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l. RESUMEN 

La ATPasa de Na•tK• es una proteína integral de la membrana que 

produce un gradiente electroquímico para mantener el potencial de 

membrana, la actividad excitable de la célula y diversos sistemas secundarios 

de transporte. El gradiente de sodio se utiliza para el transporte de nutrientes 

y otras moléculas al interior de la célula. El objetivo de este trabajo fue 

identificar y caracterizar la subunidad a. de la ATPasa de Na•tK• de Tenia 

solium. Se desarrolló un antisuero policlonal especifico contra la región NH2-

terminal de la subunidad la a. de la ATPasa de Na•tK• deducida de la 

secuencia parcial de la clona aislada de una biblioteca de DNAc del cisticerco. 

Este antisuero identificó la presencia de la enzima en una fracción membrana) 

del cisticerco denominada FM 1, obtenida a baja velocidad de centrifugación. 

Asl mismo, FM1 presentó la mayor actividad de ATPasa de Na•tK+, 

identificada por su sensibilidad a ouabafna. A partir de FM1, y mediante una 

cromatografía de afinidad a ouabalna acoplada a agarosa, se purificó una 

fracción enriquecida para la ATPasa de Na•tK•. Aunque esta fracción no 

presentó actividad enzimática, fue reconocida por el antisuero anti-NH2-

terminal de la subunidad a. de la ATPasa de Na•tK• del cisticerco. Los 

ensayos de inmunolocalización utilizando el mismo anticuerpo indicaron que la 

enzima se encuentra en la membrana tegumental, en células musculares y en 

células formadoras de canales. Además, se obtuvo la secuencia completa 

(DNAc de 3371 pb) del gen que codifica para la subunidad a. de la ATPasa de 

Na•tK• (1014 aminoácidos) que presenta los motivos característicos en estas 

subunidades. Los resultados confirman la presencia de la ATPasa de Na•tK• 

en la membrana tegumentaria del cisticerco de T. solium. 
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11. INTRODUCCIÓN 

2.1. Taenia solium. 

2.1.1. DESCRIPCIÓN. 

Taenia so/ium pertenece al phylum Platyhelminthes, clase Cestoda, orden 

Cyc/ophyllidea, y familia Taeniidae. Lo más sobresaliente de los céstodos es 

la ausencia de boca y aparato digestivo, además de presentar tres diferentes 

estadios de desarrollo. La tenia adulta es un gusano plano, largo, de color 

blanco. En su cuerpo se distinguen 3 regiones: escólex, cuello y estróbilo 

(Esquema 1 C). El escólex tiene el tamaño de una cabeza de alfiler y está 

formado por cuatro ventosas y un rostelo que posee una doble corona de 

ganchos. La corona interna contiene de 11 a 14 ganchos largos (de 0.13 a 

0.16 mm) y la externa un igual número de ganchos pequeños (de 0.10 a 0.12 

mm). El cuello es corto, sin segmentaciones y de menor diámetro que el 

escólex. Del cuello se origina el estróbilo que mide de 2 a 7 m de largo está 

formado por un gran número de segmentos denominados proglótidos 

(Yoshino, 1933). Los proglótidos más cercanos al cuello son inmaduros, ya 

que aún no tienen desarrollados los órganos sexuales. Los proglótidos 

maduros, en los cuales ya se han desarrollado los órganos sexuales, se 

encuentran en la parte central de la tenia. Los últimos segmentos son 

grávidos; en ellos se pueden observar las ramas uterinas, cuyo número define 

a la especie (Esquema 2). Los proglótidos grávidos miden 0.5 a 2 cm y 

contienen aproximadamente 60 000 huevos (Craig and Faust, 1970). Estos 

segmentos grávidos se liberan del estróbilo y se eliminan con el excremento. 

Los huevos son esféricos {Esquema 1A) y constan de la oncosfera y el 

embrióforo. La oncosfera o embrión está cubierta por una capa de bloques 

denominados en conjunto embrióforo. El embrióforo que rodea a la oncosfera 

está formado por bloques unidos de manera contigua. Los bloques 

embriofóricos están compuestos por una proteina similar a la queratina, 
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resistente a Jos jugos digestivos naturales y artificiales. En contraste, Ja 

sustancia cementante que une a Jos bloques es susceptible a la digestión 

enzimática (Treja, 1986) y por tanto, al entrar al aparato digestivo los bloques 

se separan con facilidad. La capa que queda expuesta es la membrana 

oncosferal, Ja cual al entrar en contacto con la jugos gástricos permite que el 

embrión expuesto se active (Laclette et al., 1982). Una de las manifestaciones 

de los cambios fisiológicos que ocurren en el embrión cuando se activa, es el 

inicio del movimiento de Jos ganchos, que le permite salir de la membrana 

oncosferal y sostenerse del epitelio intestinal del huésped (Yoshino, 1933a). 

A 

e 

B 

Huevo 

Esquema 1. Huevo (A), Cisticerco (8), Adulto (C) de Taenia solium. 

