observé otra posible Gnica isoforma Acida que esta bien
definida y reconocida por anticuerpos antiactina. De igual manera que en el caso anterior, no

fue posible la determinacién de los valores de pH en donde se encontraban las proteinas.

kDa

Figura 16. Evaluacitn por electroforesis bidimensional (pH 3-10) de actina contenida en miofilamentos
de cisticercos de T.solium, 10 pg de proteina fueron aplicados a geles con 4% de una mezcla de anfolitos de
intervalo de pH 3-10. Gel de electroforesis teftido con plata (A). Inmunoelectrotransferencia (B) revelada
con anticuerpos antiactina. Los recuadros indicados muestran una amplificacién de las zonas que contienen a
tas posibles 1soformas de actina. Las flechas indican la direccién de los corrimientos electroforéticos.
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Andlisis posteriores de los miofilamentos con anfofitos de pH 4-6 (Fig. 17), mostraron
un barride de las posibles isoformas de actina a la altura del peso molecular de 43 kDa asi
como la aparicion de un barrido similar en los 70 kDa, el pH donde aparece este barrido es

de 5-6 y la posicién es similar al sitio donde son reveladas fas isoformas de actina en el

extracto crudo.
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Figura 17. Evaluacién por electroforesis bidimensional (pH 4-6) de actina contenida en miofilamentos de
cisticercos de T.sofium.. 10 ug de miofilamentos fueron aplicados a geles con 2% de una mezcla de anfolites de
intervalo de pH 4-6 y 3-10 en proporcién de 4 1. Gel de electroforesis tefido con plata (A).
Inmunoclectroransferencia (B} revelada con anticuerpos antiactina, El recuadro indicado muesira una
amphficacién de la zona que contienen a las posibles [soformas de actina. Las flechas indican la direccitn de los
corrimientos efectroforéticos.
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4.3. Actina purificada. No fue posible identificar proteina alguna en el andlisis de la actina
purificada por filtracion en gel de Sepharosa CL-4B, tanto por tincién con plata como en la
IET con anticuerpos antiactina, a pesar de que se colocaron 5ug de actina. Una de las
causas podria ser la excesiva cantidad de sales en la muestra, que no fue retirada
completamente por precipitacion con cloroformo-metancl y la pérdida de la proteina en este

proceso.

£l andlisis de la actina purificada por afinidad con DNasa I en electroforesis
bidimensional empleando anfolitos de intervalo de pH 4-6 mostrd [a presencia de una sofa
mancha de 70 kDa tanto en la tincién con plata como en la IET con los anticuerpos
antiactina, sin embargo, no fue posible distinguir el ndmero de isoformas dentro de esta

mancha {Fig. 18).

kida 4 { 6 kDa 4 4— 6
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Figura 18. Evaluacion por electroforesis bidimensional (pH d4-6) de actina purificads de cisticercos por
afinidad con DNasa 1. 10 pp de actina purificada fueron aplicados a geles con 2% de una mezcla de anfolitos de
inervalo de pH 4-6 y 3-10 en proporcién de 9:1. Gel de electroforesis teflide con plata (A).
Inmunoelectrotransferencia (B) revelada con anticuerpos antiactina. Las flechas indican la direccion de los
cormimientos electroforéticos
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V1. DISCUSION DE RESULTADOS.

1. Purificacion de actina.

Segun los resultados de electroforesis e IET, con la obtencién de miofilamentos a
partir de los extractos proteicos, es posible 1a purificacién simuitdnea de actina y miosina a
partir de una misma poblacién de cisticercos. Los miofilamentos, gruesos y delgados, son los
componentes de las miofibrillas y en céstodos aparentemente son sintetizados por los
miocitones [45). La base de la obtencién de los miofilamentos es la incubacitn de las
miofibrillas en un medio relajante de fibras musculares, en el cual los iones Ca** son
retirados por medio del EDTA y reemplazados por los iones Mg?*, que inhibe la interaccidn
entre actina y miosina [60]. Ademas, como la solucion relajante tiene una fuerza iénica y un
pH similar al fisioldgico, permite que la integridad de los filamentos que las componen sea
mantenida al proporcionar condiciones propias para 'a polimerizacidén de actina [61]. Este
método permite la obtencién de actina (filamentos delgados) y miosina {gruesos) como lo
muestra la figura 8, sin embargo este proceso de obtencidn de actina y miosina no es
especifico porque otras proteinas copurifican y posiblemente sean proteinas asociadas a
actina 0 a8 miosina. A pesar de ello, €l método es efectivo para iniciar la purificacidn de la
actina, porque se eliminan varias proteinas sin alteracion de las propiedades de la actina

presente en las muestras y se permite su concentracién en un volumen pequefio.

Una vez preparados los miofilamentos y con la idea de fograr la purificacién de la
actina se procedio a estandarizar fa obtencién de la misma por su filtracién en gel de

Sepharosa CL-4B. Este procedimiento se fundamentd en lo descrito por Pinder y col. [41]
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para la purificacion de actina de eritrocitos con el uso de Tris 1M, este método esta basado
en que una elevada concentracion de Tris permite a disociacidon de la actina de los
complejps multiproteicos en los cuales se encuentra, y su despolimerizacién; una vez
despolimerizada la actina, es separada de los complejos de alto peso molecular por filtracidn
en gei de Sepharosa CL-6B. En el caso de los miofitamentos de ltos cisticercos de 7. sofium,
aungue fueron tratados con Tris IM pH 7.0 y fraccionados en Sepharosa CL-4B; en su perfil
de elucion a 280nm y en su evaluacién con anticuerpos antiactina por ELISA a 492 nm
(Fig. 9) se observd que una gran parte de la actina se encuentra en forma polimerizada y
que la despolimerizacion parece ser gradual; ademas, los picos con alta absorbancia a
492 nm {correspondientes a actina) coinciden con los picos visualizados a 280 nm. El analisis
por electroforesis e IET de los picos mostrd que en los picos 3 v 4 existen posibilidades de
que la actina se encuentre en diferentes formas oligoméricas (Fig. 10). En el pico 4, las
formas de 60 y 70 kDa {presuntamente dimeros de actina) podrian corresponder al producto
final de la despolimerizacién de la actina. La explicacion a la aparicion de las especies de
actina antes mencionadas podria deberse al empleo de Sepharosa CL-4B en lugar de la
Sepharpsa CL-6B originalmente empleada para la separacién de las proteinas, lo cual altera
el intervalo de peso molecular para su separacidn. La Sepharosa CL-6B separa proteinas
entre 2,000 y 40 kDa, mientras que la Sepharosa CL-48, entre 40,000 y 60 kDa [62]; esta
ditima resina permite una mejor separacion de las proteinas de alto peso molecular, por lo
que es posible la separacidn de actina polimerizada (pico 1A); sin embargo, no permite la
recuperacion de la actina monomérica, ya que su peso molecular (43 kDa) estd por debajo
del Hmite inferior de resolucion de fa resina (60 kDa) y por consiguiente, la actina G es
recuperada en baja proporcidn y es posible que siga eluyéndose mas alld de las fracciones

