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RESUMEN

La cisticercosis es una de las enfermedades parasitarias que aln constituye un
problema de salud publica en paises del Tercer Mundo, incluyendo México. La
caracterizacion de moléculas de parasitos, cuyo uso probable sea Util dentro de las areas de
diagndstico y/o prevencién contra enfermedades, cada vez es mas relevante. En el presente
trabajo, se ha logrado aislar, clonar y secuenciar un cDNA que codifica para una subunidad o
de una ATPasa de Nat-K+ de T. solium a partir de una biblioteca de cDNA construida en
Agt10. El cDNA codifico una proteina de 1014 aminoacidos con un peso de 111,989 Da,
cuya secuencia de aminodcidos presentd una identidad de 82% con la secuencia de S.

Mansoni y 72% con la de humano y otros organismos.



INTRODUCCION

En la actualidad las enfermedades parasitarias siguen constituyendo un problema
importante de salud publica en paises del tercer mundo de Africa, Asia y América Latina,
incluyendo a México. Dos de estas enfermedades son la cisticercosis y la teniosis, cuya
prevalencia es de las mas altas en nuestro pais, sobre todo en comunidades turales en donde las
condiciones de vivienda e higiene son muy precarias y favorecen la transmision e infeccion
(Sarti, 1989). En Estados Unidos, se han registrado algunos casos, que han estado relacionados
con los inmigrantes de areas endémicas que laboran en casas habitacion de ese pais (Botero et
al 1993}

La cisticercosis es causada por el establecimiento de la forma larvaria (cisticerco) de
Taenia solium en los diferentes tejidos de su huésped intermediario, el cerdo o en el huésped
accidental que es el hombre, mientras que la teniosis es ¢l establecimiento de la forma adulta de

T, sofium en el intestino det huésped definitivo, que es el hombre (Malagon, 1989).

BIOLOGIA Y CICLO DE VIDA DE Taenia solium.

Taenia solium, es un helminto de cuerpo aplanado color blanguecino, que puede llegar a
medir de 2 a 7 m de longitud; su cuerpo consta de un escolex, el cual porta un rostelo con 2
hileras de ganchos y 4 ventosas, que le sirven para fijarse a la pared intestinal; posterior al
escolex, se encuentra el cuello del que se originan numerosos segmentos llamados proglétidos,
los cuales constituyen la porcion corporal dltima {lamada estrobilo. Cada uno de los proglotidos,
que pueden ser de 800 a 1000, conforma una unidad de reproduccion; los segmentos mas
cercanos al cuello son inmaduros, por lo que no muestran oérganos sexuales diferenciados, los
progldtidos un poco mas alejados son segmentos maduros, que albergan érganos sexuales

masculinos y femeninos, y por ultimo se encuentran los proglotidos gravidos, que son los que



contienen un Gtero ramificado con huevos en su interior.

El gusano adulto se establece en el intestino delgado, especificamente en el yeyuno,
adhiriéndose por medio de sus ganchos y ventosas al epitelio. Este parasito carece de aparato
digestivo y se alimenta de las moléculas orgnicas que se hallan en el intestino, las cuales
transporta al interior por medio de difusion o transporte activo a través de su superficie
tegumentaria, la cual en su parte externa presenta proyecciones digitiformes Ilamadas
microtricas (Cox, 1989; Aluja et al., 1987). Los huevos de T solinm miden de 30 a 40um de
diametro. La cubierta del hueva, el embridforo, protege a la oncosfera o embrién. Los huevos
salen del huésped definitivo dentro de los proglotidos y su desarrollo continita cuando son
ingeridos por el huésped intermediario. La eclosién de los huevos es ayudada por enzimas
proteoliticas del huésped, mientras la activacion del embrién se debe probablemente a la accion
de la bilis (Cox, 1982). La oncosfera una vez libre es capaz de penetrar la pared intestinal,
llegando a vasos sanguineos o linfaticos, cuya corriente la transporta a cualquier tejido, en
donde se desarrolla como larva o cisticerco. El cisticerco es un saco membranoso de color
blanquecino transparente de unos 5x10mm, que esta lleno de liquido y que alberga un escolex
invaginado.

Cuando el hombre come carne de cerdo infectado con cisticercos, mal cocida o cruda, el
cisticerco evagina gracias a la pepsina, tripsina y sales biliares del huésped y se convierte
paulatinamente en una tenia adulta, la cual inicia la liberacion de proglétidos con huevos al
medio externo, en donde estos pueden ser ingeridos por cualquiera de los huéspedes, ya sea el
intermediario o el accidental, cerdo y hombre respectivamente (Fig. 1}.

Debido a la naturaleza del ciclo, esta enfermedad representa, tanto en México como en

paises en via de desarrollo, un problema de salud piblica ya que puede repercutir en la
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Figura 1.Citlo de vida de Taenia solium




productividad y en la salud de personas econémicamente activas cuando llega a verse afectado
¢l sistema nervioso central, Asociado a esto, deben considerarse también las pérdidas
ccondmicas que causa por el decomiso de cerdos infectados y su posterior desecho como carne
destinada al consumo (Infante et al., 1997). El hombre es el Gnico responsable de la dispersion
de los huevos del gusano y por lo tanto de la infeccién de cerdo y hombre, siendo este ltimo el
factor decisivo en la transmision de esta parasitosis, por lo que las medidas de control deben
estar dirigidas en primer lugar al diagndstico y tratamiento de la poblacién humana infectada
con el estadio adulto de 7. solium (Aluja et al., 1987, Diaz-Camacho et al., 1989; Sarti, 1992).
Esta enfermedad se ve favorecida ante la exposicion a ciertos factores de riesgo como lo pueden
ser la convivencia con un portador del gusano adulto, la inadecuada higiene personal, falta de
letrinas y agua potable, la coprofagia en cerdos, entre otros {Sarti, 1992; Diaz-Camacho et
al..1989), por lo que podria ser controlada y hasta erradicada dando solucidn a tales situaciones,
de forma que las comunidades fueran provistas de drenajes e inodoros, que los cerdos fueran
criados en lugares cerrados y con alimento apropiado, etc. Sin embargo, todas estas medidas
implican cuantiosos gastos, no sélo en instalaciones, sino también en educacion. Por todo lo
anterior, se ha venido buscando otro tipo de solucion, que comprende desde un diagnostico
especifico para esta parasitosis, asi como un tratamiento con drogas cestocidas o una vacuna

para su eliminacion, tanto en humanos como en cerdos.

PREVALENCIA DE LA CISTICERCOSIS.

La prevalencia de estos pardsitos es variable, y depende de: a) la naturaleza de la
relacién entre seres humanos y cerdos, b) las medidas gubernamentales y comunitarias del
manejo y destino de las heces humanas, c) el control de la carne de cerdos parasitados, y d) los

procedimientos para identificar y tratar al enfermo portador del parasito (Aluja et al., 1987).
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La prevalencia de la cisticercosis humana en México, segin dos estudios nacionales
seroepidemiologicos fue del 1% (Larralde et al.,1992), encontrando como factores asociados a
la prevalencia de esta enfermedad el analfabetismo, el fecalismo al aire libre, desérdenes
neurolégicos, viviendas en areas rurales y la crianza nistica de cerdos (Larralde et al., 1992
Aranda-Alvarez et al., 1995). Los estados con mayor porcentaje de seroprevalencia de
anticuerpos entre 1987 y 1988, fueron los de Guerrero (2.97%), Zacatecas (2.73%), Guanajuato
(2.22%), Jalisco (2.10%), Michoacan (1.42%), Puebla (1.35%) y Estado de México (1.20%),
(Larralde et al., 1992). Sin embargo en México, D.F., también hay una alta frecuencia en zonas
urbanas, lo cual puede deberse a que los estudios realizados muchas veces se realizan en
hospitales ubicados en zonas urbanas, y/o a que en zonas rurales el problema no se diagnostique

o notifique (Sarti, 1989),

SINTOMAS DE TAEN!IOSIS Y CISTICERCOSIS

La mayoria de los individuos infectados con el adulto de 7. solium suelen presentar
sintomas ligeros, como dolor abdominal, pérdida de peso, anorexia o un gran apetito, vomito,
diarrea y anemia (Monroy, et al., 1992).

En cuanto a los sintomas presentados por pacientes que padecen cisticercosis, tenemos
una gran diversidad, ya que estos dependen basicamente del nimero, localizacion, viabilidad de
las larvas y respuesta inmune del huésped. La localizacion mas observada de los cisticercos en
humanos es el tejido subcutaneo y cerebro, pero también pueden localizarse en ojo, corazén,
mtsculo, higado, pulmones y médula espinal (Malagon, 1989).

La neurocisticercosis (NCC), es la forma mas importante de la cisticercosis, sin embargo

existen otras manifestaciones clinicas que van a depender de los criterios ya mencionados



anteriormente. Los sintomas neurolégicos en una NCC inactiva, pueden ser causados por la
presencia de granulomas, calcificacion y fibrosis residual. En una NCC activa. pueden
encontrarse cisticercos solitarios o en racimos localizados en diversas regiones del SNC,
causando edemas cerebrales con el consecucnte aumento de la presion intracraneal, vasculitis,
hidrocefalia, compresidn de la médula espinal, etc. Tanto la NCC activa como inactiva, puede

causar reacciones inflamatorias y lesiones cuya manifestacion clinica mas comun es la epilepsia

(Botero et al., 1993}.

DIAGNOSTICO

Hoy en dia todavia no se cuenta con una prueba especifica para el diagnostico de
enfermedades causadas por céstodos en animales y en el hombre; esto se debe a diversas
complicaciones como lo son la reactividad cruzada de antigenos entre parisitos relacionados,
intensidad de la respuesta inmune segin la fase de infeccién en el huésped, asi como los
problemas de sensibilidad y especificidad de las pruebas serologicas tradicionales (Allan et al.,
1990).

La mayoria de las veces no es posible hacer un diagndstico correcto de la teniosis debido
a que los métodos utilizados son poco confiables. Entre los métodos de diagnostico para dicha
enfermedad, se cuenta con los analisis coproparasitoscopicos, los cuales no son optimos debido
a que todos los huevos del género Taenia tienen morfologia idéntica, y un ELISA para
deteccion de coproantigenos, el cual, segiin un estudio, es un método diagnéstico confiable ain
en el periodo prepatente, es decir, cuando no se expulsan proglétidos, ni se observan huevos por
microscopia {Avila et al., 1994). Sin embargo, a pesar de tener una alta sensibilidad y no
generar reacciones cruzadas con otros helmintos, no puede distinguir entre T. solium y T.

saginata. Recientemente también se ha desarrollado una prucba para la deteccion de huevos en



heces usando técnicas de hibridacion de DNA, obteniendo resuftados prometedores en cuanto a
sensibilidad, y actualmente se estd evaluando para distinguir entre huevos de 7. saginata p 1.
solium (Flisser et al. 1990; Flisser et al., 1997).

Para el diagndstico de la cisticercosis humana, se cuenta con técnicas fisicas
representadas  por los métodos imageneoldgicos, como por ejemplo la tomografta
computarizada (TC) (Garcia et al., 1994), y la resonancia magnética nuclear (RMN) (Creasy et
al., 1994), que son Gtiles no solo para confirmar la etiologia de la enfermedad, sino también para
conocer el niimero, estadio y localizacion de los cisticercos, asi como la extension de las
lesiones.