Esquema 2. Proglótidos 
grávidos de céstodos que 
parasitan al ser humano 
mostrando los patrones 
uterinos caracteristicos. 
1. Taenia saginata; 
2. T. so/ium; 
3. T. africana; 
4. T. confusa; 
5. Hymenolepis diminuta; 
6. H. nana 
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Doce dfas después de infectar a cerdos se observan en su tejido muscular 

cisticercos ovoides y qufsticos, con un fluido denso y un punto que 

corresponde al escólex cerca de un polo (Esquema 1 B). El escólex del 

cisticerco es idéntico al del gusano adulto. Estos cisticercos en desarrollo se 

encuentran en el hlgado, cerebro y músculo esquelético de los cerdos 

infectados (Yoshino, 1933b). El crecimiento del cisticerco continúa hasta llegar 

a un tamaño de 8 a 15 mm a los 177-325 dfas después de la Infección. Entre 

los 40 y 50 dfas el rostelo está formado por completo. De los 60 a 70 dfas se 

observa una bolsa llamada receptáculo, dentro del cual está el cuello que 

muestra en su superficie muchos dobleces como septos (Yoshino, 1933c). 

Estos septos conforman el canal espinal (Slais, 1982). El cuello crece con 

mayor rapidez que el receptáculo, que mide 1.6 a 3.6 mm de largo, y por tanto 

se enrolla sobre sf mismo en espiral o en forma de "S". 

La superficie externa del cisticerco está rodeada por mlcrovellosidades 

limitadas por una membrana plasmática que se encuentra cubierta por una 

capa vellosa de glucocálix (Ramlrez-Bon et al., 1982; Sosa et al., 1977). El 

tegumento debajo de la membrana plasmática contiene veslculas elipsoidales 

de diferentes tamaños. En ocasiones, la membrana de las vesfculas se une 

con la membrana plasmática y se abre hacia el exterior, con lo que adquiere la 

apariencia de estar liberando su contenido al medio externo (Ramfrez-Bon et 

al., 1982). La cara interna del tegumento es una banda protoplásmica 

continua, o sincicio, sostenida por una membrana basal de tejido conjuntivo. 

Dicha membrana está interrumpida por dobleces del sincicio que forman 

prolongaciones protoplásmicas, las cuales conectan al tegumento con los 

cuerpos celulares nucleados. Estas prolongaciones se encuentran llenas de 

vesfculas, mitocondrias y microtúbulos. Las prolongaciones también contienen 

muchos ribosomas y un aparato de Golgi bien desarrollado, similar al de las 

células de reserva, que tienen gran cantidad de gotas de glucógeno y lipidos 

(Ramlrez-Bon et al., 1982). El sistema muscular está formado por miocitos, 

que se conectan con miofibrillas por medio de puentes citoplasmáticos, y 

G
·---·--·----TESIS en:. 

FAL T f: '•' •' 
L.i-\ !.·.:. . . 
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constituyen un sincicio. Entre la membrana basal del tegumef1to y las céiúlas 

tegumentarias y de almacén se encuentran haces de fibras musculares, que 

también se conectan con las fibras de colágena (Lumsden et al., 1982, 

Ramfrez-Bon et al., 1982). Esta estructura y organización celular reúne Jos 

requisitos para considerarse un epitelio (Lumsden et al., 1982). Los céstodos 

se nutren por difusión a través de este epitelio. 

Los cisticercos localizados en el cerebro humano muestran dos tipos 

morfológicos: celulosa y racemoso. Los del tipo celulosa son pequeños (0.5 a 

1.5 cm), tienen una vesfcula esférica u ovalada blanca o amarillenta, con una 

pared translúcida a través de la cual se puede observar el escólex como 

gránulo sólido excéntrico. Las características morfológicas de los cisticercos 

celulosas alojados en los seres humanos y en los cerdos son similares. Los 

cisticercos celulosas frecuentemente están separados del tejido del huésped 

por una cápsula fina de colágena (Aluja et al., 1987, Escobar and Nieto, 1972, 

1983, Rabiela et al., 1982, 1989, Puig-Solares, 1974, Gómez-Leal, 1989, 

Willms and Merchant, 1980). El cisticerco racemoso es una vesfcula grande, 

redonda o lobulada, circunscrita por una pared delicada, o bien es similar a un 

racimo de uvas. Los cisticercos de tipo racemoso son parásitos muy grandes, 

hasta de 10 a 20 cm (Rabiela et al., 1982, 1989, Escobar and Nieto, 1972, 

Escobar, 1983), y pueden contener hasta 60 mi de fluido (Berman et al., 1981, 

Jung et al., 1981). Probablemente, la caracterlstica más importante de este 

tipo es que en apariencia no tiene escólex, aunque en algunos casos se 

pueden observar vestigios de éste por medio de estudios histológicos 

detallados (Rabiela et al., 1982, 1989, Escobar, 1983, Berman et al., 1981, 

Jung et al., 1981). El tipo celulosa es más frecuente en el cerebro humano, 

aunque en la mayorfa de los casos coexisten en el mismo cerebro cisticercos 

de ambos tipos (Rabiela et al., 1982). 
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2.1.2. CICLO DE VIDA 

El gusano adulto parasita exclusivamente al ser humano cuando ingiere 

carne de cerdo infectada con cisticercos vivos, lo cual sucede cuando está 

cruda o insuficientemente cocida. El escólex evagina estimulado por la bilis y 

las enzimas digestivas. Las ventosas se adhieren a la pared intestinal e 

inducen la protrusión de los ganchos que se sostienen en la mucosa intestinal 

(Cañedo et al., 1982). Después de 3 a 4 meses en el intestino, la tenia llega a 

su estadio adulto y desaloja en las heces del portador proglótidos grávidos 

llenos de huevos (Craig and Faust, 1970). Se considera que se liberan de 2 a 

5 segmentos 2 a 3 veces por semana (Aluja ei al., 1987; Craig and Faust, 

1970; Pearse et al., 1987). 