recuperadas.
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El primer pico, segin el analisis por ELISA vy electroforesis, contiene dos
subpoblaciones distintas: una compuesta por actina polimerizada (pico 1A) y otra, de actina
asociada con miosina remanente, ya que la mayor cantidad de miosina fue previamente
retirada en la fraccidn soluble en KCI 0.6M. De acuerdo a los resultados del fraccionamiento,
es posible que se haya logrado la separacion de los dos tipos de micfilamentos por la accion
combinada del Tris 1M y la filtracién en el gel de Sepharosa CL-4B. El Tris 1M permitié la
disoclacion de la actina F desde los complejos multiproteicos en los cuales se encuentra,
pero su accién despolimerizante fue gradual v sdlo una pequefia proporcion de la actina fue
despolimerizada hasta dimeros de 60 y 70 kDa visibles por electroforesis e IET (Fig. 10); lo
cual es contrario al conocimiento de que el Tris favorece una despolimerizacion inmediata.
Aunque fa actina G fue observable en las electroforesis, pero fue poco detectada en IET por
los anticuerpos antiactina; esto pudo deberse a su baja cantidad, ¢ a que bajo las
condiciones experimentales empleadas esta forma es menos estable en comparacion con las
formas oligoméricas. El comportamiento de la actina de cisticercos de 7. sofium frente al
Tris 1 M podria ser un indicio de que es diferente a la actina eritrocitaria ya que esta dltima
si es despolimerizada hasta actina G por el Tris 1M. Si la actina de cisticercos de 7. solium
resiste {a despolimerizacion con Tris 1M, podria deberse a sus propiedades de polimerizacion
o de estabilidad, que tendrian que ser evaluadas mediante estudios mas profundos de las
caracteristicas moleculares de la actina (composicidn de aminoacidos, velocidad de

polimerizacion, entre otras).

Debido a la necesidad de obtener actina G de cisticercos, se decidid emplear un
meétodo especifico para este fin y para ello se procedid a su purificacién por afinidad con
DNasa 1. La purificacion de actina por este método es Util para la obtencién de actina G con
alto grado de pureza, ya sea como paso final de un proceso de purificacion o coma proceso

tinico a partir de un extracto crudo [37]. La mayorfa de las actinas estudiadas se unen a la
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DNasa I, con excepcion de las provenientes de Entamoeba histolytica y Tetrahymena
termophila [21, 63]; esta union se da por medio de puentes de hidrégeno, interacciones
electrostaticas e hidrofdbicas en las que intervienen los aminoécidos 39-46 y 61-64 del
subdominio 2 de la actina [20, 21, 63]. Por ello, a! aplicar este método de purificacién para la
actina de T. solium, puede evaluarse al mismo tiempo si esta actina comparie la
caracteristica de unién a DNasa I con la mayoria de actinas conocidas. En el presente
proyecto, 1a purificacidn por cromatografia de afinidad se realizé a partir de una suspension
de miofilamentos, los cuales fueron tratados para que la actina presente se encontrara en su
forma no polimerizada. En las fracciones previas a la elucién de actina se encontrd actina
tanto por ELISA como por inmunopunto (Fig. 12 y 13), v esto indica que una porcién de la
actina permanecié polimerizada o que el tratamiento previo alterd su capacidad de
interactuar con la DNasa I; en estas fracciones ademés se detecté 1a presencia de miosina,
lo cual indica que esta proteina fue eliminada por medio de la solucion G con KCi 0.1M. E
primer pico de actina eluida de fa columna de DNasa 1 (Fig. 11) contiene a la actina capaz de
polimerizar por la adicién de Mg®*, la eliminacion de Ca®* con EGTA, y el incremento de la
fuerza idnica hasta KCl 1M. En el segundo pico de actina esta la actina unida fuertemente a
a DNasa I y con una baja capacidad de polimerizacion, probablemente por alguna
modificacién que sufrid la actina durante el proceso de su purificacién. En nuestros
experimentos fueron requeridos varios vollimenas de columna de solucién G con formamida
para eluir la actina remanente de la columna, esto debido a que la accidn desnaturalizante
de la formamida no es inmediata [38]; es posible que con el uso de una mayor
concentracion de formamida se reduzca el volumen de elucién de la actina y se disminuya la

dilucion de 1a actina.

La purificacion de actina G de cisticerco por afinidad con DNasa I a partir de

miofilamentos no fue posible, a pesar de que e! andlisis de IET (Fig. 13) mostré que estd
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presente tanto en el extracto crudo como en los miofilamentos, en estas muestras y en la
actina purificada también fueron reconocidas 2 bandas de aproximadamente 60 y 70 kDa,
que pueden corresponder a dimeros de actina o a actina modificada durante el proceso de
purificacion. Estas bandas son similares a las observadas en el pico 4 de la purificacion por
filtracion en gel y que aparecen en los diferentes picos de la cromatografia en Sepharosa
CL-48B (Fig. 10); esto sugiere que estas formas son productos de ia despolimerizacidn de la
actina F, ya sea por accién del Tris 1M o de una solucidn de baja fuerza ionica (solucion G).
Otro hecho que puede apoyar |a aparicidn de actina en forma de dimeros es que la actina
purificada tuvo una concentracidn por debajo de la concentracion critica de actinas no
muscutares, a las cuales es mas parecida por su secuencia de aminoacidos (Tabla 2), v a que
el Mg?* estd presente tanto en la solucidn de elucién de la columna de afinidad como en la
solucién de Tris 1M; en estas condiciones fa actina de mamiferos forma oligémeros [64],
principalmente dimeros; ademds, bajo las condiciones experimentales empleadas las formas
de 60 y 70 kDa tuvieron estabilidad y abundancia elevadas. De manera semejante, la actina
de Escherichia cofi obtenida por afinidad con DNasa I con el mismo sistema de elucidn
presentd un peso molecular aproximado de 67 kDa, aun cuando por IET los anticuerpos
antiactina reconocieron una banda de 43 kDa en un extracto total de la bacteria [56]. De
acuerdo a estos resultados, es posible afirmar que el método empleado para la purificacion