También se han implementado diversas técnicas inmunoldgicas complementarias en
Meéxico para determinar la presencia de anticuerpos anti-cisticerco, ya sea en suero o liquido
cefalorraquideo: fijacion del complemento, inmunoelectroforesis, hemaglutinacién indirecta,
ensayo inmunoenzimatico (ELISA) e inmunoelectrotransferencia (IET). El inmunodiagnéstico
resulta ser un procedimiento de bajo costo en comparacion con los estudios de TC y RMN.
Ademas la presencia de anticuerpos especificos anti-cisticerco pueden confirmar la enfermedad
(Flisser et al, 1997). En la década pasada se utilizé el ELISA de manera rutinaria para
confirmar el diagnéstico clinico cuando no se cuenta con las técnicas de imagen o sus resultados
no son concluyentes. Esta prueba tiene una sensibilidad de 75 a un 90%. Sin embargo, es muy
comiin que esta prueba presente reacciones cruzadas con otros helmintos, ya que como antigeno
se emplea un extracto crudo de cisticerco o su fluido vesicular, lo que dificulta un diagnostico
especifico. La IET, resuelve el problema de ias reacciones cruzadas, al emplear una fraccidn
enriquecida de glucoproteinas purificadas de un extracto crudo de cisticerco, identificando a 7
antigenos especificos (GP S0, 42, 24, 21, 18, 14 y 13 kD). La prueba tiene un 98% de

sensibilidad al emplear suero y 95% con LCR, mientras que la especificidad es de 100% en la



clinica cuando se utilizan grupos bien definidos de individuos con la enfermedad (Tsang et al.,
19893, No obstante estas ventajas, el requerimiento de un equipo refinado, en comparacién con
el ELISA, resulta en una dificil aplicacion de esta prueba en laboratorios no suficientemente
equipados y en especial de zonas rurales (Aluja, et al,, 1987).

Hasta ahora, las pruebas serologicas que han sido desarrolladas pueden ser
confirmativas, si se encuentran antigenos circulantes del parasito, o presuntivas si se detectan
anticuerpos, por lo cual hasta la fecha resulta muy dificil diagnosticar con un [00% de
eficiencia la neurocisticercosis y/o teniosis en el hombre, por lo que el objetivo prioritario en
este aspecto es desarrollar pruebas lo suficientemente sensibles y especificas para su deteccion

(Monroy et al., 1992).

TRATAMIENTO

Hasta la fecha, el tratamiento de la cisticercosis puede ser sintomdtico, quinirgico o
farmacologico (Escobedo,1989). El primero esta enfocado al control de crisis convulsivas,
cefalea, hipertension intracraneana y alteraciones de la conducta. El tratamiento quirirgico,
consiste en la extirpacion de los cisticercos y varia segiin la localizacion y lfas caracteristicas
patologicas de la enfermedad. Sin embargo, no soluciona problemas como los de cisticercos
inaccesibles, reaccion inflamatoria, etc. Finalmente estd el tratamiento farmacolégico, tanto
para cisticercosis como para teniosis, que ha logrado buenos resultados, empleando
medicamentos en casos en Io.s cuales se suponga la existencia de parasitos vivos sobre los
cuales actien (Escobedo,1989). En caso de infecciones intestinales con la fase adulta de T.
solium, se ha empleado praziquantel y niclosamida (Escobedo,1989). También el praziquantel
ha sido empleado en casos de neurocisticercosis, utilizandose en esta Gltima dosis de 15-

20mg/kg 3 veces al dia por 3 dias. Por otro lado, también han sido utilizados 2 farmacos, que



estan incluidos dentro del grupo de los llamados benzimidazoles, que son el mebendazol y el
albendazol, de los cuales este Gltimo ha tenido muy buenos efectos en la reduccidn del nimero
y tamaiio de los cisticercos, dandose dosis de Smg/kg 3 veces al dia por 8 a 30 dias (Liu y
Weller, 1996). A pesar de los resultados positivos que se han observado con estos
medicamentos, se ha empezado a hablar del surgimiento de un nuevo problema que comprende
la resistencia antihelmintica que han desarrollado los parasitos de ciertos tipos de ganado,
particularmente contra los benzimidazoles, aunque también contra el praziquantel. Entre los
factores que se proponen como facilitadores de la resistencia antihelmintica destacan: los
tratamientos masivos con los firmacos en cuestion, su uso frecuente, el uso de la misma clase
de anti-helminticos por largos periodos y las dosis. Todos estos hallazgos sugieren que el
problema de la resistencia antihelmintica puede extenderse, produciéndose helmintos pardsitos
de humanos resistentes a través de fos tratamientos masivos (Geerts et al., 1997).

Actualmente se esti tratando de elaborar una vacuna contra helmintos parasitos,
incluyendo una especifica para T. sofim (Pathak y Gaur., 1990; Manoutcharian et al., 1995;
Sciutto et al., 1995; Valdés et al., 1994, Vibanco et al., 1999). El mayor reto para lograr una
vacuna efectiva, asi como para encontrar un mejor método de diagndstico, es identificar los
antigenos adecuados que provean un grado alto de proteccion o un diagndstico sensible y
especifico. En algunos estudios se han utilizado como vacunas antigenos crudos obtenidos de
oncosferas, cisticercos o parasitos adultos. obteniéndose diferentes grados de proteccion (Flisser
et al, 1997). Uno de los principales obstaculos en afios anteriores era la produccion de
cantidades suficientes del antigeno deseado a partir de extractos crudos del parasito en cuestidn,
sin embargo con el desarrollo de las técnicas de DNA recombinante, se ha logrado salvar este
obstaculo (Lightowlers 1994). La postbilidad de proteger contra helmintos ya se ha logrado con

€xito contra T. ovis en ovejas mediante el uso de una vacuna recombinante, usando una prateina



de fusion (To45), logrando 94% de proteccion (Johnson et al., 1989). Asimismo, se han llevado
a cabo ensayos de vacunacion usando antigenos de 7. crassiceps en cerdos con cisticercosis por
7. solium (Manoutcharian et al..1996). obteniendo una proteccion de 96.8%. Estos datos
apuntan hacia la posibilidad de producir una vacuna recombinante eficaz contra 7. selium.
Actualmente se busca el antigeno o la combinacion de antigenos recombinantes, que reiina las
caracteristicas necesarias para su uso en diagnostico, o para la elaboracion de una vacuna que
ofrezca ¢l 100% de proteccion, y verificar su efectividad en poblacion abierta, donde es
importante considerar la heterogeneidad que implica un reto en condiciones naturales, en el que
intervienen tanto las variaciones del hospedero (composicion genética, nutricion), asi como del

parasito (variabilidad antigénica) (Manoutcharian et al., 1996; Valdez et al., 1994).

ANTECEDENTES.

Las células de todos los organismos, tanto procariontes como eucariontes, necesitan
mantener un equilibrio idnico entre el interior del organismo y el medio externo, ya sea por
simple difusion de moléculas no polares y/o moléculas polares pequefias no cargadas (transporte
pasivo), o por transporte de moléculas polares grandes y/o iones a través de proteinas de
membrana acarreadoras o formadoras de canales (transporte activo). Este dltimo requiere de
energia en forma de adenosin trifosfato (ATP), para llevarse a cabo. Se ha demostrado que
estos procesos, de transporte y energia, estan intimamente relacionados al descubrir reacciones
de translocacion de iones acopladas a la sintesis o hidrélisis de ATP; estos procesos de

acoplamiento, son llevados a cabo por una diversidad de enzimas, entre las que se encuentran

las ATPasas,
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TIPOS DE ATPasas.

Las ATPasas son proteinas transmembranales encargadas del transporte de iones a través
de las membranas en contra de su gradiente de concentracion mediante la utilizacion de energia
en forma de ATP. Las ATPasas estan clasificadas en 3 grandes categorias: ATPasas tipo P,
debido a que forman un intermediario fosforilado (en inglés Phosphorilated), como parte de su
ciclo de reaccién: las tipo V, que fiteron encontradas en vacuolas de Newrospora y levaduras (de
ahi su simbolo), y las tipo F, encontradas en bacterias, cloroplastos y mitocondrias, constituidas
por 2 unidades basicamente, FO y F1, (Pedersen y Carafoli, 1987). Entre las caracteristicas que
permiten diferenciar a las distintas clases de ATPasas, se pueden mencionar su modo de accion,
Su Iocz'llizacién en ¢l interior celular, su estructura molecular y su sensibilidad a diferentes
inhibidores, entre las mas importantes (Tabla 1). En muchos tipos celulares, particularmente
eucarionies superiores, las ATPasas tipo P, V y F, estan acopladas, de tal manera que las
ATPasas tipo F, localizadas en la membrana mitocondrial interna, intervienen en la sintesis de
ATP, proporcionando este tltimo a las ATPasas extramitocondriales (tipo V y P), las cuales lo

hidrolizan para llevar a cabo su trabajo celular (Pedersen y Carafoli, 1987).

ATPasas TIPO P,

Existen diferentes tipos de ATPasas tipo P, que se caracterizan principalmente por el
tipo de ion gue transportan (Tabla 2); las clasificaciones de este tipo de ATPasas difieren en
cuanto a los criterios que se toman en cuenta para realizar dichas agrupaciones. Basandose en
analisis de hidrofobicidad, Lutsenko (1995), propone que las ATPasas tipo P pueden ser
divididas en 2 grupos principalmente, segiin el tipo de iones que transportan; en un primer
grupo quedarian, las ATPasas que transportan iones de metales pesados, y otras que transportan

iones de metales no pesados, quedando en un grupo aparte la ATPasa KdpB de E. coli, que
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comparte caracteristicas estruct

subdividirse en heteroméricas,

monoméricas como las ATPasas de Ca’'y Mg?" (Lutsenko y Kaplan, 1995).

Tabla 1. Caracteristicas principales de las diferentes clases de ATPasas.

urales con ambos grupos, por otro tado, el segundo grupo, puede

como por ejemplo las ATPasas Na-K~ o H-K', y en

ATPasas

Tipo P

Tipo V

Tipo F

Localizacidn celular

En membranas plasmaticas
de células eucariontes y
reticulo endo y sarcoplismico

En vacuolas, lisosomas,
vesiculas del Golgi, endo
somas, granulos
almacenadores.

En bacterias,
mitocondrias
cloroplastos.

Unidades cataliticas

Constituidas por una
unidad catalitica ot y otra
unidad {8, cada una con
diferente funcién

Constituidas por
miiltiples subunidades
con distinta funcidn
cada cadena.

Formadas por una
Unidad catalitica Fo
Transportadora de

H" y Una unidad
sintetizadora o
degradadora de ATP.

Peso Molecular

De 70-100kDa

Aprox. > 400kDa

Aprox. > 450kDa

Funcion

Transporte de iones para
mantener un gradiente
entre el interior y exterior

Captura y almacenaje
de catecolaminas, seroto-
nina, acetilcolina.

En organismos
aerobicos, participan
en la sintesis de

celular Promueven disociacion | ATP ..
ligando-receptor.
Sensibilidad Inhibidas totalmente por va- | Inhibidas por DCCD, Inhibidas por DCCD,

a inhibidores

nadato, pero diferente
sensibilidad a DCCD,
DES y ouabaina.

DES, Tributiltin, KNO3.

DES, oligomicina,
cadmio y agentes
COn mercurio

Homologia

{secuencias nt)

Significativa homologia en
cuanto a secuencia;
posible ancestro comin
para todas.