Esquema 3. Ciclo de vida de 

Taenia solium 

Los huevos liberados de los progiótidos grávidos suelen ser ingeridos por 

los cerdos (Craig and Faust, 1970; Pearse et al., 1987). Los humanos también 

pueden ingerirlos en forma accidental debido a la contaminación de alimentos 

y agua. Los cisticercos se desarrollan principalmente en el sistema nervioso 

central, ojo, músculo esquelético y tejido subcutáneo de los seres humanos. 

Siendo de mayor frecuencia la neurocisticercosis que la cisticercosis muscular 

y subcutánea (Schenone et al., 1982), aunque también se han encontrado 

casos de presencia de cisticercos en tejido graso subcutáneo (Wortman, 

1991 ). 

,. ¡ 

'¡,: 1' 

'• ....• .!.\. ' 
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2.1.3. CISTICERCOSIS -TENIASIS 

La cisticercosis es una enfermedad parasitaria causada por Ja larva de T. 

solium en el humano y en el cerdo, en paises en vlas de desarrollo como los 

de América Latina, África y Asia. Esta enfermedad se asocia con una pobre 

higiene y métodos primitivos de crianza del ganado porcino (Mahajan, 1982). 

En México, la infección con T. solium ha sido reconocida ampliamente; 

numerosos estudios cllnicos y patológicos han identificado a la cisticercosis 

como un importante problema de salud causando severa morbilidad y serias 

pérdidas económicas (Flisser, 1988; Sarti and Gutierrez, 1986; Larralde et al., 

1992; Tsang and Wilson, 1995). En los años de 1953 a 1984 se encontraron 

481 casos de cisticercosis (2.4%) de 20,026 autopsias realizadas en el 

Hospital General de México y en la Facultad de Medicina de la Universidad 

Nacional de México. La neurocisticercosis fue considerada la principal causa 

de muerte en el 39% de los decesos por infección (Villagran and Olvera, 1989) 

y es la causa más común de epilepsias tardlas (Medina et al., 1990). Sin 

embargo, los datos documentados de cisticercosis en México son en gran 

parte derivados de centros cllnicos urbanos. Estas estadlsticas no reflejan la 

incidencia real de la cisticercosis ni la asociación de la cisticercosis con la 

teniasis en comunidades rurales, en donde se presume ocurren la mayor parte 

de las transmisiones (Sarti and Gutierrez, 1986). Por otro lado, los estudios 

serólogicos de la población abierta en México muestran alrededor del 3.0% de 

positividad para cisticercosis (Larralde et al., 1992). 

La teniasis es una enfermedad que cursa asintomáticarnente. y por este 

motivo no se tienen datos sobre la incidencia en la población. Sin émbargo las 

personas que portan a la T. so/ium en su estado adulto son un foco de 

infección para la cisticercosis. 
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2.1 ;4; INTERACCIÓN HUÉSPED - PARÁSITO 

La membrana plasmática tegumentaria del cisticerco es muy importante en 

la relación huésped-parásito. ya que este céstodo realiza su intercambio de 

nutrientes y secreciones a través de ésta. 

Se ha identificado una serie de moléculas (carbohidratos, glicoprotelnas, 

proteoglicanos y protelnas) presentes en la superficie de la membrana 

tegumentaria de los céstodos en diferentes estadios de desarrollo (Joshua et 

al., 1989; Lamsam and MacManus, 1990; Landa et al., 1994; Schmidt and 

Peters, 1987; Sosa et al., 1977). Algunos estudios han demostrado que las 

glicoprotelnas participan en la evasión de la larva (cisticerco) a la respuesta 

inmune del huésped (Hammerberg el al., 1980; Letonja and Hammerberg, 

1983). Los céstodos realizan el intercambio de nutrientes y secreciones a 

través de su superficie tegumentaria (Lumsden, 1975; White et al., 1992). Se 

han observado veslculas pinoclticas en la pared del cisticerco de Taenia 

crassiceps, que parecen transportar proteínas del huésped (Willms et al., 

1980) a través de su membrana tegumentaria (Threadgold and Dunn, 1983, 

1984). Asl mismo, otros estudios han demostrado que algunos 

transportadores son importantes para el transporte de nutrientes (Pappas and 

Read, 1973, Pappas, 1975), como los transportadores de glucosa (Rodrlguez­

Contreras, 1998; Skelly et al., 1994), aminoácidos (Haynes, 1970; Miller et al., 

1996; Pappas and Read, 1973; Pappas et al., 1973; Pfeiffer et al., 1998) y 

protelnas (Hustead and Wiliiams, 1977), que se han identificado en diferentes 

helmintos. Dichos transportadores requieren un gradiente de electrolitos para 

llevar a cabo su transporte, este gradiente puede ser proporcionado por 

algunas ATPasas. 
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2.2. ATPasas 

2.2.1. CLASIFICACIÓN 

Las ATPasas son enzimas involucradas con la slntesis y/o la utilización del 

ATP, el cual es la principal fuente de energla en la célula. 