de actina G de 7. sofium favorece la obtencién de oligémeros de actina.

El rendimiento de ambos métodos de purificacion de actina de cisticercos es muy
bajo considerando que el paso previo a las cromatografias fue un enriquecimiento de actina
en forma de miofilamentos, Los rendimientos tipicos en la obtencién de actina a partir de un
extracto crudo estan alrededor de 5% [40], que contrasta con los rendimientos obtenidos
experimentalmente de 1.16% para la columna de Sepharosa CL-4B y de 0.33% para Ia

columna de DNasa I; en el caso de la filiracidn en gel, es un proceso en el que de manera
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normal los rendimientos son bajos debido a fa dilucion que sufre la muestra, mientras que en
la cromatografia de afinidad la explicacion del rendimiento bajo puede residir en alguna de
las siguientes causas: 1) que una parte de la actina permanecio polimerizada y fue removida
en la centrifugacidn previa al acoplamiento de la muestra en la columna, 2) que el
despegado de fa actina fue gradual mediante ef sistema de elucién seleccionado por lo que Ia
actina no se concentrd en un sdlo pico cromatografico de dimensiones mayores al
observade, 3) que las propiedades de la actina hayan sido alteradas con los tratamientos
previos. Los rendimientos mas aitos de actina purificada de otros organismos se han logrado
con el empleo de la cromatografia de Intercambio i6nico (DEAE-celulosa) como un paso
intermedio de enriquecimiento y la cromatografia de afinidad por DNasa I como paso final,
con el empleo de otro sistema de elucién en un sdlo paso con formamida al 50%, o bien de
urea 8M [40, 42, 44]. Estos agentes desnaturalizantes deben retirarse répidamente para que

no afecten las propiedades bioguimicas de la actina {38, 39].

2. Electroforesis bidimensional de actina.

La electroforesis bidimensional es una técnica ampliamente utilizada para diferenciar
isoformas de actina con base en su punto isoeléctrico y con este fin fue empleada para

analizar la actina de 7. solium [29, 65].

Inicialmente fueron empleados los anfolitos de intervalo amplio de pH para el analisis
del extracto crudo (Fig. 14) y de los miofilamentes (Fig. 16) para localizar el intervalo de pH
en que debia trabajarse para una mejor definicidn de las posibles isoformas; por

electroforesis e IET se observé que la actina se situd en la regién con un pH &cido
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independientemente de la muestra analizada y que el nimero de manchas reconocidas por
los anticuerpos antiactina era entre 3 y 4 en ambas muestras aunque no se logré una
definicién adecuada del nimero de manchas. La tincion con plata de los geles mostré que
ambas muestras contienen gran cantidad de proteinas distribuidas a lo largo y ancho del gel,
aungue la cantidad de proteinas en el extracto crudo es superior a las presentes en los

miofilamentos, lo gue confirma la eliminacidn de algunas proteinas en la obtencion de éstos.

Cuando fueron empleados los anfolitos de intervalo de pH entre 4 y 6, las isoformas
de actina fueron mejor definidas en IET con la muestra de extracto crudo (Fig. 15), aunque
con la tincidn con plata no se demostraron claramente estas manchas debido al intenso
fondo de 1a tincion. De igual manera, en el caso de los miofilamentos (Fig. 17) las isoformas
no pudieron observarse en el gel por el intenso fondo de la tincidn aunque el patrdn de
distribucidn de las proteinas fue semejante al presentado en el extracto crudo; por IET
tampoco pudo determinarse con exactitud el nimero de isoformas de actina reconocidas por
los anticuerpos antiactina. Las posibles isoformas se presentaron en el mismo intervalo de
pH en ambas muestras, el cual fue de 5.4 a 5.7. La falta de resolucidn de las manchas puede
deberse a la presencia de DSS en fa muestra, que altera ta migracién de las proteinas més
acidas, el DSS fue adicionado para solubilizar la actina junto con un detergente no idnico
(NP-40) en una proporcion de 1:2; la resolucion podria mejorarse con el uso de anfolitos que
generen un infervalo mas restringido de pH {por ejemplo de 5 a 6) para ampliar fa zona
donde se concentran las isoformas de actina; o bien, con la adicidn del NP-40 en una
proporcion mayor para que no altere la carga de las proteinas o el uso de un detergente
zwiterionico neo  desnaturalizante, como el 3-[(3-cloramidopropil)  dimetilamonio]-1-
propanosulfato (CHAPS), que es efactivo en la ruptura de interacciones proteina-proteina

[65, 66].
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El analisis de la actina purificada por Sepharosa CL-4B por electroforesis
bidimensional no fue posible, entre las posibles causas estan: la alta cantidad de sales que
contiene la muestra, la pérdida de proteina durante la precipitacidn, alteracion de las
propiedades de la actina por el Tris 1 M, 0 una solubilizacién inadecuada con los detergentes
empleados (SDS y NP-40). Por otra parte, en la actina purificada por DNasa I apareci¢ sélo
una mancha de aproximadamente 70 kDa, con un pl alrededor de 5.9 (Fig. 18); en IET fue
necesario aplicar una cantidad mayor de proteina (40 mg) para que dicha mancha fuera
reconocida por los anticuerpos antiactina, esto implica que algunos epitopos pudieron
perderse por la exposicién a la formamida o a los solventes organicos empleados en fa
precipitacién, Debido a que no fue posible observar isoformas en las muestras de actina
purificada, es necesario emplear otros métodos de purificacion o analisis para definir el

namero de isoformas presentes en la actina purificada.