Homologia significati-
va de secuencia

entre algunas subuni-
dades de la unidad F;.

DCCD, N-Diciclohexilcarbodiimida.

DES. Dietilestilbestrol
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Tabla 2. Clasificacion de ATPasas tipo P.

Tipo de ATPasa | Localizacion

Cat Reticulo sarcoplasmica y membrana plasmatica.
H+-K+ Mucosa gastrica

H+ Plantas y hongos

Cd+y K+ Bacterias

Por su parte, Mller (1996), subdivide a las ATPasas tipo P en 2 categorias: las ATPasas
tipo |, de procariontes, y las tipo II, de eucariontes, basandose en diferencias en cuanto a la
organizacién y distribucioén de los segmentos transmembranales en la membrana celular (Mdller
et al., 1996).

Estructuralmente hablando, las ATPasas tipo P, constan de 2 o mas subunidades
cataliticas. por lo que los pesos moleculares difieren desde 72kDa (ATPasa bacteriana
transportadora de Cadmio), hasta 200kDa (ATPasa ATPI de Plasmodium spp.). En todas ellas
se han descrito regiones de homologia, tales como el sitio de fosforilacion (DKTGS/T), el
segmento TGDN, en el probable dominio de unién al ATP, y la secuencia MXGDGXNDXP,
que conecta al dominio de union al ATP con los segmentos transmembranales, que estan
relacionados con la union a los iones y su translocacion (Lutsenko y Kaplan, 1995),

Las caracteristicas comunes a todas las ATPasas tipo P son un gran dominio hidrofilico
inmerso en el citoplasma, el cual contiene los sitios de union al ATP y de fosforilacion, asi
como una region citosolica mas pequeiia localizada en la parte amino terminal de la cadena
polipeptidica. Estas partes citosolicas estan unidas a la membrana por un cierto numero de

segmentos transmembranales, los cuales difieren en su organizacién dependiendo de la ATPasa

de que se trate (Mdller et al. 1996).



La mayor parte del sitio de unidn al ATP. esta formado por residuos de aminoacidos
tocalizados en €l asa citoplasmica mas grande {Pedemonte y Kaplan, 1990), mientras que la
parte involucrada en la coordinacion del transporte de iones esta formada por segmentos
ransmembranales. Sin embargo, ! numero total de segmentos transmembranales en cada una
de las ATPasas tipo P, varia segin del tipo de ATPasa. Sim.ilitudes en estructura y mecanismos
de reaccion de las ATPasas tipo P, sugieren que estas enzimas han evolucionado de un ancestro
comun. De este tipo de ATPasas, solo ta ATPasa de Na'-K™ y la ATPasa de H"-K', requieren

una subunidad B para su actividad normal (Blanco et al., 1994).

ATPasa Na'-K', una ATPasa tipo P.

El intercambio de Na® (3) citoplasmatico por K" (2) extracelular, es llevado a cabo por la
ATPasa Na'-K*, una proteina integral de membrana con propiedades cataliticas, la cual
mantiene un gradiente de Na' - K7 dentro y fuera de la célula, respectivamente. Este es usado
como una fuente de energia para la creacion de un potencial de membrana, para la
repolarizacion de tejidos excitables, asi como para la regulacion de la composicion ionica
citoplasmitica, para mantener el volumen celular y para el transporte activo de glucosa y
aminoacidos en contra de sus gradientes de concentracion (Shull et al., 1986).

La ATPasa Na+-K-+, es un heterodimero constituido por 2 subunidades polipeptidicas, {a
subunidad o de 112 kDa y ta subunidad B, la cual es una glicoproteina de 55kD, cuya porcion
protéica tiene una masa de 35 kDa. Las propiedades cataliticas estan asociadas a la subunidad o,
la cual tiene el sitio de union al ATP, el sitio de fosforilacién y aminoacidos esenciales para la
unién a los iones y a los glucdsidos cardiacos (Shu!l et a).1986; Lingrel y Kuntzweiler, 1994).

Las diferentes isoformas que se han encontrado de cada una de las subunidades, exhiben un



patron de expresion especifico de tejido y del desarrollo, lo que puede ser tmportante en

mantener y regular la actividad de la ATPasa Na'-K" (Blanco et al., 1994).

SUBUNIDAD a.

La subunidad o tiene aproximadamente 1012 aminoacidos con una masa molecular
relativa de 110 000, y sus secuencias nucleotidicas en diferentes especies y diferentes tejidos
son casi idénticas (Shull et al, 1985) (Fig. 2). Se han identificado 3 isoformas de esta
subunidad (al, &2 y a3) en vertebrados, que se encuentran en proporciones diferentes en las
células de distintos tejidos; tienen igual peso molecular, pero hay diferencias en su composicion
de aminodcidos y en sus secuencias nucleotidicas, existiendo en estas Gltimas una homologia de
hasta un 82%, presentandose las mayores diferencias en el extremo amino terminal.

La isoforma o, se encuentra practicamente en todas las células, principalmente en rifidn
y otros epitelios de transporte de Na'. la 2 predomina en musculo esquelético, corazon,
neuronas y adipocitos, y la a3, se halla principalmente en tejido nervioso junto con las
isoformas a! y o2, pero también en misculo liso y probablemente en tubos colectores renales
(Takeyasu et al., 1990; Skou y Esmann, 1992; Méller et al., 1996). La localizacién de los
aminoacidos del extremo amino de la subunidad «, se encuentra en el lado intracelular de la
membrana, y estudios recientes de localizacion de epitopos para anticuerpos indican que el
extremo carboxilo terminal de la proteina también se localiza en el lado citoplasmico de la
membrana (Antolovic et al., 1991). Se deduce que el nimero de segmentos transmembranales
son 8 (denominados H1 a H8), y se ha sugerido que tienen una estructura de tipo a-hélice,
mientras que e} asa intracelular principal, la cual contiene, entre otras cosas, el sitio de union al

ATP en el residuo Lys 501, tiene predominantemente una estructura de p-plegada (Skou et al.,



1992). La subunidad c.. también ticne el sitio de fosforilacién en la Asp 3G9, en el lado
citoptasmatico. pero los sitios de unién al cation no han sido identificados todavia, aunque se
sugiere que estos sitios de Lransporte, (anto para K' como para Na', son idénticos y que el
transporte es un proceso Secuencial (Skou et al, 1992). De este modo, la subunidad @ es
fosforilada por ATP y sufre cambios conformacionales acompafiados por la unidn, oclusién y
translocacion de iones (Blanco et al., 1994). Se ha concluido a partir de estudios de microscopia
electrénica de cristales bidimensionales, que uno o mas de los dominios hidrofébicos del

extremo carboxilo de la subunidad o, sean los que probablemente estén en contacto con la

subunidad B (Shull et al.,1986).

La subunidad catalitica ¢ puede existir al menos en 2 estados conformacionales, y es
aparentemente durante la transicion entre estos estados que el Na' y el K atraviesan la
membrana celular. Esta transicidon conformacional parece involucrar al menos 80 aminoacidos,
los cuales sufren una transicion entre a- hélice y p- plegada durante cada ciclo de fosforilacion
y defosforilacion. Tanto la union del Na' y el K*, los glicosidos cardiacos y el ATP, influyen en
el estado conformacional de la enzima, por lo que parece haber una comunicacion a través de la
molécula, involucrando a los dominios citoplasmicos. transmembranales y extracelulares.

La regién amino-terminal, que esta en el lado citoplasmico de la membrana, es
fuertemente hidrofilica y contiene muchos residuos aminoacidos cargados, incluyendo residuos
de Lys altamente conservados, y se ha propuesto que esta region controle el paso de los iones de
Na’ y K" a los sitios de union a cationes en el lado citoplasmico de la proteina. Asimismo, se ha
sugerido que las secuencias transmembranales de los segmentos hidrofobicos H1 y H2, forman
parte de un canal i6nico; la presencia de varios residuos 4cidos entre estas regiones, que podrian

servir como sitios de union a cationes en la superficie extracelular, es consistente con esta
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posibilidad. Una fisura extracelular relativamente hidrofobica entre los segmentos H3 y H4
tienen las caracteristicas que cabrian esperar en el sitio de unién a digitalicos y esta conectado al
sitio de fosforilacién por una secuencia, la cual puede ser un importante componente del sistema
de transduccion de energia. La secuencia que se extiende desde el sitio de fosforilacion hasta el
dominio H4 puede ser una via de transduccién de energia en los dominios transmembranales
involucrados en el transporte de cationes. La mayor parte de la proteina, incluyendo el dominio
amino terminal, las secuencias entre los segmentos H2 y H3, aquellas entre los segmentos H4 y
HS y el extremo carboxilo terminal, estan localizados en el lado citoplasmico de la membrana;

muy pocas regiones de la proteina son extracelulares (Shull et al., 1985).

Figura 2. Estructura esquematizada de la subunidad o de una ATPasa de Na+-K+,

SUBUNIDAD f.

La subunidad B consta aproximadamente de 300 aminoacidos con una masa molecular

relativa de 55,000. Se han identificado 3 isoformas de esta subunidad (B1, 82 y B3), entre las

cuales se ha encontrado una baja similitud en sus secuencias nucleotidicas. Tienen un sdlo



segmenio transmembranal cerca del extremo amino de la proteina, el cual estd localizado en el
lado citoplasmitico de la membrana, mientras que el extremo carboxilo esta localizado en el
lado extracelular. Esta subunidad esta considerablemente glicosilada en 3 residuos de Asn del
lado extracelular de la membrana, con una masa de azitcares de alrededor de 10 kDa cada uno
(Shull et al., 1986; McDonough et al., 1990). Estudios de microscopia electronica sugicren que
una gran parte de la subunidad B, un dominio de aproximadamente 45 kDa, esta localizada en el
lado extracelular de la membrana (Shull et al., 1986; Lutsenko y Kaplan, 1993). Ciertos
trabajos sugieren que el papel que juega la subunidad B es estructural, ya que al parecer es
importante para la insercidn del complejo aff en la membrana (Shull et al., 1986); por su parte,
McDonough et al., 1990 sugieren que la subunidad P podria regular, a través del ensamblaje ap,
el nimero de ATPasas transportadas a la membrana plasmitica; otros autores sugieren que esta
subunidad, apoya la conformacién nativa de la subunidad catalitica o en su funcion de
transporte (Mdller et al, 1996). Por otro lado, también se sugiere que podria estar involucrada
en la maduracion de la enzima y estabilizacion de la proteina en su forma intermediaria unida a
K* y que la estructura y conformacion del dominic extracelular de esta subunidad, la cual es
mantenida principalmente por puentes disulfuro, juega un papel importante en el proceso de

unién a los cationes ocluidos (Kirley et al., 1990; Lutsenko et al., 1993).