Las ATPasas se han clasificado en tres tipos: F, V y P (Tabla 1, 11y111). Las 

ATPasas de la categorla F constan de una porción soluble (F1) involucrada en 

la actividad catalltica de la enzima (slntesis o hi~rólisis del ATP) y una porción 

membrana! (Fo) involucrada en la translocación de H+. La masa molecular de 

F1 es de 360-384 kDa conformada por las subunidades et, p, y, ¡; y e con una 

estequeometrla et3j33y8c. Fo consta de los polipéptidos a, b y c, que presentan 

en conjunto una masa molecular de aproximadamente 190 kDa (Pedersen 

and Carafoli, 1987). 

Las ATPasas de tipo V se encuentran en las vacuolas. Son las menos 

abundantes en los organismos y su masa molecular se estima es de 400 kDa. 

Estas ATPasas las componen más de 3 pollpéptldos (et, p, y) (Pedersen and 

Carafoli, 1987). 

Las ATPasas de la clase P están asociadas con las membranas del 

retlculo endoplásmico y las membranas citoplasmáticas. Constan de una sola 

subunidad et, con excepción de la ATPasa de Na+/K+ que también cuenta con 

una segunda subunidad p (Pedersen and Carafoli, 1987; Moller et al., 1996). 
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Tabla l. ATPasas tino F 
Catión Organismo I membrana Función 

transnortado 
H• -Eucariotes / mitocondrial Catalizar la formación de 

interna ATP a partir de ADP + P1• 

-Plantas superiores / tilacoidal 

-Procariotes I plasmática 

Tabla 11. ATPasas tino V 
Catión Organismo I membrana Función 

transnortado 
H• -Animales / lisosomal y Crear valores de pH bajos 

endoso mal en compartimentos para Ja 

-Plantas superiores / vacuolar activación de enzimas 

-Hongos / vacuolar hidroliticas. 

Tabla 111. ATPasas tino P 
Catión Organismo I membrana Función 

transnortado 
Na•tK• Eucariotes superiores / Mantener gradientes de 

plasmática concentración; crear 

potencial eléctrico. 

H•tK• Células de mamlfero secretoras Acidificar el contenido del 

de ácido / plasmática estómago. 

H• Hongos (Neurospora) y plantas Crear valores de pH bajos 

superiores I plasmática en compartimentos para 

activar enzimas hidrollticas. 

Ca2• Eucariotes superiores / Mantener baja la [Ca2•1 en 

plasmática citosol. 

Ca2• Células de músculo de animales Mantener la [Ca'•) 

I retlculo endoplasmática intracelular en el retlculo 

endoplásmico. 

TES1S cm\: 13 
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2.2.2. ATPasas TIPO P 

Las ATPasas de tipo P se distribuyen ampliamente entre las especies y 

son responsables del transporte activo de varios cationes a través de las 

membranas de las células (Lutsenko and Kapian, 1995; Sachs and Munson, 

1991 ). Todas estas enzimas usan la hidrólisis del ATP para dirigir el transporte 

de cationes contra un potencial electroqufmico. La designación de tipo P se 

refiere a la caracterlstica de estas enzimas de formar un intermediario 

fosforilado durante su ciclo catalltico. Este intermediario se forma cuando el y­

fosfato del ATP reacciona con el residuo aspartato 369 de la subunidad a.. 

Acompañando al proceso de fosforilación, las ATPasas tipo P captan, unen 

y transportan iones cfclicamente entre dos diferentes conformaciones 

dependientes de los cationes, denominadas E1 y E2 (Repke and Schon, 1992; 

Sachs and Munson, 1991; Skou and Esmann, 1992). El mecanismo molecular 

preciso que acopla la hidrólisis del ATP a los cambios conformacionales y a la 

translocación de iones aún no se describe por completo (Esquema 4). 

Esquema 4.Ciclo catalltico 

de la ATPasa de Na+/K+. 

Las ATPasas P presentan dominios altamente conservados y una 

estructura terciaria semejante y equivalente en su organización topológica en 
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la membrana (Lutsenko and Kaplan, 1995). Una región con homología es la 

que se encuentra alrededor del aspartato fosforilado, llamado TGES/A 

(treonina, glicina, glutamico, serina/alanina). Dicha secuencia se encuentra 

entre los dominios transmembranales 2 y 3. También varias regiones, como la 

involucrada en la unión del ATP, muestran un alto número de aminoácidos 

conservados. Este tipo de ATPasas se inhibe por el vanadato, un análogo del 

estado de transición del fosfato, por lo cual se distinguen de las ATPasas de 

Jos tipos Vy F (Sachs and Munson, 1991; Pedersen et al., 1987). 

La ATPasa de Na+/K+, o bomba de Na+, es una protelna Integral de Ja 

membrana que se encuentra en todas las células eucariotas y es responsable 

del transporte a través de Ja membrana celular de iones de sodio (3 Na+) hacia 

el exterior y potasio (2 K•) al interior, utilizando ATP como Ja fuerza impulsora. 

Este transporte produce gradiente qulmico y eléctrico en Ja membrana celular. 

El gradiente eléctrico es esencial para generar el potencial de membrana de Ja 

mayorla de Jos tejidos y para la excitabilidad del músculo y células nerviosas. 