La presencia de isoformas de actina ha sido demostrada en varios invertebrados,
desde insectos como Drosophila melanogaster v Bombyx mori hasta helmintos, como
Schistosoma mansoni{67, 68] . Las isoformas de actina pueden ser producto de 1a expresion
de varios genes que codifican para protelnas con secuenclas de aminodcidos con un alto
grado de homologia, como en la mayoria de eucariotes superiores, o de la modificacion

postraduccional de la expresién de un solo gen, como en Saccharomyces 34, 63].

Dentro de una familia de isoformas de actina de una especie, el nlmero de
aminoacidos que son diferentes es de © a 18 para isoformas de insectos y de 4 a 26 para las
de humano, por 1o que podria esperarse una variacién de este grado para la familia de
isoformas de actina de 7. sofiun;, que se reflejariz en las diferencias en el pl de las
isoformas observadas en electroforesis bidimensional [67]. Los cambios en las secuencias de

las isoformas ocasionan funciones distintas y especificas para cada una de ellas, v
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probablerente, diferencias en su expresion en tiempo y espacio; por ello, las isoformas de
actina no son equivalentes [33]. Los principales cambios en las secuencias de actina de
diversas fuentes ocurren en 3 regiones: residuos 1-10, 257-280 y 357-368; estas regiones
comprenden sélo el 12% de la secuencia primaria, pero sirven como modificadores que
adaptan las regiones mas conservadas, en particular la unidn a ATP, para papeles
subcelulares particulares [21, 31]. Ha sido demostrado que son los efectos del cambio
colectivo de aminodcidos, no de aminodcidos individuales, los que confieren propiedades
Unicas a las isoformas de actina, aunque algunos aminoacidos especificos de isoformas

parecen ser mas importantes que otros [33].

Las 3-4 isoformas de actina que fueron encontradas en el estadio de cisticerco de
T. soium, por electroforesis bidimensional e inmunoelectrotransferencia, pueden
corresponder a fa expresion de algunas de las 3-8 secuencias similares a genes de actina
encontradas en 7. sofium, dos de los cuales codifican para la misma secuencia de
aminoacidos [50]. La regulacidn de la expresion de estos genes podria ser relevante para el
ciclo de vida del parasito, sobre todo en los procesos en donde ocurre proliferacidn y
diferenciacion de algunas células (activacién de la oncosfera y evaginacion del cisticerco),
porque es conocido que en las células en proliferacién existen cambios en los patrones de

expresion de las isoformas de actina [30].

En céstodos se conocen 3 tipos de actina, gue son divergentes entre si, ¥ que han
sido clasificados en un tipo muscular {cestoda I) v dos no musculares (cestoda II y cestoda
1), por los estudios realizados en ODjphyllobothrium dendriticum [52]. De acuerdo a
resultados preliminares de la distribucidon de fa actina en cortes de cisticercos de 7. sofium, 1a
actina presenta patrones de marca que podrian corresponder a los patrones descritos para

D. dendriticum y lo cual implicaria la expresidn de los 3 tipos de actina de céstodos.
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{as actinas de los céstedos difieren entre sf en un grado similar al grupo de actinas
de vertebrados, donde existen dos grandes grupos de isoformas: musculares y no
musculares [34, 69]. En el case de los invertebrados, en los insectos también existen
isoformas no musculares y musculares, aunque éstas Ultimas difieren tanto de las formas
citapldsmicas como de las musculares de vertebrados; por lo que es posible en las actinas de
céstodos una clasificacién similar, a pesar de que la secuencia de aminoacidos de estas

actinas tienen una alta homologia con las isoformas cltopldsmicas de vertebrados [34, 67].

La composicion de la region aminoterminal contribuye a las diferencias en el
comportamiento de las isoformas de actina en geles de isoelectroenfoque [21, 34]. El hecho
de que en el aminoterminal ocurran la mayor parte de los cambios de aminodcidos
especificos de isoformas sugiere que estas substituciones modulan la interaccién de las
isoformas de actina con las protefnas asociadas a actina, y que a su vez estas interacciones
regulan la participacidn de la actina en los diferentes procesos celulares en los que estd

involucrada {21, 31].

La mayoria de actinas conocidas son modificadas postraduccionalmente en el
aminoterminal (excepto la de Acanthamoeba castelfanf) por enzimas gue remueven los
primeros aminoacidos (normalmente Met y/o Cys), para exponer los residuos acidos, v
acetilan al nuevo extremo; por ello, es posible que la Met-1 y la Gly-2 de la actina de
T. sofium sean removidas postraduccionalmente para exponer los 3 residuos de naturaleza
acida {Asp-Glu-Glu), pero esto debe confirmarse experimentalmente con la secuencia de ia
proteina purificada [34]. La importancia de este proceso radica en el hecho de que su
inhibicién puede alterar el proceso de polimerizacion de la actina, porque las modificaciones

en esta region producen cambios conformacionales que afectan un sitio de contacto
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actina-actina; ademas, los residuos acidos dentro de las primeras posiciones intervienen en
la unién de actina a la fraccion S1 de miosina y la activacién de la actividad ATPasa de esta
Gltima [30, 63). Estos residuos, junto con el C-terminal y los residuos alrededor del
aminoacido en la posicidn 100 estan localizados en el subdominio 1 y tienen una
participacion frecuente en la interaccion de la actina con algunas proteinas asociadas a
actina, como las que se unen a fa forma monomérica (profilina y cofilina), las que cortan el
filamento de actina (fragmina, gelsolina, actobindina) vy ltas que se unen a la forma

polimérica {c-actinina y miosina) {20, 63].