ACOPLAMIENTO ENTRE TRANSPORTE IONICOQ Y TRANSDUCCION DE
ENERGIA
Uno de los modelos mas atiles para entender el acoplamiento entre la reaccion de
hidrélisis y el transporte de cationes es el de Albers-Post (Albers, 1967, Post et al., 1969), en el

que se proponen reacciones consecutivas, con una fosforilacion dependiente de Na® seguida por



una defosforilacion dependiente de K'. El principio mas importante de este modele son los
cambios en las afinidades por los cationes, y la oclusion y deoclusion de estos mismos
gobernadas por la degradacion de ATP La oclusion de K disminuye la afinidad por el ATP,
mientras que la union de Na™ a los sitios sin oclusion incrementa la afinidad por el ATP. La
fosforilacion lleva a la oclusion de Na', mientras la defosforilacion lleva a la oclusion de K~
(Skou y Esmann, 1992). Resumiendo, 3 iones Na', se unen a la enzima en el lado citoplasmico
y la enzima es fosforilada por ATP, de una manera dependiente de Na”, posteriormente, ocurre
un cambio conformacional y los sitios de unién al Na’ son expuestos a la superficie
extracelular, siendo liberados los iones e inmediatamente después se unen 2 iones K™ a la
enzima; se lleva a cabo la defosforilacion y la unidn del ATP acompafiados otra vez de un
cambio conformacional que permite que el K+ sea liberado en el citoplasma (Lingrel y
Kuntzweiler, 1994). Este proceso resulta en el transporte de 3 iones Na+ hacia el exterior de la

célula y 2 iones K+ hacia el interior de la célula, por cada ATP hidrolizado.

INHIBIDORES DE LA ATPasa Na+-K+.

Los glicésidos cardiacos (ej. ouabaina, digoxina) son inhibidores especificos de la
ATPasa Na™-K”, actuando desde el iado extracelular de la membrana. Estas sustancias difieren
en su afinidad, debido a la presencia de las diferentes isoformas de la enzima. El vanadato es un
estado de transicion analogo del fosfato que se une al sitio de fosforilacion en todas las ATPasas
tipo P. El K en los sitios citoplasmicos del sistema, promueve la unién del vanadato, mientras
que el K™ extracelular no tiene efecto. El Na™ en los sitios extracelulares protege contra la union
del vanadato, pero el efecto puede ser revertido por el desplazamiento de los iones Na' por
iones K. El antibidtico oligomicina inhibe a la enzima por el lado extracelular, pero en

contraste con los inhibidores anteriores, no inhibe completamente la actividad de la enzima,
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sdlo disminuye el nive! de hidrolisis y de transporte (Skou y Esmann, 1992).

REGULACION DE LA ACTIVIDAD DE LA ATPasa Na' -K.

Debido al efecto combinado del Na+ citoplismico y del K+ extracelular, y 2 la
inhibicién por K+ citoplasmico y Na+ extracelular, cualquier cambio en los flujos pasivos de
Na+ y K+ a través de la membrana celular, llevara a cambios compensatorios en el transporte
activo de los 2 cationes. La actividad de la ATPasa Na™-K', bajo condiciones normales de
concentracion de Na’ y K* citoplasmatico y extracelular, es solo una fraccidn de su capacidad
méxima. El poder de reserva es importante durante situaciones extremas, por ejemplo durante el
ejercicio, donde el misculo gana Na™ y pierde K*. Se ha observado un efecto estimulante de la
actividad enzimatica por insulina, epinefrina y la norepinefrina, las cuales pueden jugar un
papel durante el gjercicio. Sin embargo, las sustancias antes mencionadas no tienen efecto
directo en la ATPasa Na'-K" aislada, y la mediacion de su efecto en células intactas parece
involucrar al AMP ciclico. Las hormonas tiroideas y los corticosteroides también incremenian
la actividad de la ATPasa Na'™-K", pero el efecto se desarrolia muy lentamente y parece deberse
a la sintesis de novo de moléculas de enzima. No se conoce otro efecto de los glicosidos
cardiacos aparte de su efecto inhibidor del sistema de transporte. Sin embargo, se ha planteado
la posibilidad de la existencia de un factor endégeno parecido a estas sustancias en el plasma

que regule la actividad de la ATPasa Na"-K" (Skou y Esmann, 1992).
ESTRUCTURA DE LA ATPasa Na™-K".

Todas las actividades cataliticas de la ATPasa Na'-K' han sido adjudicadas a la

subunidad o, sin embargo, la actividad normal requiere la presencia de la subunidad B. Aunque
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hay un acuerdo general sobre que la ATPasa Na'-K" consiste de las subunidades o y B en
cantidades equimolares, la estructura cuaternaria y su significado funcional es desconocido
(Blanco et al., 1994). Experimentos recientes sugieren que para la actividad catalitica de la
ATPasa Na'-K', se requicre del contacto estructural entre 2 unidades de aff, es decir, una
estructura (af)2, aunque también se ha visto que una sola unidad af tiene acttvidad normal,
constituyendo la unidad funcional minima (Hayashi et al., 1989; Skou y Esmann, 1992). Por
otro lado, varios estudios han demostrado también que la enzima existe en la membrana
plasmatica como un oligomero de dimeros aff. Sin embargo, debido a que el protomero of
parece ser cataliticamente competente, existe la posibilidad de que grandes oligdmeros sean
irrelevantes en cuanto a funcion (Blanco et al, 1994). La correcta oligomerizacién no solo es
esencial para la adecuada maduracién funcional de la proteina, sino que también es necesaria
como seiial para salir del reticulo endoplasmico (Rose et al., 1988), y esto podria ser un proceso
importante para que la ATPasa Na'™-K" sea transportada desde el reticulo endoplasmico hasta la
superficie celular (McDonough et al., 1990).

La subunidad o, sin la subunidad P, tiene actividad catatitica, sin embargo en este caso
la subunidad o se fosforila en presencia de Mg+ (ATPasa Mg"), sin requerir Na" oK', ynoes
afectada por la ouabaina, pero st por EGTA. Estos estudios sugieren que la subunidad « de la
ATPasa Na™-K" puede catalizar una actividad que no esta normalmente asociada a la enzima y
demuestra que la subunidad B juega un papel importante en conferir una actividad normal a Ia
enzima (Blanco et al., 1994). Se ha probado la existencia de asociaciones estables y altamente
especificas entre subunidades o que forman complejos oligoméricos (otx), esta misma
asociacion fue demostrada en 1a enzima nativa de cerebro de rata. Las interacciones ac podrian

deberse a colisiones no especificas de protomeros aff en las membranas, donde hay una alta
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densidad de cstos altimos. Aunque estos resultados no dejan claro el papel funcional de las
asociaciones oo, se hace notar su naturaleza altamente especifica y sugiere que la
oligomerizacion de los protomeros aff pueden ser importantes para la estabilidad y regulacion
fisiologica de la enzima. La combinacion de las diversas subunidades ot y B en la enzima activa,
puede dar propiedades funcionales especificas importantes para la regulacién o modificacion de

la actividad enzimatica (Blanco et al., 1994).

LA ATPasa Na' -K” EN PLATELMINTOS

Es evidente que la adaptacion de los endoparasitos a diferentes microambientes, los
cuales ofrecen distintos recursos metabdlicos, requieren de la posesion por parte del parésito, de
un sistema de transporte estrictamente regutado. La asimilacion de nutrientes y otros
metabolitos a partir del medio, se Heva a cabo a través del tegumento en algunos de estos
parasitos (ejemplo:Céstodos), por lo que aquellos sistemas enzimaticos relacionados con el
transporte de sustancias, pueden ser muy importantes para la supervivencia de los mismos (Sosa
et al., 1978). Existen trabajos que dan evidencia de la presencia de actividad de ATPasa, tanto
en la superficie expuesta de la membrana vesicular de cisticercos de T. solinm (Sosa et al.,
1978), asi como en la superficie externa del tegumento del gusano adulto de esta misma especie
(Lumsden et al., 1975). Esto pue;ie ser indicativo de la dependencia enzimatica del parasito para
su nutricion, por lo que la inhibicion de la actividad ATPasa, podria impedir ta sobrevivencia
del parasito (Sosa, et al., 1978).

Por otro lado, se ha comprobado la existencia de 2 clases independientes de sitios de
unién a la ouabaina en Schistosoma mansoni, Jo cual da una evidencia directa de la existencia

de isoformas de la ATPasa Na™-K” en platelmintos, ya que en mamiferos, la heterogeneidad de
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sitios de union a la ouabaina generalimente se asume que se debe a las diferentes isoformas de ia
subunidad o de la ATPasa Na'-K”. Esto a su vez sugiere que la duplicacion del gen de la
subunidad o surgié muy temprano en el proceso evolutivo y no hace 200 millones de afios,
cuando los mamiferos se separaron de las aves, y se retuvieron la mayoria de las diferencias
estructurales especificas de cada isoforma a través de la subsecuente evolucion (Souto y Noél,
1994; Takeyasu et al., 1990), Aliernativamente, las isoformas de 5. mansoni (y tal vez las de
todos los platelmintos), pudieron evolucionar independientemente (Souto y Nogl, 1994).

Sin embargo, a pesar de esta conservacion de las isoformas de la subunidad o y en
general de las ATPasas tipo P entre las diversas especies, deben existir diferencias especificas
importantes, idea que es apoyada por la comparacion entre la ATPasa Na'-K' de corazon
humano y la de § mansoni, en cuanto a la sensibilidad a ouabaina, (Noel y Soares de Moura,
1986). donde se demostrd que la enzima del gusano fue mds resistente a dicho inhibidor,
concluyéndose que debe existir al menos una diferencia estructural entre estas 2 ATPasas Na'-
K. La contribucién y el entendimiento del metabolismo del parasito, asi como los estudios
comparativos de inhibicion enzimatica en pardsitos y hospederos, puede llevar a descubrir

nuevos agentes quimioterapéuticos especificos {Cataldi de Flombaum et al., 1981),
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

Clonar y secuenciar el cDNA que codifica para la subunidad o de una ATPasa Na™-K~

del metacéstodo de Taenia solium.

ORJETIVQS ESPECIFICOS:

*Preparacién de una sonda de DNA para tamizar una biblioteca de cDNA de

metacéstodo de T. solium construidad en Agt10.

*Clonacion y secuenciacién de un cDNA que codifique para la subunidad o

de la ATPasa Na'-K" de metacéstodo de 7. solium.

*Analisis de 1a clona aislada y comparacion con otras secuencias previamente reportadas

de otras especies.
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MATERIAL Y METODOS

a) MATERIAL BIOLOGICO

Los metacéstodos de 7, sofium fueron obtenidos por diseccidon del masculo esquelético
de cerdos infectados y los cisticercos de 7. crassiceps cepa ORF fueron recuperados de la
cavidad peritoneal de ratones de la cepa Balb/c. Los gusanos adultos de 7. solitm, T.
tacniaeformis, T. saginata, Schistosoma mansoni fueron donados por varios investigadores.
Todos los helmintos fueron lavados con PBS y almacenados a -70° C hasta su uso. Se utilizo
una biblioteca de cDNA de estadio larvario de 7. solinm construida en el vector Agtl0. Las
cepas de £. coli utilizadas fueron la cepa Cenohfl' (SupE44, thi', leuB6, lacY1, tonAZl,

L-{r.,my+)merA-, hil-) y la cepa XL1-Blue (supE44 hsdR17 recAl endAl gyrA46 thi relAl lac”

F'[proAB+ lacl® lacZAMI15 Tnl0 (tet]).

b) REACTIVOS

Las endonucleasas de restriccion, ligasa y RNAsa utilizadas fueron obtenidas
comercialmente de las compaiiias New England Biolabs y Life Technologies, respectivamente,
El vector M13 fue obtenido de New England Biolabs. El estuche para la amplificacion del
DNA para la reaccion en cadena de la Polimerasa (PCR) fue Amplificasa de la casa BIOTECSA
y el de TA cloning de la casa InVitrogen Corp. para la clonacion. Las membranas de
nitrocelulosa (NC), fueron de Millipore Corp. Los estuches de marcaje (Random Primer) y de
secuencia (Sequenase V2.0), asi como los isotopos utilizados q-P dCTP y Po-S-dATP fueron

de la casa Amersham, Co. Todos los demas reactivos fueron de la mejor calidad disponible
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comercialmente. El suero de conejo anti-subunidad a-ATPasa H' de Newrospora crassa fueron
donados por el Dr. Juan Pablo Pardo del Depto. de Bioquimica de la Facultad de Medicina,
UNAM.