El gradiente de Na+ provee la energla que impulsa Jos anti y 

cotransportadores acoplados a este catión. Este sistema de transporte 

secundario media la translocación de iones (Na•, H', Ca2•, CJ", P04
3º, sol·), 

sustratos (glucosa y aminoácidos) y neurotransmisores a través de Ja 

membrana plasmática (Glynn, 1991, 1993; Jorgensen, 1990; Skou, 1990; 

Skou and Esmann, 1992). En el riñón, Ja ATPasa de Na+tK• juega un papel 

primordial, dirigiendo la reabsorción de Na• y agua. Por Jo cual esta enzima es 

esencial en el mantenimiento del agua corporal y de Ja homeostasis de 

electrolitos (Glynn, 1991; Jorgensen, 1990; Green, 1992). La ATPasa de 

Na+tK• es un oligómero (Esquema 5) compuesto de la subunidad a. y la 

subunidad p. La interacción de ambas subunidades da como resultado una 

enzima funcional, sin embargo se han encontrado tretámeros formados por 2 

subunidades a. y 2 subunldades p. 
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membrana 

Gtosol 

ATP Esquema 5. Estructura 

general de la ATPasa 

de Na•tK•. 

La subunidad a es una proteina con diversas porciones transmembranales 

con masa molecular de aproximadamente 112 KDa, y es la responsable de las 

propiedades de catálisis y transporte de la enzima. La subunldad a contiene 

los sitios de unión a cationes, ATP, y al inhibidor ouabaina (Lingrel and 

Kuntzweiler, 1994; Mercer, 1993; Pedemonte and Kaplan, 1990, Pressley, 

1996). La subunidad p es un polipéptido que atraviesa la membrana una sola 

vez, y dependiendo de su glicosilación tiene una masa molecular entre 40 y 60 

KDa. La subunidad p es esencial para la actividad normal de la enzima 

(Blanco, 1994a; Chow and Forte, 1995; McDonough et al., 1990) y esté 

involucrada en la captación del K• (Lutsenko and Kaplan, 1993) y en la 

modulación de la afinidad por el K• y el Na• (Blanco et al., 1995a, b; Eakle et 

al., 1994, 1995; Jaisser el al., 1992). En las células de los vertebrados la 

subunidad 13 puede actuar como chaperona, estabilizando el correcto 

plegamiento de la subunidad a para facilitar su deposición en la membrana 

plasmática (Chow and Forte, 1995; McDonough et al., 1990) . 

.------------·-··--· - ... -· 
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2.2.3.1. INHIBIDORES 

a) Cardioglicósidos: o cardiotónicos, son inhibidores especificas de la 

ATPasa de Na•1K+. La ouabaina es un cardioglicósido ampliamente utilizada, 

es soluble en agua y tiene una K1 del orden de 10·1-10·5 M para las enzimas 

de la mayoría de los tejidos. Este inhibidor se une a aminoácidos de las asas 

extracelulares de la subunidad a. La inhibición aumenta cuando la proteína 

está fosforilada y unida al Na• (Schwartz, 1983). 

b) Vanadato: es un análogo del estado de transición del fosfato unido al 

sitio de fosforilación de las ATPasas tipo P; Inhibe a la enzima en un intervalo 

de concentración en nanomoles. La unión del vanadato se ve favorecida 

cuando el K' se encuentra unido en su sitio citoplasmático, mientras que el K+ 

extracelular no la afecta. 

e) Oligomicina: este antibiótico se une extracelularmente pero, en 

contraste con los cardioglicósidos y el vanadato, no produce una inhibición 

totaf de la actividad enzimática (Glynn, 1985). La oligomicina decrementa la 

velocidad de la transición de E1Na3 a E2K2 (ver Esquema 4) (Esmann and 

Skou, 1985). 
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2.2.3.2. ISOFORMAS 

La ATPasa Na•tK• se expresa como varias isoformas, codificadas por 

distintos genes, para ambas cadenas polipeptfdicas (Fambrough, 1988; 

Levenson, 1994; Lingrel el al., 1990, 1994; Sweadner, 1989, 1991). La 

inhibición por cardiotónicos en preparaciones de la enzima de roedores hizo 

evidente la existencia de isoformas de la bomba de Na• (Marks. 1978). Con el 

desarrollo de las técnicas de biologfa molecular se identificaron al menos 3 

subunidades a en los vertebrados, conocidas respectivamente como a1, a2, y 

a3 (Shull et al., 1986, 1985; Sverdlov et al., 1987). Recientemente Shamraj y 

Lingrel identificaron una cuarta isoforma a (a4) en el testfculo del ratón (1994). 

En la actualidad, se han identificado tres diferentes isoformas de la 

subunidad p de la ATPasa Na•1K+. Dos de las isoformas, p1 y p2, se 

encontraron en tejidos de mamlferos (Gloor et al., 1990; Martln-Vasallo et al., 

1989) y en aves (Lemas and Fambrough, 1993), mientras que p3 se detectó 

en anfibios (Good et al., 1990), ratón (Besirli et al.. 1997), rata y humano 

(Gloor et al., 1990; Martln-Vasallo et al., 1989). 