3. Comparacidén de la secuencia aminoterminal de actinas,

Con la finalidad de determinar el pl tedrico de la actina de 7. sofium cuya secuencia
es conocida, se empled la base de datos Swiss Prot (www.expasy.ch/sprot/) y se realizaron
comparaciones de pl y de los 20 aminocécidos de la porcion aminoterminal con las actinas de
otros pardsitos helmintos, asi como de actinas citopldsmicas (clase 1} y muscutares (clase IT)

{501

Las actinas seleccionadas para la comparacidn fueron las de D. dendriticum (ACT2 y
ACT3) v Echinnococcus granuiosus (ARCT1 y ACT2) por ser los céstodos de los que se tiene
esta informnacion; de Caenorhabditis elegans (ACT1, ACT2 y ACT 4) por ser un nemdtodo
ampliamente estudiado y cinco de las seis isoformas de mamiferos fueron empleadas como

parametros de comparacion (Tabla 1).

El pI tedrico de la actina de 7. sofium (5.30) es similar al estimado para las actinas

citoplasmicas de mamiferos { By y) asi como para la actina y de mdsculo liso. Dentro de los
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céstodos, solo es semejante con la ACT1 de £ granufosus, y es ligeramente mas acido que
las ACT2 v ACT3 de D. dendriticumy de la ACT2 de £. granufosus. Cabe resaltar la secuencia
de actina de 7. sofium es 100% homdloga con las ACT1 y ACT4 de D. dendiiticum. Por ofra
parte, el pl tedrico es mas &cido el intervalo de pH donde fueron observadas
experimentalmente las isoformas de actina de 7. sofium (5.5-5.7), sin embargo es posible
que la secuencia de aminodcidos predicha corresponda a alguna de las isoformas observadas

experimentalmente, debido a que los pl tedricos son una aproximacion de los pl reales [66].

De |as comparaciones de las secuencias aminoterminates de actinas de las diferentes
especies se observa que practicamente los 20 primeros aminodcidos de la actina de
7. sofium son similares a las ACT2 y ACT4 de D. dendriticum, que tienen una distribucion
predominantemente muscular (cestoda I), a pesar de ello el pl tedrico de la ACT2 es
ligeramente mas alcaling, por lo que deben existir sustituciones en otras partes de la
molécula que contribuyan a este cambio; sin embargo, Hene diferencias en 5-6 aminoacidos
en las primeras 7-8 posiciones de las secuencias ACT1 y ACT2 de £ granulosusy de la ACT3
de D. dendriticum, estos cambios se refigjan en que el pl tedrico de estas secuencias sea
ligeramente mds bdsica por el tipo de aminoacidos que son sustituidos (Ala y Thr). Respecto
a las actinas del nematodo C. efegans, con las ACT 1 y 4 existen sdlo 3 diferencias en los 20
aminoacidos comparados, por ello su pI tedrico es igual (5.30), mientras que son 6 los
aminoacidos diferentes con la ACT2 de este mismo parasito, sin embargo estos cambios no
influyen significativamente con el pl de esta actina que es ligeramente mds acido (5.29);
cabe sefialar que la comparacidn hecha con la actine de clase III de este pardsito muestra
que son 12 los aminodcidos diferentes y el pl es mas alcalino, por lo que la actina de

T. sofium no pertenece a esta clase de actinas.
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Especie Clave SwissProt Numero de pl tedrico
registro

Taenia solium act_taeso P14227 5.30
Echinococcus granufosus  |actl_echgr P35432 531
ACT1
Echinococeus granulosus  {act2_echgr Q03341 5.37
ACT2
Diphyilobothrium act2_dipde P53456 5.39
dendriticum ACT2
Diphyflobothrium act3_dipde P53457 5.38
dendriticum ACT3
Caenorhabditis elegans actl_caeel P10983 5.30
ACT1
Caenorhabditis elegans act2_caeel P10984 5.29
ACT2
Caenorhabditis elegans actd_caeel P10986 5.30
ACT4
Caenorhabditis elegans actl_caeel P53489 6.15
actinlike
a musculo esquelético de  facta_human P02568 5.23
humano
o vascular de humano acth_human P03996 5.24
B ctoplasmica de humano facth_human P02570 5.29
+ citoplasmica de humano  |actg_human P0O2571 534
y masculo liso de humano  }acts_human P12718 5.31

Tabla 1. Comparacién de los pl tedricos de actinas de diferentes fuentes. Los pI fueran
calculados por medio de la base de datos Swiss Prot (www.expasy.ch/cgi-bin/pi-tool) con la
secuencia completa de aminodcidos de cada una de las actinas.
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Especie Clase Aming terminal
Taenia solium I MGDEEVQALVVDNGSGMCKA
Echinococcus I MA--TITP--- -« - - . G
granulosus ACT1
Echinococcus I MA- -DTA---1------+- -+
granulosus ACT2
Diphyllobothium N
dendriticum ACT2
Diphyliobothrium 1 MAEN-D-G- - -1--------
dendriticum ACT3
Caenorhabditis I o T
elegans ACT1
Caenorhabditis I -C-DD-A--IL----+-----
elegans ACT2
Caenorhabditis i S C-D- - A- - = = &= e o e oo
elegans ACT4
Caenorfiabditis 111 -DSQGRKVI - - - - - T-FV-C
elegans actinlike
o« musculo I MCDED-TT---C~-~- - -~ LV- -
esquelético
o vascular 11 MCEE-DST---C--- - - L- -
{3 citoplasmica 1 M- DDI A- - -« « « « = = o«
y citoplasmica I ME .- - TA---T1 -« ¢ nu.a
+ musculo liso It ME- -TT---¢---- - cCL - -

Tabla 2. Comparacién de las secuencias aminoterminales (20 aminoacidos) deducidas para
actinas de diferentes fuentes. Los aminodcidos idénticos a la secuencia de la actina de
7.sofium estan indicados por guiones. Las secuencias fueron obtenidas de la base de datos
Swiss Prot en Internet.
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Al comparar la actina de 7. sofium con las actinas musculares, tienen 10 diferentes
aminoacidos de los primeros 20 con las « actinas v 7 diferentes con la actina y, ademas de

que el nimero de residuos acidos es diferente de las « actinas. Por ello, la actina de

7. sofium tampoco pertenece a la dase I,

Con respecto a las actinas citoplasmicas, la actina de 7. soliumr difiere en sdlo 5
aminoacidos de las actinas B y y; ademas de que comparte la presencia de 3 residuos de
naturaleza dcida af inicio de la secuencia y de la Met-17, posicién que en actinas musculares
es ocupada por Lys; con este tipo de actinas la diferencia es de 10 aminoacidos en el
aminoterminal; por su semejanza en la regién aminoterminal v en el pl tedrico con las

actinas citoplasmicas es muy posible que la actina de T. sofium pertenezca a la clase 1,
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VIl. CONCLUSIONES.