METODOS

PREPARACION DE EXTRACTOS CRUDOS.

Aproximadamente 10g de cada uno de los diferentes ténidos se descongelaron
rapidamente con PBS-Tritén 1%, EDTA 0.5mM, pH 7.4 y se homogeneizaron en 50ml! de
amortiguador de extraccion (PBS, pH 7.4 conteniendo Tritén X-100 1% y EDTA 0.5mM) en un
polytrén (Brinkmann Instruments) a maxima velocidad durante un'minuto par 3 veces en hielo.

Se centrifugd el homogeneizado a 40000xg durante t5min en una ultracentrifuga TL-100 de

Beckman, se colectd ef sobrenadante, se dializo contra amortiguador PBS pH 7.4, se hicieron
alicuotas y se congelaron a -20°C hasta su uso.

Para los extractos de metacéstodo, se descongelaron 10g con PBS-NaCl 0.35M, pH 7.4,
y se homogeneizaron con un amortiguador de extraccion de PBS conteniendo 0.35M NaCl,
25ug/m! de aprotinina, 0.1mM de TLCK, 2 $mM de EDTA, 25pg/ml de Leupeptina, 12mM de
2-mercaptoetanol y 0.006% de PMSF igualmente el sobrenadante se dializo contra PBS pH 7.4,
se hicieron alicuotas y se congelaron hasta su uso.
GELES DE POLIACRILAMIDA SDS-PAGE Y ELECTROTRANSFERENCIA

Se corrieron 10 pg de extractos crudos de diferentes especies de tenias en un gel de
poliacrilamida con SDS (PAGE-SDS) al 7.5% para separar los componentes proteicos de cada

extracto, los geles se corrieron a 80 mA. Algunos geles fueron tefiidos con Coomassie y 0iros

geles fueron transferidos a papel de nitrocelufosa (NC) bajo las siguientes condiciones: 5 mA
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por em’ duranlc_lhr, en una camara de transferencia semi-seca (mod. Trans blot SD de Bio-Rad
Laboratories). La NC con los extractos transferidos fue bloqueada con leche 5% en PBS 1X-
Tween 20 al 0.3% durante 1hr. La NC fue cortadas en tiras de 3 mm y las tiras se lavaron 3
veces por 5 min, con PBS 1X-Tween 20 al 0.3%. Entonces se procedio a incubar el primer
anticuerpo, un suero a-ATPasa H' de Newrospora crassa, en PBS 1X-Tween 20 al 0.3% auna
dilucion 1:250 durante |hr. Pasado este tiempo, se procedié a lavar como se hizo anteriormente
y después se incub6 con un segundo anticuerpo, algG de conejo acoplado a peroxidasa diluido
1:1000 en PBS 1X-Tween 20 al 0.3% por hr. Después se lavo como ya se describié arriba y se
hizo un lavado extra unicamente con PBS 1 X durante 5 min. Finalmente, se procedi¢ a revelar
con 0.10 mg de diaminobenzidina (DAB) y Sul de HyO; en 50ml PBS 1X durante 5 min., la

reaccién fue terminada lavando las tiras con agua destilada fria (Towbin, 1979).
REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR).

Para las reacciones de PCR, se utilizd 100 ng de DNA, 50pm de los iniciadores
especificos, 10ul de amortiguador de PCR 10X, 2 mM de nucledtidos (A, C, G, T), 2 mM de
MgCl, y 5U de la enzima Taq Polimerasa. Las reacciones se llevaron a cabo en un volumen
total de 100p]. Las condiciones utilizadas para obtener el fragmento de ATPasa de Na™-K' que
se utilizo como sonda, asi como los fragmentos clonados en los vectores utilizados (Agt10, M13
y 2.1pCR) fueron las siguientes: un ciclo de (3 min.-95°C, | min.-50°C, 2 min. 72°C), 30 ciclos
(1 min.-95°C, 1 min.-50°C, 5min.-72°C}. y un ciclo final (1 min.-95°C, 5 min.-50°C, Smin.-
72°C). Los iniciadores empleados para la amplificacién de los fragmentos contenidos en el
vector Agt10y M13 fueron comprados a la casa (New England Biolabs), y corresponden a

secuencias que se encuentran flanqueando los sitios de clonacién de ambos vectores. Los
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iniciadores especificos AP-1 (ATC-TGC-AGC-GAC-AAG-ACN-GGN-AQ) y AP-2 (TGT-
CGT-TAA-CAC-CGT-CNC-CNG-T) fueron disefiados a partir de dos regiones que presentan
una alta conservacion en la secuencia de aminoécidos de varias ATPasas de Na™-K'. Las
secuencias de aminoacidos de los oligonucleotidos antes mencionados son mostradas en la
figura 6.

OBTENCION Y MARCAJE RADIOACTIVO DE LA SONDA.

El fragmento amplificado con los oligonucledtidos AP-1 y AP2 fue sometido a
electroforesis en un gel de aparosa 1% en Tris-acetato (TAE 1X, ver anexo 1), cortado y
purificado por perlas de vidrio (Vogelstein y Gillespie, 1979). El marcaje del fragmento se
llevé cabo por el método de Random Primer. Brevemente, el fragmento purificado (25 ng) se
diluyé hasta un volumen de 20pl con aguz y se desnaturalizd a 95°C durante 10 min. Después
se enfrio en hielo y se le adiciond el amortiguador de marcaje incluide en el estuche,
conteniendo 1mM de los desoxinucleatidos (A, G, T), S0uCi del radioisotopo o’ *P-dCTP,
oligonucledtidos al azar y 1U de enzima Klenow y fue incubado a 30°C por 30 min. El
fragmento asi marcado fue separado del radioisStopo no incorporado, pasandolo a través de una
columna de Sefarosa-4B y eluida con amortiguador de TE. Se colectaron fracciones de 0.5ml,
de las cuales la fraccién 2 y 3, generalmente, contenia la sonda marcada. La actividad

especifica en las fracciones fue determinada con un contador Beckman, Modeto LS6000TA.
TAMIZAJE Y AISLAMIENTO DE CLONAS POSITIVAS.

Se utilizaron 200 pl de un cultivo de E. coli de la cepa C600hfl”, crecido durante toda la
noche para infectar con aproximadamente 45000 fagos de la biblioteca de cDNA del
metacéstodo de T. solium. La mezcla anterior después de ser incubada a 37°C durante 15 min.,

se mezclo con agar-SOBM fundido a 48°C y se sembré en 3 cajas Petri de 120 mm de didmetro
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con medio SOB solido. Posteriormente, las cajas se incubaron a 37°C hasta que s¢ observaron
placas de lisis (aproximadamente 8hrs.). Las cajas se cubrieron con membranas de
nitrocelulosa por 5 min. y se marcaron asimétricamente con tinta china, Este proceso se repitio
una vez mas con el objetivo de obtener un filtro duplicado. EI DNA del fago incorporado a tas
membranas fue desnaturalizado con una solucidn de NaQH 0.5 M, NaCl 1.5 M, durante 5 min.,
y neutralizado con una solucion de Tris-HCI | M y NaCl 1.5 M, pH8 durante otros Smin.
Posteriormente, el DNA fue fijado a la membrana con luz ultravioleta en un UV Spectrolinker
(Spectronics Corp.), utilizando las condiciones de 1200seg x 100yj x cm® (Sambrook et

al.,1989).

Las membranas fueron prehibridadas a 50°C por 4 hrs. con una solucion de citratos-
salina (§8C) 6X, Denhart’s 5X, SDS 0.5% y 100ug/ml de DNA de esperma de salmon
previamente desnaturalizado a 100°C por 5 min. Después de las 4 hrs se cambid la solucion por
una similar, a excepcion del DNA de salmdén, Entonces se afiadid la sonda marcada y las
membranas fueron incubadas a 50°C durante toda la noche. Posteriormente, las membranas
fueron lavadas por tres ocasiones con una solucidén de SSC 2X y SDS 0.1% a 50°C por 10min. y
lavadas una vez con la misma solucién a 55°C por el mismo tiempo. Finalmente, las
membranas se dejaron secar a temperatura ambiente y fueron expuestas sobre peliculas

radiograficas X-OMAT (Kodak), durante 24hrs,

Las clonas positivas del primer tamizaje, fueron aisladas del agar y resuspendidas en 1ml
de medio SM. Después se realizé un segundo tamizaje en donde se sembraron 500-1000 fagos
de cada una de las clonas positivas, bajo las mismas condiciones antes mencionadas.
Finalmente, un tercer tamizaje fue realizado sembrando alrededor de 100 fagos de cada una de

las clonas con el objetivo de aislar cada una de ellas. Las diferentes clonas positivas aisladas
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fueron diluidas en 1ml de medio SM.
PREPARACI()N DE DNA DE LAS CLONAS POSITIVAS.

Se infectaron 200pl de bacterias crecidas toda la noche con cada uno de los fagos
positivos de la misma forma como se menciond anteriormente.  Las células infectadas por los
fagos fueron sembradas en SOBM-agarosa solido hasta obtener una lisis total de la bacteria.
Los fagos fueron recuperados de la caja adicionando 5 ml de medio SM con agitacion lenta
durante lhr. La suspension recuperada fue tratada con 100l de cloroformo, mezclada y
centrifugada a 6,125Xg en una centrifuga de mesa mod. GP8R de IEC, y el sobrenadante
guardado a 4°C. Para la obtencion del DNA de fago se tomaron 700ul de esta suspension a la
que se le adiciond un volumen igual de polietilenglicol (PEG) al 20% y se incubd a 4°C durante
thr. La suspension fue centrifugada a 16,000Xg por 15min a temperatura ambiente. El
precipitado obtenido fue resuspendido en 200pl de SM e incubado con 2ul de RNAsa A
(1mg/ml) y 2ul de DNAsa-1 (100pg/mi) durante 30 min. a 37°C. Después se adicionaron 2ul de
SDS al 10% y 2u! de EDTA 0.5M de pH8 y se incubd durante 15 min. a 68°C. La mezcla

anterior fue extraida con un volumen igual de fenol/cloroformo (1:1), 2 veces con volumen
igual de cloraformo y precipitado con isopropanol frio (1:1). Esto se centrifugd a 16 000Xg

durante 10 min. a 4°C y el precipitado se lavo con 100ui de etanol frio at 70%. Finalmente, el

precipitado fue secado y resuspendido en 30pl de TE.
DIGESTION CON ENDONUCLEASAS DE RESTRICCION.

Alrededor de 500 ng de DNA (vectores o fragmentos de PCR) se mezclaron con 10pl de
buffer 10X (especifico de la enzima de restriccion), las reacciones se llevaron a un volumen

total de 1004t con agua destilada. Finalmente, se adiciond 1U de cada enzima y se incubaron a
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37°C por de 3-6 hrs. Pasado este periodo se precipité con acetato de sodio 3M y etanol absoluto
durante 30 min. a -70°C, después se centrifugo6 y se desecho el liquido remanente, para después
secar la pastilla. La pastilla se resuspendié en 10pl de amortiguador 10X (de la segunda
enzima), v se llevo a un volumen total de 10041l con agua destilada. Entonces, se afiadid 1U de
enzima y se siguid el procedimiento ya descrito arriba. Finzlmente, los fragmentos de DNA
digeridos se corrieron en un gel de agarosa al 1% y las bandas de interés fueron cortadas del gel

y purificadas con perlas de vidrio {Vogelstein y Gillespie, 1979).
LIGACION
a) Vector M13.