Las isoformas de ambas subunidades a y p de la ATPasa Na•tK• 

presentan un patrón de expresión tejido especifico (Tablas IV y V). Además, 

este patrón de expresión está sujeto al estado de desarrollo de tejido y/o 

organismo, así como a la regulación hormonal y puede alterarse durante 

algunas enfermedades como la hipertrófia ventrucular (Blanco et al., 1994c; 

Ewart and Klip, 1995; Charlemerne et al., 1994; Charlemarne and 

Swynghedauw, 1995; Zahler et al., 1996). 
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Tabla IV. Localización en tejidos de humano de las diferentes isoformas de las 

subunidades a y p de la ATPasa Na•tK• 

lsoforma Localización Referencia 

a1 Casi todos los tejidos. Fambrough, 1988; Levenson, 1994; 

Lingrel et al., 1990; Lingrel, 1992; 

Sweadner, 1989 

a2 Corteza renal, médula, Lucking et al., 1996; Lytton et al., 

papila gustativa, adipocitos 1985, Hundal et al., 1992; Lavoie et 

músculo, corazón y cerebrc al., 1997; Zahler et al., 1992; 

(células gliares). McGrail, 1991; Brines and Robbins, 

1993; Cameron et al., 1994; Fink et 

al., 1996 

a3 Corteza renal, médula, Lucking et al., 1996; Hieber et al., 

papila, tejido nervioso, 1991; McGrail elal., 1991, Levenson, 

neuronas. 1994; Sweadner, 1992 

a4 Testlculo. Shamraj and Lingrel, 1994 

p1 Casi todos los tejidos. Eakle, 1995; Levenson, 1994, Lingrel 

el al., 1990; Lingrel, 1992; Sweadner, 

1989 

p2 Músculo esquelético, Lavoie et al., 1997; Shyjan et al., 

glándula pineal, tejido 1990, Peng et al., 1997 

nervioso. 

p3 Testlculo, retina, hígado, Arystarkhova and Sweadner, 1997; 

pulmón Marks and Seeds, 1978 

Se han determinado otros mecanismos implicados en la generación de las 

isoformas de la ATPasa Na•tK•, como las variaciones en el procesamiento 

transcripclonal de los mensajeros, que ocurren en algunas células. En 

músculo vascular canino (Medford et al., 1991), a1-T ha perdido el 40% de la 

secuencia carboxflica terminal. En el P.pitelio de la retina humana también se 
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han encontrado transcriptos truncados de las subunidades a. y p. La secuencia 

truncada de la isoforma a.1 se produjo por una delación que generó un codón 

de término que produce un extremo carboxilo terminal similar al de la ATPasa 

de calcio de retículo sarcoplásmico. El polipéptido P1 truncado es dos 

aminoácidos más pequeño del extremo COOH terminal, además de diferir en 

los últimos dos aminoácidos (Ruiz et al., 1995). 

Otro mecanismo que contribuye a la heterogeneidad de la bomba de Na+ 

es la asociación de las isoformas a. y p en diferentes heterodlmeros (Tabla V). 

Tabla V. Localización de diferentes isoformas de la ATPasa Na•1K• 

lsoforma Localización Referencia 

a.1 p1 Casi en todos los tejidos Fambrough, 1988; Levenson, 

1994, Lingrel et al., 1990; 

Lingrel, 1992; Sweadner, 1989 

a.1¡32 Glándula pineal Shyjan et al., 1990 

a.2¡31 Células del plexo coroideo Zlokovic et al., 1993 

a.2¡33 Corteza renal, médula, papila Lucking et al., 1996 

gustativa 

a3p2 Células fotorreceptoras de retina Schneider and Kraig, 1990; 

Schneider el al., 1991 

a3p3 Glándula pineal Shyjan et al., 1990 

Existen poblaciones celulares que expresan varias isoformas con el 

potencial de múltiples combinaciones de a. y p. Dichas poblaciones están en el 

sistema nervioso central (Levenson, 1994; Sweadner et al., 1992), en las 

células epiteliales ciliares del ojo (Ghosh et al., 1990), en el órgano sensorial 

del ofdo (Ten Cate et al., 1994), y en el plexo coroldeo (Zlokovic et al., 1993). 

20 



La posibilidad de combinación de diferentes heterodlmeros fue sugerida por la 

expresión de múltiples isoformas en varios tejidos y células (Cameron et al., 

1994; Levenson, 1994; Peng et al., 1997; Schneider and Kraig, 1990; 

Schneider et al., 1991; Zlokovic et al., 1993). La facilidad de asociación entre 

las isoformas a y p se confirmó con la expresión de diferentes combinaciones 

de polipéptidos de la ATPasa Na•1K• de rata en células de insecto. En este 

sistema de expresión, cada subunidad a puede ensamblarse con cualquier 

subunidad p formando un complejo catalfticamente activo (Blanco et al., 1993; 

Blanco et al., 1994b; Blanco et al., 1995a, b). 

En preparaciones de la enzima se ha identificado también una tercera 

protelna determinada subunidad y (Reeves et al., 1980). La subunidad y es un 

pequeño polipéptido hidrofóbico de 8 a 14 KDa que fue inicialmente 

considerado un contaminante de la purificación. Sin embargo, se demostró 

que es parte de la enzima (Forbush et al., 1978; Lowndes et al., 1984; Rogers 

and Lazdunski, 1979). Otra evidencia de que la subunidad y es un 

componente de la ATPasa Na•1K• es la colocalización con la subunidad a en 

segmentos de la nefrona y la coinmunoprecipitación con el complejo a.-p 
(Mercer et al., 1993). El alto grado de identidad de esta subunidad a través de 

diversas especies sugiere que puede ser importante en la función de la 

enzima. Los estudios de expresión han demostrado que la subunidad y no se 

requiere para la actividad normal de la ATPasa Na•1K• (DeTomaso et al., 

1993; Hardwicke and Freytag, 1981; Scheiner-Bobis and Farley, 1994). 