La actina de los cisticercos de 7aenia sofium es similar a las actinas de otros
organismos, porque fue posible su purificacion por extraccidn con Tris 1M y por
cromatografia de afinidad con DNasa I. Sin embargo, podria tener diferencias con fas actinas
conocidas porque no pudo ser despolimerizada completamente por el Tris 1M vy
aparentemente la forma monomérica tiene corta estabilidad, y se observan posibles dimeros
de actina con un peso molecular aproximado de 60 y 70 kDa.

La actina de Tsenia sokium puede ser purificada en forma polimerizada con el empleo
de Tris 1M y cromatografia por exclusion molecular en Sepharosa CL-4B, aunque e
rendimiento puede ser mejorado. Por otra parte, la purificacién de actina monomérica por
afinidad con DNasa I podria realizarse con el empleo de otro sistema de elucidn y el
rendimiento puede mejorarse con el uso de la cromatografia de intercambio idnico como
parte del proceso de purificacién.

l.a actina de los cisticercos tiene isoformas (posiblemente 36 4) conun plentre 54y
5.7 segin el andlisis por electroforesis bidimensional e inmunoelectrotransferencia; estos
valares son similares a las de actinas de otras fuentes. Las isoformas de actina fueron
encontradas en las muestras de extracte crude y miofilamentos, pero no en la actina
purificada.

Es posible que las isoformas de actina del cisticerco de Taenla sofium tengan
propiedades especificas que se reflejen en su localizacién y funcidn bioldgica. El estudio de la
composicion de aminoacidos de estas isoformas y de su expresién en los diferentes tejidos y

estadios del parésito conforman nuevas lineas de investigacion al respecto.
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Vill. PERSPECTIVAS.

Es necesario optimizar los métodos de purificacidn de actina para mejorar el rendimiento.

El método debe recuperar cantidades importantes de actina para realizar las siguientes

actividades:

i.

4.

Resolver con exactitud el nimero de isoformas de actina en electroforesis bidimensional (o
isoelectroenfoque). Con eflo se podria intentar su aislamiento desde membranas de PVDF
luego de su electrotransferencia.

Conocer la secuencia de aminodcidos de las isoformas de actina y compararlas con las de
otras especies,

Determinar la localizacién tisular de las isoformas para confirmar los hallazgos de la
distribucién de actina F y con ello, inferir si las isoformas de cisticercos pueden tener alguna
refacién con los patrones descritos para D, dendritricum.

Encontrar las posibles diferencias entre las isoformas de los diferentes estadios de 7. sofium.
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IX. APENDICES

1. Precipitacion de proteinas.

Los solventes organicos precipitan las proteinas por el cambio en la polaridad del medio.
La evaporacion del disolvente permite concentrar las proteinas en un volumen pequefio, Otil
para su analisis por electroforesis. Los solventes mas empleados con este fin son el metanol,
etanol y acetona [15, 56].

Procedimiento:

p—

Adicionar 400 pl de metanol absoluto por cada 100 1 de solucién de proteina.
Resuspender por pipeteo.

Agregar 100 yl de cloroformo y mezclar bien.

Adicionar 300 pl de agua.

Mezclar bien por pipeteo.

Centrifugar 1 min a 11,000 g.

Desechar el sobrenadante, sin romper [a interfase.

Adicionar 400 u! de metanol y mezclar por pipeteo.

© ® NS U oA W

Centrifugar a 11,000 g por 5 min.

10. Desechar el sobrenadante y conservar {a pastilla.

11. Dejar evaporar el metanol al aire hasta que se deje de percibir su clor.
12. Almacenar la proteina a —20°C.
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2. Electroforesis en geles de poliacrilamida [57].

2.1. Flectroforesis unidimensional. La clectroforesis es un método empleado
profusamente para fa separacion analitica de blomoléculas, que esta basado en el movimiento
de las motéculas cargadas en un inductor etéctrico utilizando un medio de soporte {que puede
ser una solucidn amortiguadora, papel de nitrocelulosa, celulosa o geles de poliacrilamida,
almidén o agarosa). Un método comilnmente empleado para el andlisis de proteinas es fa
electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE). El
DSS desnaturaliza las proteinas al romper interacciones no covalentes y les confiere una carga
neta superficial negativa, bajo estas condiciones, las proteinas migran de manera diferencial
dependiendo de su tamafio y de su peso molecular. La diferencia en la migracién puede
modularse por ef tamafic de poro del gel, que es reflejo de ia proporcién y concentracidn de
acrilamida y bisacrilamida, y por las condiciones de corrimiento, ademas de que las proteinas
pueden someterse a condiciones reductoras mediante el empleo de 2-mercaptoetanol o
ditiotreitol para romper puentes disulfuro, y a desnaturalizacion con urea 8M, con lo que las
proteinas pierden su estructura secundaria sin modificacién de su estructura primaria [15].

Los geles fueron preparados de manera discontinua, para ello se emplearon dos tipos de
geles: un ge! superior en el cual, mediante la formacién de un gradiente de voltaje en la fase
liguida, se concentra la muestra; y un gel inferior o separador en el cual se logra la separacion
de las proteinas.

2.1.1. Preparacion de geles y corrimiento electroforético.

1. Lavar los vidrios con agua destilada y alcohol al 70%, secar con gasa.

2. Montar en el casting para ia elaboracién de geles en el siguiente orden: vidrio, 2
separadores y alimina,

3. Preparar por separado las mezclas del gel separador y del gel concentrador (ver tabla 1),
agregar el TEMED y el persulfato de amonio hasta el momento de usarse.