Se mezclaron 10 ng del vector M13 y 100ng del fragmento a clonar, después se
afiadieron 2l del amortiguador de ligacion 10X y 1U de enzima T4 ligasa. Toda la reaccién se
llevd a un volumen total de 20pul, se incubd a 16°C durante toda la noche y se almacend a -20°C

hasta su empleo.
b) Vector 2.1 pCR.

Para estas ligaciones se utilizd el estuche de TA cloning de la casa (InVitrogen Corp.),
siguiendo las instrucciones det proveedor. Brevemente, 100 ng del producto de PCR fresco, se
mezclaron con 10 ng del vector 2.1pCR, tul de amortiguador de ligacion 10X, 1U de enzima
T4 ligasa. La reaccion se llevo a cabo en un volumen total de 10, esta mezcla se incubd 2

14°C durante toda la noche, Finalmente la reaccidn fue guardada a -20°C, hasta su empleo.
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TRANSFORMACION
a) Vector M13.

Se tomaron Sul del volumen total de ligacion y se mezclaron con 100ul de bacterias
competentes XL.1-Blue. Las bacterias se incubaron en hielo 30 min., para después someterlas a
un choque térmico de 2 min. a 42°C y se mantuvieron en hielo por 2 min. Para la recuperacion
de las células se adicionaron 900ul de medio SOBM liquido y se incubaron a 37°C por 30 min.
Posteriormente, se sembraron el 10% y el 50% de las células. Las bacterias fueron sembradas
utilizando 3ml de Top-SOBM, conteniendo 75| de X-gal al 2% en dimetilformamida y 15ul de

PTG 0.1 M, en cajas de medio SOBM sdlido e incubada a 37°C durante toda la noche.

b} Vecter 2.1 pCR.

Se realizo como ya se describio para el vector M13, pero después de la recuperacion de
las bacterias, se procedié a sembrar 100l del volumen total de bacterias transformadas con X-
gal ¢ [PTG en cajas de medio LB con ampicilina (100ug/ml}; las cajas se incubaron a 37°C
durante toda fa noche.

PREPARACION DE TEMPLADOS.

Vector M13

Para la preparacion de templado se colocd una placa positiva en 5 ml de medio SOBM
liquido conteniendo 50ul de la bacteria XLI-Blue de un cultivo de toda la noche y se incubd
durante 8 horas. Se centrifugaron 3ml del cultivo a 10,000 Xg durante un minuto y el
precipitado bacteriano se desechd. Al sobrenadante obtenido se le adicionaron 600 ul de una

solucion de polietilenglicol al 20% y NaCl al 2.5%, se mezclé e incubé durante 30 min. a
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temperatura ambiente. Al término se centrifugd a 10,000 Xg durante 10 min. a temperatura
ambiente y se deseché el sobrenadante. El precipitado obtenido se resuspendié en 100ul de TE
y fue extraido con fenol/cloroformo y precipitado como ya se describid anteriormente.
Finalmente, el precipitado obtenido de la centrifugacién a 4°C fue secado y resuspendido en
25ut de TE. El tamaiio y la concentracion del templado fueron determinados por electroforesis
en gel de agarosa al 1%. El inserto dentro de los templados fue identificado por medio de la
PCR empleando oligonué:leétidos para la region que flanquea los sitios de clonacion del vector

MI3.

Vector 2.1 pCR

Las clonas de bacterias conteniendo los plasmidos recombinantes fueron crecidas
toda la noche en 50m! de L.B-ampicilina (100ul/ml}). El cultivo bacteriano fue centrifugado
durante 10 min. a 6,125Xg por en una centrifuga de mesa mod. GP8R de IEC. El
precipitado de bacterias se resuspendio en 200p] de una solucion 50mM de glucosa, 10mM
EDTA y 25mM de Tris, pH 8.0, se mezclo e incubd 10 min. a temperatura ambiente. Se
adiciond 400pl de una solucidn alcalina de 0.2M de NaOH y 1% de SDS, se mezcld
suavemente y se mantuvo en hielo por 10 min., despuds se adicionaron 7.5ml de una
solucion 7.5M de hidroxido de amonio, se mezcld y se mantuvo en hielo 10 min,
posteriormente se adicionaron 15 ml de isopropancl frio, se mezcld y se mantuvo en hielo
por 10 min. La suspensién se centrifugo a 6,125Xg por 10 min. a2 4°C en una centrifuga de
mesa mod. GP8R de [EC. La pastiila se resuspendié en 200yl de TE y se le adiciond 2pl
de RNAsa (10 mg/ml) y se incubd a 37°C durante 30 min. La mezcla anterior fue extraida
con un volumen igual de fenol/cloroformo (1:1), 2 veces con volumen igual de cloroformo

y aplicado a una columna de sefarosa CL4B con un volumen de cama de 10 ml. (1X6 cm)
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equilibrada con TE. Fracciones de 0.5 ml fueron colectadas y la determinacién de DNA fue
realizada utilizando 5ul de cada fraccion Las fracciones conteniendo el DNA del plasmido
fueron precipitadas con 1/10 acetato de sodio y 2 volimenes de etanol. La mezcla se
centrifugd a 16 000Xg durante 10 min. a 4°C y el precipitado se lavo con 100ul de etanol
frio al 70%. Finalmente, el precipitado fue secado y resuspendido en 30ul de TE
(Sambrook et al., 1989).

SECUENCIACION

Para obtener la secuencia nucleotidica de los fragmentos clonados, se realizaron
purificaciones preparativas de DNA del Vector 2.1 pCR, asi como lz preparacion de templado
de cadena dable y sencilla, en el caso de M 13 (ver anexo 1).

Para la secuencia se utilizd el método de Sanger, utilizando el estuche T7 Sequenase
version 2.0 (Amersham Co), siguiendo las instrucciones del proveedor. Brevemente, se hizo
una mezcla con bl de DTT, 2pi de fa mezcla de reaccién, 0.5u] de o-S*-dATP y 1ul de la
enzima sequenasa. Esto se adiciond a 3pl (500 ng) del DNA plasmidico o DNA de cadena
sencilla de fago M13, previamente mezclado con Ipl del iniciador especifico (10pm/pl), y se
incub6 Smin. a temperatura ambiente. Después se tomaron 3.5ul de esta mezcla y se le
adicionaron a 2.5 pl de cada dideoxinuclestido (ddATP, ddCTP, ddGTP, ddTTP), por separado
e inmediatamente se incub® & 45°C por 5 min. Finalmente, se detuvo fa reaccion afiadiendo 4pl
de solucién de terminacion y las reacciones se almacenaron a -20°C hasta su uso. La reaccion
de secuencia para el DNA plasmidico, se llevd a cabo en un volumen final de 4.5 pi,
desnaturalizando el DNA con 0.5 pl de una solucién alcalina de NaOH 1 M 0.5, Se comrieron

3ul de cada una de las reacciones de secuencia en geles de acrilamida al 6%, con un grosor de
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4mm, a 53wals, en una cimara de secuencia modelo S2 (Gibco BRL Sequencing System).
Pasado el tiempo de corrida, se procedio a fifar el gel en una solucion de acido acético y
metanol al 10% durante 15 min. v a secarlo, Finalmente se expuso en placas autoradiografia X-
OMAT (Kodak), durante 24-36hrs (Sanger, 1977). Las secuencias nucleotidicas obtenidas

fueron analizadas en el programa computacional Pcgene (Intelligenetic Corp.).
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RESULTADOS.

La utilizacion de la técnica de inmnoelectrotransferencia y el disponer de un suero en
contra de ta subunidad a-ATPasa H' de N. crassa que presenta reacciones cruzadas con las
subunidades & de varias ATPasas tipo P, nos permitié identificar una banda de alrededor de
100kDa en los extractos de varios ténidos: 7. sofium (metacéstodo y adulto), T. taeniaeformis
(metacéstodo y adulto), 7. crassiceps {metacéstodo), y T. saginata (adulto) (Figura 3). En esta
misma figura se muestra que el suero preinmune del mismo conejo utilizado como control
negativo, no reconocid ninguna banda en los extractos ensayados. Este resultado sugiere que la
banda de 100 kDa encontrada podria corresponder a una de las isoformas de la subunidad o que
integran las ATPasas de tipo P en los ténidos antes mencionados, incluyendo 7. solium, En un
principio se pensd en utilizar fos anticuerpos como sonda para aislar fa subunidad o de la
ATPasa Na™-K" a partir de bibliotecas de expresion de 7. solium clonadas en el vector Agtl0,
sin embargo, esta idea se descartd debido al conocimiento de que los anticuerpos presentan
reaccion cruzada con varias ATPasas tipo P (Ca’™, H"), lo que dificultaria el aislamiento

especifico de la ATPasa de interés.

Por tal razon, se decidio utilizar otra estrategia que nos permitiera obtener una sonda
especifica para aistar un cDNA que codificara para la subunidad a-ATPasa Na'-K™. Para este
objetivo, se disefiaron dos oligonuctedtidos especificos para la subunidad o de esta enzima a -
partir de regiones homélogas conservadas en varias subunidades de diversas ATPasas Na'-K~
previamente reportadas.

Por medio de la PCR, utilizando como molde un DNA obtenido del metacéstodo y los

oligonucledtidos especificos (ATP1 y ATP2), se logrd obtener un fragmento de = 1 Kb.
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Figura 3. Identificacion de la subunidad alfa en Tenidos. Inmunoelectrotransferencia
con diversos extractos crudos de tenidos Extractos de 1) T. saginata adulto, 2) T. crassiceps
larva 3) T. taeniaeformis adulto, 4) T. taeniaeformis larva, 5) T. solium adulto, 6) T. solium
larva, 7) T. solium larva. Tiras 1-6 fueron incubadas con el suero de conejo en contra de la

subunidad o de la ATPasa H' de V. crassa. La tira 7 fue incubada con el suero preinmune

det mismo conejo.



La secuencia y sus analisis confirmaron que la secuencia codificaba para una region de

la subunidad a-ATPasa Na‘'- K* de 7 sofitm.

Este fragmento de DNA fue marcado con a-dCTP-P¥ por la técnica de Random primer
y utilizado como sonda para aislar 7 clonas por medio de un tamizaje de una biblioteca del
metacéstodo de T, sefinm construida en Agtl0, dichas clonas fueron denominadas ATPEH-1
hasta ATPEH-7. EI DNA de los fagos positivos fue obtenido y los tamaiios de los insertos de
cada uno de las clonas fueron obtenidos mediante la técnica de PCR utilizando oligonucledtidos
del fago Agt10, que flanquean el sitio de clonacion del fago y visualizados en un gel de agarosa
al 1% {Figura 4). Cabe mencionar que la clona ATPEH-I, no presentd ninguna banda, aunque
si se obtuvo el DNA del fago, probablemente se picé una clona erronea. Se escogid la clona
ATP-EHS por contener el inserto mayor de aproximadamente 4kb, en donde era probable que se

encontrara completo el cDNA que codificaba para la enzima de interes.