Recientemente en la isoforma a1P1 expresada en ovocitos de Xenopus, se 

demostró que la subunidad y puede modificar el voltaje dependiente de la 

activación por K+ (Beguin et al., 1997). Al parecer la subunidad y puede 

estabilizar la conformación E1 de la enzima (Therien et al., 1997) y puede 

requerirse para el desarrollo de embriones de ratón (Janes et al., 1997). Por 

otra parte se ha establecido que la subunidad y pertenece a una pequeña 

familia de protelnas implicadas en el transporte de iones a través de la 
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membrana plasmática. Esta familia de protelnas induce la actividad de 

canales iónicos, cuando se expresan en ovocitos de Xenopus. Congruente 

con estos datos, cuando se encuentra presente la subunidad y, 

selectivamente se Inducen canales catiónicos en los ovocitos de Xenopus 

(Minar et al., 1998). La importancia fisiológica de esta actividad se desconoce, 

aunque la información refuerza la evidencia de que la subunidad y puede 

modificar la función de la ATPasa Na•tK•. 

2.2.3.3. ESTRUCTURA PROTEÍCA 

La complejidad de la ATPasa Na•tK• puede también extenderse a la 

estructura de la enzima. Se ha demostrado que diferentes isoformas a pueden 

asociarse en complejos oligoméricos. Sin embargo, se desconoce si la 

estructura cuaternaria de la bomba de Na• influye en las propiedades 

funcionales de la enzima (Blanco et al., 1994a). 

Las secuencias peptldlcas completas de las isoformas a se dedujeron de 

los DNAcs que codifican para los polipéptidos de la rata (Schneider, 1985; 

Shull, 1986), pollo (Fambrough and Bayne, 1983) y humano (Lingrel et al., 

1990; Sverdlov et al., 1987). Las subunidades a en la rata varfan ligeramente 

en su tamaño; la subunidad a1posee1,024 aminoácidos, a2 posee 1,021, a3 

es la más pequeña con 1,014, y a4 es la más grande con 1,028 residuos. Los 

estudios de la secuencia de aminoácidos, marcaje de sitios especificos y 

digestión proteolltica han contribuido para obtener un modelo de la posible 

orientación de la subunidad a en la membrana plasmática (Arystarkhova et al., 

1995; Canfield and Levenson, 1993; Lingrel et al., 1994; Lingrel and 

Kuntzweiler, 1994; Mohraz et al., 1994; Pedemonte and Kaplan, 1990; 

Sweadner and Arystarkhova, 1992; Vasilets and Shwarz, 1993). Estos 

estudios predicen que la región NH2-terminal tiene 4 porciones que atraviesan 

la membrana, un gran segmento citoplasmático de un tercio del polipéptido y 

una región COOH-terminal que contiene 6 segmentos transmembranales. 
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La Identidad entre las isoformas es alta (Tabla VI). La mayor variabilidad 

estructural se encuentra en el NH2-terminal, los sitios de unión a ouabafna 

entre los segmentos transmembranales 1 y 2 (de 4 a 8 sitios), y la región 

citoplasmática entre los aminoácidos 403 y 503. Los sitios con mayor 

identidad son la región citoplasmática donde se encuentran el sitio de unión al 

ATP, el sitio de fosforilación, fas regiones hidrofóbicas transmembranales y la 

región COOH-terminal (Levenson, 1994; Lingre et al., 1994; Mercer, 1993). 

Tabla VI. Identidad entre las isotermas de la subunidad a de la ATPasa de 

Na•tK• 

lsoformas Identidad Referencia 

con paradas 

a1-a2 92% Lingre et al., 1994; Mercer, 1993 

a1-a3 96% Lingre et al., 1994; Mercer, 1993 

a2-a3 91% Lingre et al., 1994; Mercer, 1993 

a1-a2-a3 87% Lingre et al., 1994; Mercer, 1993 

a1-a4 78% Levenson, 1994 

Las secuencias de aminoácidos de las isotermas J3 se dedujeron de los 

DNAs de la rata (Malik el al., 1996), humano (Ruiz el al., 1995), pollo (Lemas 

and Fambrough, 1993), sapo (Gloor et al., 1990), y ratón (Martln-Vasallo et al., 

1989). En la rata, la isoterma J31 tiene 304 aminoácidos, la isoforma [}2 tiene 

290, y la isoforma J33 tiene 279 aminoácidos. Todos las isoformas J3 poseen 

una estructura básica común (Esquema 5): una región citoplasmática, un 

segmento transmembranal, y un gran dominio extracelular. La identidad entre 

las isotermas J31 y J32 a través de las especies de mamiferos es del 95%. Este 

valor baja a un 60% cuando se compara con otras especies que no sean 

¡---" - - . --------·. 
1 rrr•r1·1r ('(\¡',T .e, J 1) ·-" : ' 

l -1" 1 ' '• ·.-it\' 1 ,. ¡ 
_,_, I -• -

23 

\ 
. 1 



mamíferos. La homologla entre las isoformas 131 y p2 es del 34% y Ja similitud 

es del 24%, mientras que 131 y 133 exhiben un 68% de similitud con un 39% de 

identidad. La similitud entre 132 y 133 alcanza un 61%, con 49% de residuos 

conservados (Malik et al., 1996). El segmento transmembranal de la 

subunidad 13 es una región altamente conservada entre las isoformas y las 

especies. Todas las isoformas 13 están altamente glicosiladas. La isoforma 131 

de los mamíferos tiene tres sitios de N-glicosilación. Los posibles sitios de 

glicosilación para la isoforma 132 varían dependiendo de la especie, de tal 

forma que la subunidad del pollo tiene cuatro posibles sitios, en la rata existen 

siete, en el humano existen ocho y en el ratón se han encontrado nueve 

(Chow and Forte, 1995). Sin embargo se desconoce si todos los sitios son 

utilizados. La inhibición de la glicosifación de la subunidad 13 de la ATPasa de 

Na+/K+ con tunicamicina resulta en una bomba de Na+ catalfticamente 

competente con una afinidad normal a la ouabalna (Takeda et al., 1988; 