4, Agregar lentamente la mezcla del gel separador en el casting por medio de una pipeta,
para evitar la formacién de burbujas.
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Soluciones Gel concentrador | Gel separador

Concentracién del gel 5% 1,5% 10%
Acrilamida-bisacrilamida 30% (29.2:0.8) 625 50ml 67ml
Tris 2M pH 8.8 —|  3.75ml| 3.75mi
Tris HCL 2M pH 6.8 3MBul| ] e
DSS 10% 50 pi 200 200ml
Agua bidestilada 3.76mi| 10.0mi{ 8.35mi
Persuifato de amonio 1.5 %0 250 pi 10mly 1.0ml
TEMEDO 3.7 4 10W] 10l

Tabla 1. Soluciones requeridas para fa preparacion de [os geles de poliacrilamida.

5.

© Agregar hasta el momento de usar.

Adicionar 200 ul de isobutanol-agua bidestilada (1:1) sobre la superficie del gel, para

formar una superficie plana,

6.
7,
8.
9.

Dejar polimerizar el gel por 1-2 h.
Lavar la superficie del gel con agua bidestilada para eliminar el isobutanol,
Secar la superficie del gel con papel fiitro.

Vaciar la mezcla del gel concentrador sobre el gel separador previamente montado en la

camara de electroforesis.

10.
11.
12.
13.

Colocar el peine adecuado evitando 1a formacién de burbujas.
Dejar polimerizar el gel por 1 h.
Retirar el peine y lavar los pozos con buffer de corrida.

tlenar la camara con el buffer de corrida en la parte inferior y en la parte superior hasta

el borde de la camara.

14.

Agregar las muestras, previamente hervidas en proporcidn 1:1 en amortiguador de

muestra, en los pozos formados en el gel.

15.

Conectar la camara a la fuente de poder {Bio Rad Power Pack 1000) y ajustar a las

condiciones de voltaje y/o amperaje requeridas.
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2.2. Electroforesis bidimensional. Los métodos de electroforesis bidimensicnal han sido
disefiados para separar a las proteinas con base en una propiedad molecular diferente en cada
dimension. Bl métado mas empleado para el andlisis de mezclas complejas de polipéptidos es la
separacidn de proteinas en la primera dimensién por isoelectroenfoque con base en su carga y
luego la separacion en la segunda dimension en presencia de SDS con base en su peso

molecular [66].

2.2.1. Soluciones para la primera dimensién [70).

Flectrolito de danodo NaOH 20mM

NaQH 0.2g
Agua desionizada 250 mi

Degasificar al menos durante 2 h.

Electrolito de citodo H;P0,; 10mM
H;PO; al 85% 1342l
Agua desionizada 2000 ml

Amortiguador de lisis {Al)

Urea 2.85¢

NP-40 10% 1.00 mi

2-mercaptoetanol 0.25 mi

Anfolites46 - 0.4 ml 0.45 ml
Anfolitos 3-10 0.5ml 0.1 mi 0.05 ml

Llevar a 5 ml con agua desionizada y almacenar a —20°C.

Solucién K o de recubrimiento.

Urea 2.79
Anfolitos 3-10 0.25ml
Anfolitos 4-6 0.25ml

Llevar a 5 mt con agua desionizada y almacenar a —20°C,
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2.2.2. Preparacion y corrimiento del gel de la primera dimensidn {70].

1. Sellar un extremo del tubo de casting con varias capas de Parafilm.

2. Llenar el tubo de casting con tubos capilares de modo que los extremos marcados con azul
queden hacia el extremo abierto.

3. Mantener los tubos en posicion vertical,

4. Preparar la solucién de menoméros.

Reactivos

Urea © 275¢g
Acritamida 30% (28.38:1.62) 665 pl
NP-40 10% 1.0 ml
Agua desionizada 955
Anfolitos 4-6 200 pl
Anfolitos 3-10 50 ul
Persulfato de amonio 10%@ S
TEMED® 5ul

Tabla 2. Férmula para la preparacidn de geles para la primera dimension.
Notas. © Disolver la urea en bafio maria a 37°C. @ Agregar al final antes de servir,

Wenar una jeringa con la solucion de mondmeros y adaptar una aguja.

6. Insertar la aguja en el tubo de casting de modo que la punta quede por debajo del borde del
tubo capilar. Los capilares deben {lenarse desde &l fondo, procurando no producir burbujas
al vaciar la jeringa y que el tubo se llene a 3/4 partes de su capacidad.

7. Tapar el tubo de casting y remover las burbujas atrapadas,

8. Colocar en posicidn vertical el tubo y permitir fa polimerizacién por 1-1.5 h,

9. Una vez polimerizado, retirar el Parafilm lentamente del tubo de casting y empujar los
capilares hacia fuera,

10. Retirar la acrilamida del exterior de los tubos,

11, Conectar el extremo azul a los reservorios de muestra por medio de los conectores flexibles.

12. Enjuagar el fondo de los tubos con HyPQ, 10 mM.
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e = ]

13,
14.
15.

16.
17.
18.
19,

20.
21.
22.
23.
24.

Fijar los capilares en el mddulo para la primera dimension.

Llenar el reservorio de muestra con NaOH 20 mM hasta ef tope.

Uenar la camara en su parte superior con NaOH 20 mM, cuidando que se sobrepasen los
tubos. En la parte inferior colocar el HiPQ, 10 mM.

Conectar y precorrer: 10 min a 200 V, 10 min a 300 V y 10 min a 400 V.

Quutar las soluciones de dnodo y catodo de la camara.

Llenar con NaOH 20 mM fresco y HaPO4 10 mM frescos.

Adicionar la muestra resuspendida en amortiguador de lisis en un volumen igual al volumen
de la muestra y colocar en los tubos 10 pg de proteina,

Adicionar 10 1 de solucién K (Si es necesarig, diluir 1:1 con agua).

Correr a 500V, i0 miny a 750 V, 3.5 h.

Sacar los geles del capilar con una jeringa de 1 ml y ponerlos sobre un Parafilm.

Marcar el lade positive y el negativo sobre el Parafilm.

Congelar a -20°C hasta su uso.

2.2.3. Preparacion y corrimiento de! gel de la segunda dimension [70).

¢os W

Preparar un gel de poliacrilamida al 10% sin gel concentrador y colocar un peine para geles
preparativos.