El fragmento amplificado de la clona ATPEH-5 fue digerido por las enzimas de
restriccion Xhol, Bglll, Sacl y Sphl, asi como las enzimas de restriccion Xba I, BamHI, Hind IIi
y Xhol, cuyos cortes estan incluidos en los oligonucledtidos que flanquean los sitios de
clonacidn del vector Agt10, lo que permitid construir un mapa de restriccion del fragmento
ATPEH-5 (Figura 5). Debido a que el fragmento de DNA resultd muy grande (~3.4 Kb}, se
decidié realizar la clonacion en 2 partes aprovechando un sitio Bglll en el fragmento ATPEH-5
y los sitios Xbal y Xhol incluidos en los oligonucledtidos del vector Agtl0. La estrategia

consistid en clonar 2 fragmentos obtenidos por PCR, un fragmento de 1.2 Kb y uno de 2.2 Kb.

El primer fragmento de 1.2Kb, obtenido digiriendo el fragmento completo de la clona

ATPEH-5 con las enzimas Bg Il y Xbal, fue purificado con perias de vidrio y clonado en el
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Figura 4. Fragmentos de PCR de las clonas aisladas del tamizaje de la biblioteca de
¢DNA de T. solium. 1y 8) Marcadores de peso molecular (AHindlll); 2} ATPEH-2; 3)
ATPEH-3; 4) ATPEH-4; 5) ATPEH-5; 6) ATPEH-6; 7) ATPEH-7.
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Figura 5. Mapa de restriccion de la clona ATP-EHS, En el mapa se muestran algunas
enzimas que cortan una vez el fragmento. Ademas de ofras enzimas gue no lo cortan.
Los sitios de corte de las enzimas fueron corregidos con 10s analisis computacionales de
la secuencia nucledtidica de la clona. Las enzimas, los oligonucledtidos ATP-1, ATP-2 y
del vector agt10, utilizados para clonar en los vectores de secuencia se muestran en
letras oscuras. Los tamanos de los fragmentos generados por medio de la PCR se

muestran entre los oligonucledtidos utilizados.



vector M13mpi8 y 19 La secuencia nucleotidica de este fragmento fue obtenida por el método
de Sanger, y un oligonucleatido ATP-7 fue disefiado a partir de esta secuencia antes del sitio
Bglil. Otra vez un fragmento de PCR fue obtenido utilizando el oligonucledtido antes
mencionado v el oligonucledtido de Agt10-3", obteniéndose un producto de alrededor de 2.2 Kb,
el cual fue clonado directamente en el vector 2.1pCR del estuche TA cloning y finalmente fue
secuenciado. Para la secuencia de ambos fragmentos se disefiaron oligonucledtidos internos en

base a las secuencias nucledtidicas obtenidas.

La figura 6, muestra la secuencia nucleotidica y de aminoacidos, ya empaimada, de
ambos fragmentos obtenidos a partic de la clona ATP-EHS5. Mediante los analisis
computacionales con el programa PCGENE, se encontrd entre los marcos de lectura, un marco
de lectura abierto que correspondio al de una ATPasa Na+-K+, que comienza en el codon ATG
y termina en el codén TAG, ast mismo, se sefialan en la figura los oligonucleotidos que se
disefaron a partir de las diversas ATPasas de Na™- K™ para obtener la sonda para la ATPasa de
T soliunr con la que se realizaron los tamizajes.

Finalmente, en la figura 7, se muestra un alineamiento de la secuencia de aminoacidos
de subunidades o de varias ATPasas Na'- K* incluyendo la de T. sofium. En e alineamiento se
muestran subrayados las secuencias caracteristicas mas importantes de las ATPasas Na™- K*
como el sitio de fosforilacion DKTGS/T, el segmento TGDN localizado en el dominio de union
al ATP, el sitio mismo de unién a ATP, KGAPE, asi como los dominios transmembranales (H!-
HS). Por otro lado, los analisis de la secuencia de aminoacidos indicaron que esta subunidad o
de la ATPasa de T solium presenta una identidad del 72.7% con la secuencia del humano y de
la mosca, mientras que tiene una identidad del 74.73% con la de camaron, 72.07% con la de

sapo y un 82.8% con la secuencia de 8. mansoni (ver tabla 3).
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2400 GGGTGTGGAGGAGGGGCGTATAATCTTCGACAACTTGAAGAAATCCATCGCCTATACCCT
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2460 CACCTCTAACATCCCTGAGATCACGCCCTTCCTTATCTTCATTCTGGCCGACGTGCCTCT
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2520 GCCCCTGGGCACCATCACAATTCTGTGCATCGATTTGGGCACGGACATGGTGCCGGCCAT
p L g T I T I L ¢ I DL GTUDMV P A I

2580 TTCACTGGCCTACGAGGAGGCCGAAGACATTATGAAGCGCATGCCACGCGACCCTTTCCG
s L A Y E E A E D I M K R M F R D P F R

26490 CGATAAATTGGTGAACGAACGTCTCATCTCCATGGCCTACGGTCAGATTGGCATGATCCA
D K L VvV N E R L I 8 M A Y G QI G MI Q

2700 GGCCTCCGGCGGTTTCTTCGTTTACTTTGTCATCATGGCAGAAAACGGTTTCTGGCCGAG
A S 6 6 F F VY F VI MATEWNTGF W P 5

2760 CCGCCTACTGGGTCTGCGTAAACAGTGGGACTCCCCAGCCATCAATGATGTCGCCGACTC
R L L 6 L R K Q w D S P A I N DV A D 3

2820 CTACGGCCAAGAGTGGACGTACACACAACGTAAGCGTCTCGAGTACACCTGTCACACGGC
Yy ¢ 9 EW T Y TR KRILEYTC H T A

2880 CTTTTTCGCCTCCATCGTCATTGTCCAGTGGACGGATCTACTCATATGCAAGACCCGAAA
F F A S I v 1 Vv g woTDILTILTI CK T R K

2940 GAACTCTATCTATCAGCAGGGCATGTGGAACCACCACCTCACTTTTGGTCTCTTCTTCGA
N 8§ I Y Q ¢ 6 M WNHH L T F G L F F E

3000 GACTACACTGGCCATCTTCCTCTCTTACTGTCCGGGTCTTGAGCACGGTCTGAGAATGAT
T *f L A I F L 8 ¥ ¢C P G L E H G L R M M

3060 GCCTCTTCGATGGACGTGGTGGTTGCCGGTTTTGCCCTTCAGTGTGTCAATCTTCATTTT
P L R W T W WL PV L P F s V 5 I £ I F

3120 CGATGAGGTGCGAAAGAAGTTCCTTCGAACCCTCCCTCCGGGCAATTGGGTGGAACGAGA
B E V R K K F L R T L P P 6 N W V E R E

3180 GACTAACTATTAGTAGATGTCTGCGATCGACAATAAACAAAATCACAAATCCCACTTCCG
T N Y -

3240 TCCCCTCCACTCTCTCCCTGCTCTCTTACCACCTCCTCCCTTAGTGTCCTCACCTCTTTC
3300 CAAAGCAAACTATTAATATCGTTATGATGTAGCCTTCAACAATGATGAGTTTGGAATTCC

3360 GAAGCCGAATTCTGCAGATATCCATCACACTGGCGGCCGCTCGAGCATGCATCTAGAGG

3420 GCCCAATTCGCC

FIGURA 6. Secuencia nucleotidica y de aminoicidos de la clona ATP-EH5
correspondiente a un cDNA que codifica para la subunidad o« de una ATPasa Na'-K" de 7.
solium. En letras negras y subrayadas se muestran las secuencias de aminoacidos utilizadas
para el disefio de los oligonucledtidos ATP-1'y ATP-2, respectivamente.
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HS
HIMANE) RLIFONLKRIIAYTLTSHIREITEFLIELIIANT PLELGTVTILCIDLGTIMYEATSLAYE
AAEL RiIEDNLKK3TAYTLTSHNIPEIT#FLIFL 1ADIPLELGTVTILCIOLGTOMVEATSLAYE
MOACA RLIFDNLKHSIAYTLT PEISPFLASILCD PLPLGTVTILCL OLGTOMYEALSLAYD
ARTEMIA RLIFONLK! VYTLTSNICEISPFLLEILED] PLELGTVTILCIDLGTIMYEATIZLAYE
MANGINT RIIFONLI! AYTLTSNIFEITEPFLVYMLADI PFLELGTITILCIDLGTMMI FATISLAYE
SnLIM RIIFONLKKSIAYTLTSHIPEITHFLIET LADVEPLELGTITILCIDLGTOMVEATISLAYE
H&
HUMAND QAEADIMKROFRN PRT -DXLVNERLIGMAYGQIGMICALGGEFTY VI LAENGFLI'THLLG
REASE OAESDIMKRKARN E'KI\'*(\HLVNERLI.'.MAYG(!XGM[(!ALISGFE“AY FVILAENGELETATLLG
MOSCR HAEADIMKREERDEEN~ NELYNSRLISMAYGOLGMTOAARGEEVY FVI MAENGFLEKKLFG
ARTEMIA EAESDIMKRRERMEVT - HELVNERLISLAYGOIGMIQASAGE EVY FVIMARCG FLEWDLEG
MANSONT EAEADIMKRMIRDFLYHDELYNERLIL GGEFVY FYIMAENG FWESRRLLG

FOLIUM EAE-DIMKRMERDEFR-DHLVNERLY, GEEVY EVIMAENGEWESRLLG
H7

HEMAH LRV[M[‘I[\RNIN[IVE‘.[IGYGR.N.'?WTYEURK[VEF{‘(:HTAFF\’SIVWC_MRULVI(IK’TRRNSVF

JAPD IRVAWE.DRYVN[NEDSYGL’K:WTYEQRK[VEET'3HTAFFV'SIVWQWHDLI ICKTRRNGVE

MEOGCA 1 REMWDRRAVRDLT DS YGGEWTYRORKTLEY TCHTATFT SIVVVOWADLIICKTRRNEIF

ARTEMIA LRKHWDSRAVNDLTDSYGOEHTY[\ARK(]LESSCHTAY FVSIVIVOWADLI ISKTRRNSVE

MAHSONT IRREWDAKAINDLADSY GOEWTYNQRKR LEYTCHTAFFAS IVIVOWT DLMECKTRRNSTE

FOLIUM LRKQWDS AT NDVADSY GUEWT Y TORKRLEY TEHTAFEASTV I VOWT 0L L ICKTRKNS Y
HE

HUMARND HOGMENKTILI H}LFEET.—’\LAAFLSYCE'GM(‘-VALRMYE'LK['TWWE'CAF{"YSLLI EVYDEVR

SARO QOGMKNKILIFGLEEETALAAFLS MIVALRMY FLKFTWWFCAFPYSLLIFIYDEVR

MOGCA QOGMRNWALMN FGLY FETVLAAFLSYCHGMEKGLRMY PLKLVWWE FAL FFALAIFIYDETR

ARTEMIA QOGMRHNNILNFALVEET! (LAAFLSYTEGMOKGLRMY PLKI NWWFEPALEPESFLI FVYDEAR

MANSONL QUBMNNHRLTFGLEFETTLALFLSYEC 3 LOKGLRMMEMRFTWWL PGLPFSELIEVY DEVR

SOLTUM QOGMWNKHLT FGLEFETTLAT FLAYCPELEHG LRMMELRWTWWLEVLEFSVIIFL FDEVR

HUMANO KLI IRRRFGG-WVEKETYY

REYEL KLILRRSFGG-WYEKETYY

MOSCA RFYLRRNEGG-WLEQETYY

ARTEMIA KEILRRNEGG-WYEOETY Y

MANZONT KFLLRRLEFGSWLEKETYY

AOLIUM KEFLRRLEEFGNWVERETYY

HUMANO= Homo sapiens. SAPQO= Bufo marinus

MOSCA= Drosophila melanogaster  ARTEMIA= Arfemia franciscana.
MANSQNI= Schistosama mansani SOLIUM= Taenia sclium.

Figura 7. Alineamiento de la secuencia de aminoacidos de la clona ATPEH-5 de T
solium con las subunidades o de la ATPasa de Na"-K* de otros organismos. Los
aminoicidos que participan en la union a ATP (ATP), fosforilacién (P) y el dominio
de union con sitios transmembranales, se muestran en letras negras y subrayadas.
Los dominios transmembranales se muestran subrayados y denominados de Hl a
HS.



Tabla 3. Porcentaje de identidad entre secuencias de la subunidad @ de ATPasas

Na+/K+ de diferentes organismos.

Humano Sapo Mosca Artemia Mansoni Solium

Humano 100 90.93 73.97 74.35 73.36 7270
Sapo 100 72.41 74.15 73.36 72.07
Mosca 100 79.52 74.36 72.70
Artemia 100 73.66 74.73
Mansoni 100 82.80
~ Solium 100
HUMANO Homo sapiens ARTEMIA  Artemiu franciscana
SAPO Brfo marinus MANSON!  Schistosoma mansoni

MOSCA  Drosophila melanogaster SOLIUM  Tuenia solium



DISCUSION

La cisticercosis en México es una de las enfermedades parasitarias mas frecuentes, sobre
todo en estados del centro y el bajio, con una prevalencia promedio de 2.0% en la Republica
Mexicana, en donde se han encontrado diversos factores de riesgo que favorecen la transmision
de 7. solium, entre los que se pueden mencionar la convivencia con un portador del céstodo
adulto, el bajo nivel econdmico de las comunidades, las precarias condiciones higiénicas de las
mismas, la coprofagia en cerdos, por citar algunos {Diaz-Camacho, 1989; Larralde et al. 1992;
Sarti et al., 1992; Aranda-Alvarez et al..1995; Martinez et al,,1997). Esto habla de ia necesidad
de implementar medidas de prevencion, las cuales resultarian suficientes para erradicar esta
parasitosis. Sin embargo, estas medidas requieren de campaiias de educacion, asi como de
mejoramiento de las condiciones de vivienda, lo cual resulta muy costoso, hablando en términos
de recursos econdmicos y humanos. Sin ser ignoradas, estas medidas estan siendo apoyadas por
investigaciones destinadas al mejoramiento del diagndstico especifico de las personas afectadas,
asi como a encontrar un tratamiento para la enfermedad enfocado a su futura erradicacton; para
ello se ha venido buscando el antigeno o el conjunto de antigenos que puedan servir a estos
fines entre ellos la elaboracién de una vacuna,

Las ATPasas son proteinas que juegan un papel fundamental en el transporte de iones a
través de la membrana para mantener el equilibrio idnico entre el medio externo y el citoplasma
de las células, por lo que son moléculas esenciales en la sobrevivencia de las mismas y por lo
tanto del organismo como un todo. Las ATPasas estdn presentes en una gran diversidad de
organismos, desde bacterias hasta mamiferos, lo cuai reitera su papel fundamental dentro de las

células.

En el presente trabajo, se aislo y caracterizd parcialmente un cDNA que codifica para la
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subunidad o de la ATPasa Na'-K’ del metacéstodo de 7. solinm

La identificacion de una banda de aproximadamente 100 kDa en varios ténidos, por
medio de la técnica de inmunoelectrotransferencia, utilizando los anticuerpos anti- subunidad «
de la ATPasa H" de N. crassu, muestra la gran similitud inmunogénica que presenta la
subunidad o de la ATPasa Na“-K”, a pesar de que su afinidad esta dirigida contra un tipo de ion
diferente. Este resultado sugiere que la banda de 100 kDa encontrada podria corresponder a una
de las isoformas de la subunidad o que integran las ATPasas de tipo P en los ténidos ensayados,
incluyendo a 7. sofium. En un principio se pensd en utilizar los anticuerpos contenidos en este
suere como sonda para aislar la subunidad o de la ATPasa Na™-K”, a partir de bibliotecas de
expresion de 7. solium disponibles en el laboratorio clonadas en el vector Agtl0. Sin embargo,
esta idea se descartd debido al conocimiento de que los anticuerpos presentan reaccién cruzada
con las subunidades a de varias ATPasas tipo P (Ca®", H"), lo que dificultaria ¢l aistamiento
especifico de la ATPasa de interés.

Por tal motivo, se decidié utilizar la estrategia de producir un fragmento de DNA
especifico para la subunidad o de la ATPasa de Na'-K* mediante la técnica de PCR utilizando
dos oligonucleotidos disefiados a partir de regiones altamente conservadas de la subunidad « de
varias ATPasas Na'-K’, obtenidas del banco de datos Genbank. Se obtuvo un fragmento de
DNA de IKb, el cual se utilizd como sonda para aislar un ¢cDNA que codifica para una
subunidad o de 1a ATPasas Na'-K" de 7. solium.

El tamizaje de una biblioteca de cDNA de 7. sofium construida en Agtl0, con el
fragmento antes mencionado resuité en el aislamiento de siete clonas con tamaiios entre los 2.5
a 3.5 Kb. Los analisis de restriccion en las clonas conteniendo los insertos mayores (ATPEH-7

y ATPEH-5) fueron muy similares, por lo que se escogid la clona conteniendo el inserto de
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mayor tamaiio, la ATPEH-5. La secuencia nucledtidica de 1a clona ATPEH-5 fue de 3.23!
bases y codifica para una proteina de 1,014 aminoacidos con un peso molecular de 111,989 Da.
Los analisis computacionales y de comparacion con otras ATPasas utilizando los programas de
PCgene y Genbank indicaron que se trataba de una subunidad o de la ATPasa de Na™-K".
Ademas, se encontraron secuencias caracteristicas como el sitio de fosforilacidon (DKTGS/T), la
secuencia del sitio de uvnion al ATP (KGAPE), la secuencia conservada encontrada en el
dominio que contiene a este sitio, TGDN, y las secuencias de los dominios transmembranales
(H1-H8), relacionados con la unidn a los iones y su transiocacion {Lutsenko et al., 1995).

A pesar del alto grado de identidad entre la secuencia de la ATPasa Na'"-K" de T. sofitm,
con las secuencias de otras especics, existen regiones de aminoacidos no conservados que
pueden ser importantes para mantener la estructura o la actividad de la proteina, como por
ejemplo la region amino-terminal, ia cual presenta diferencias entre las diversas ATPasas. Esta
diferencias pueden representar un blanco para el disefio de nuevos firmacos o para el desarrollo
de una respuesta inmune (vacuna) que afecten en forma especifica a dichas regiones y como
consecuencia alterar la estructura o actividad de la proteina sin dafiar proteinas homologas de
otras especies (Gomez-Puyou et al., 1995).

Por otro lado, se han realizado pocos estudios para determinar $i estos organismos
presentan diversas isoformas de esta proteina, asi como de comparaciones de sus propiedades
bioquimicas, inmunolégicas y enzimaticas con ¢l humano y el cerdo que son huéspedes de
varios platelmintos. A este respecto, existe un estudio que sugiere que Schistosoma mansoni
existen probablemente 2 isoformas determinados por el descubrimiento de 2 sitios de union a la
ouabaina, lo que ya ha sido demostrado en otros organismos (Souto y Noél, 1994},

Los analisis descritos en esta tesis claramente demuestran que hemos clonado v
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secuenciado la (o) una de las isoformas de la subunidad o que componen a las ATPasas de Na'-
K™ del metacéstodo de 17 solinm

Puesto que esta enzima juega un papel muy importante en los organismos, incluyendo
los platelmintos para mantener un equilibrio idnico entre el interior del organismo y el medio
externo, el disponer del cDNA clonado para la subunidad o de la ATPasa Na'-K’, abre la
posibilidad de expresar y producir suficientes cantidades de esta enzima para poder realizar
estudios de transporte, vacunacion, diagnostico, disefio de drogas en contra de estos organismos.
Asi mismo, se pueden realizarse estudios sobe el papel que juega esta proteina en la relacion

huésped-parasito.
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ANEXO I

1. Amortiguador salino de fosfato (PBS 10X)

NaCl 137mM 80.0gr
KCl 2.7nM 2.0gr
NaZHPO4 TH20 4.3mM b1.5gr
KH2P0O4 1.4mM 2.0gr

ajustar pH a 7.4 y aforar a un litro.

2. Gel SDS-PAGE

Acrilamida 30% Bis 0.8%

Tris-HCI 1.5M pH 8.8

Tris-HCI 1.5M pH 6.8

SDS 10%

Temed (N,N,N’.N’-tetrametilen diamino) (BIORAD)
Persulfato de amonio

3. Amortiguador para proteinas

H,Odesionizada 3.8ml
Tris-HC1 0.5M pH6.8 1.0ml
SDS 10% 1.6ml
2-mercaptoetanol 0.4ml
Azul de bromofenol 0.4ml

4. Amortiguador para electroforesis de proteinas (5X)

Tris base 9.0gr
Glicina 43 2gr
SDS 3.0gr

se afora a 600mi con H,O desionizada.

5. Amontiguador de transferencia

Metanol 20%
Tris 25mM
Glicina 192mM

se afora a 1 litro con HzQO desionizada.
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6. Medio de cultivo SOBM

Bacto-triptona 20.0gr
Extracto de levadura 5.0er
NaCl 0.5gr
MgS04 7H,0 10mM
KCl 2.5mM

7 Medio de cultive Luria Betani (LB)

Bacto-triptona 10.0gr
Extracto de levadura 5.0gr
NaCl 10.0gr

8. Medio de cultivo SM

NaCl 5.8gr
MgS04 TH20 2.0gr
Trs-HCI IM pH7.5 50.0ml
Gelatina al 2% 5.0ml
Todos los componentes de cada uno de los medios de cultivo se dsuelven y se aforan a 1

liro con agua desionizada. El pH de todos los medios se ajusta a 7.0 y se esterilizan en
autoclave durante 20min a 15Lb de presion en ciclo liquido. El Mg™ y el K se esterilizan por
filtracién a través de membranas con poros de 0.22u de diametro. Para los medios sélidos se les
agrega bacto agar o agarosa a una concentracion final de 1.5% y para top agar a una
concentracion final de 0.75%

9. SSC 20X (Solucion de Citratos Salina)

NaCl 173g
Citrato de Sodio 88.2g

Ajustar el pH a 7.0 con NaOH 10N y ajustar el volumen a 1it con agua desionizada.
Esterilizar en autoclave.
10. Amortiguador TE
Tris-HCI pH 8.0 10.0mM
EDTA pH 8.0 1.0mM

11. Amortiguador TAE (50X}

Tris-base 242.0ml
Acido acético glacial 57.1ml}
EDTA 0.5M pH 3.0 100.0mi
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12 Gel de Agarosa 1%

Agarosa
Amortiguador TAE 1X
Bromuro de etidio

0.5gr
50ml
4ul
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