Secar con papel filtro la superficie del gel,

ARadir una pequeiia cantidad de solucién de equilibrio y quitar las burbujas

Colocar el gel de la primera dimensién en 150 ul de solucién de equilibrio de 1 a 3 min,
Quitar el exceso de solucién de equilibrio y cofocar el gel de la primera dimensidn sobre {a
superficie del gel de la segunda dimensién con la ayuda de una espatula limpia,

Llenar la cdmara con solucién amortiguadora de corrida, con cuidado de no levantar el gel
de ia primera dimensidn,

Correr a 100 V por 2 k.
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3. Protocolos para tincién de proteinas en geles de poliacrilamida.

3.1. Tincién con nitrato de plata.

Las tinciones con plata se basan en la reduccién de la plata idnica a piata metalica por
las proteinas, la plata metdlica se precipita donde ocurre {a reaccidn. Las proteinas deben ser
fijadas y tratadas con un reductor y un oxidante sucesivamente para incrementar la sensibilidad,
la cual estd en el orden de los nanogramos. Esta tincién es dtil para analizar y detectar

cantidades pequefias de proteinas [71, 72].
Procedimiento:

Fijar el gel en una solucion de metanol al 50% y acido acético al 10% durante 30min.
Incubar el gel en una solucion de metanol al 5% v acido acético afl 1% durante 15 min.
Lavar con agua desionizada 3 veces, 5 min.

Incubar durante 90 s en una solucidén de Na,S,0; 0.002% recién preparada.

Lavar con agua desionizada 3 veces, 30 s.

Incubar en una solucion de AgNO; 0.2% durante un minime de 25 min,

Lavar con agua desionizada 3 veces, 60 s.

Revelar con una solucién de NaCO; 6%, formaldehido 0.0185% vy Na;S;0; 4 ug/ml.

WwoE N AW

Incubar hasta la aparicion de bandas en ¢l gel.
10. Detener la reaccidn con acido acético al 6%.

11. Lavar con agua desionizada varias veces y conservar el gel en agua desionizada.

3.2, Tincion inversa con zinc-imidazol,

Esta tincidn se basa en la precipitacién del complejo Zn-imidazol-DSS alrededor de las
bandas proteicas en los geles de poliacrilamida, las cuales no se tifien; la tincidn es reversible y
permite transferir el gel o electroeluir las proteinas de interés luego de destefiir el gel. Su
sensibilidad es comparable a la tincién con plata [73].
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Procedimiento:

NP WA W

Inmediatamente después de {a electroforesis, incubar el gel en una solucidn de imidazol
0.2 My DSS al 0.1% durante 15 min con agitacion moderada.

Retirar la solucién y enjuagar unos segundos con agua destilada.

Incubar el get en ZnS0, 0.2 M durante 30-45 s,

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

Descartar la solucién y lavar abundantemente con agua para detener la reaccion.

Conservar el gel en agua.

En caso de que se requiera destefir el gel, incubar en una solucion de EDTA 1 M.

3.3. Tincion con Azul de Coomassie.

La tincién se basa en fa interaccién de las proteinas con el colorante azul de Coomassie

R-250, su sensibilidad se encuentra en el orden de los microgramos, y los geles tefiidos pueden

ser analizados por densitometria {74].

Procedimiento:

Después de la electroforesis, colocar el gel en una solucidn de azul de Coomassie R-250
0.06%, metano! 30%, acido acético 10% en agua bidestilada.

Incubar durante toda la noche.

Eliminar el exceso de colorante con metano! 50%, acido acético 10% en agua destilada.
Incubar con acido acético al 10% para hidratar el gel y continuar &l destefiido hasta que se

considere conveniente.
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3.4. Tincion con Rojo de Ponceau 8.

Es una tincion reversible de membranas para comporobar la electrotransferencia de
proteinas y se basa en la unidn de las proteinas al colorante Rojo de Ponceau S. Su sensibilidad
es def orden de fos microgramos [59].

Procedimiento:

1. Después de efectuada la electrotransferancia, incubar la membrana de PYDF con una solucion
de Rojo de Ponceau S en acido acético al 10%, durante 5 min.

2. Lavar con agua destilada hasta observar la aparicién de bandas.

3. Para el destefiido total, lavar con agua ligeramente alcalinizada con NaOH.

4. Prosequir con el tratamiento de la membrana.
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4. Determinacién de proteinas por el micrométodo colorimétrico de
Bradford. La técnica empleada para la determinacion de proteinas estz basada en un
micreensayo basado en el método propuesto por Bradford [75] utilizando el reactivo comercial
Bio Rad Protein Assay. El fundamento del método es el vire del colorante azul bellante de
Coomassie G-250 debido a su unidn con las proteinas, que se debe a la afinidad del colorante
hatia residuos de arginina y en menor proporcion a los residuos de histidina, tirosina, triptéfano,
lisina y fenilalanina. La intensidad de la reaccidn es proporcional a la concentracién de las
proteinas presentes [76). Para las determinaciones de concentracion de proteina total en los
extractos preparados se utilizd como estdndar a la albdmina sérica bovina fraccion V (ASB).

4.1, Curva de calibracién. Las alicuotas de! estandar de ASB (Img/ml) de la curva de
calibracién con la concentracién establecida (ver tabla 1), fueron colocadas en tubos de ensayo

y posteriormente se les adicionaron el volumen correspondiente de agua para después de agitar
adicionar 200ul del reactivo de Bradford (Bio Rad).

ASB img/mi (nl) | Reactivo de Bradford(pl) H,0 Ases am
0 200 860 0
2 200 798 0.129
4 200 796 0.266
6 200 794 0.327
8 200 792 0.484
10 200 790 0.570 —I

Tabla 3: Curva de calibracién de proteinas empleando el método Bio Rad.

4.2, Determinacién de fa concentracién en muestras problema. Con los valores de
absorbancia que se obtuvieron en la curva de calibracidn con ASB, se realizd una regresion lineal
y con ella se interpolaron [os valores de absorbancia presentados por las muestras para poder
obtener su concentracion de proteinas, considerando si hubo o no dilucidn inicial de las

muestras analizadas.
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