Zamofing et al., 1988, 1989). La expresión de una enzima teniendo una 

subunidad 13 con los sitios de N-glicosilación mutados también da como 

resultado una enzima activa con afinidad por K+ y ouabaína normales. La 

disminución de la glicosilación de la subunidad 13 reduce su habilidad para 

ensamblarse con la subunidad a en la membrana, y aumenta la sensibilidad 

de la enzima (ambas subunldades) a la proteólisis, sugiriendo que la 

glicosilación juega un papel importante en el plegamiento de la proteína 

(Beggah et al., 1997). 

Otra importante caracterlstica de la estructura de la subunidad 131 es la 

presencia de tres puentes disulfuro en la región extracelular, los cuales en la 

rata se encuentran en Cys 125-Cys 148
, Cys 158-Cys 174

, y Cys212-Cys275
• Todas las 

cisternas, pero no su posición relativa, están conservadas en la secuencia de 

las isoformas 132 y 133, sugiriendo similitudes en la estructura terciaria de los 

polipéptidos. El tratamiento de la ATPasa de Na+/K+ con agentes reductores 

que rompen los enlaces disulfuro, produce la inactivación de la enzima, 
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sugiriendo que los puentes disulfuro se requieren para la función de la 

ATPasa de Na•tK•. El quitar cualquier puente disulfuro, por mutagénesis 

dirigida de las cistelnas involucradas, es suficiente para evitar su ensamble 

adecuado, por Jo cual la actividad de la ATPasa de Na•1K• disminuye (Beggah 

et al., 1997). 

2.2.3.4. ACTIVIDAD ENZIMÁTICA 

La caracterización de las propiedades funcionales de las diferentes 

combinaciones de pollpéptidos a y p ·ha sido dificil. Frecuentemente se 

expresa más de una lsoforma en la misma célula, complicando el análisis 

individual de las lsoformas. La isoforma a1J31 se ha analizado ampliamente, 

debido a que constituye prácticamente el único tipo en el riñón. La 

comparación de la afinidad por los sustratos de las enzimas de riñón y de 

cerebro (Urayama and Nakao, 1979), determinó que la isoforma renal a 1J31 

presenta menor afinidad por el ATP, similar para el K+ y mayor para el Na• 

que la enzima neuronal a2P3 (Sweadner, 1985). En el conejo, perro y humano, 

la diferencia en la afinidad a los asteroides cardiotónicos no es marcada, 

aunque la isoforma a1 en estas especies es mucho más sensible a la 

ouabalna (Berrebi-Bertrand and Maixent, 1994; Hansen, 1992; Harashima et 
al., 1988; Hauger et al., 1985; Jensen, 1992; Madsen et al., 1992; Schmidt et 

al., 1996). 

Mediante técnicas de biologia molecular, se han utilizado células de 

mamíferos para expresar separadamente cada isoforma de la ATPasa de 

Na•1K•. Asl se determinó que los valores de K1 para la ouabalna son de 40 y 

80 nM para las isoformas a2 y a3, respectivamente (Hara et al., 1988; 

Kolansky et al., 1992). Los análisis de las isoformas por separado demuestran 

que a 1J31 y a 3J3 1 presentan una afinidad similar por el ATP y K•, mientras que 

la isoforma a 3J31 tiene menor afinidad por Na• comparado con a1J31 y a2J31. 

También se demostró la gran susceptibilidad de la bomba de Na• de cerebro 
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de rata y corazón de perro a ser inactivada, debido a que la isoforma presente 

es la a3P1 (Berrebl-Bertrand and Maixent, 1994; Gerbi eta/., 1993). 

Las células de insecto se han utilizado para ensamblar varias isoformas a 

y p en una enzima funcional (Blanco et al., 1993; Blanco et al., 1994b; Blanco 

et al., 1995a, b; DeTomaso et al., 1993). La infección de células con 

baculovirus recombinantes ha permitido demostrar que todas las isoformas a 

pueden ensamblarse establemente con cualquier polipéptido p1 o p2 

(Ackermann and Geering, 1992; Lemas et al., 1994; Schmalzing et al., 1992). 

Aunque todos los posibles pares a y p resultan en una enzima activa, algunas 

combinaciones, tal como a1P2. tienen baja actividad, sugiriendo que no todas 

las asociaciones son igualmente favorecidas. La evidencia para la selectiva 

interacción de ciertas subunidades a y p se ha demostrado en ovocitos de 

Xenopus (Schmalzing et al., 1997). Sin embargo la importancia de la 

asociación o expresión de una u otra isoforma en especifico en cierto tejido es 

desconocida. 

Utilizando las isoformas de rata expresadas en células de insecto y 

mediante análisis de curvas de dosis respuesta para el Na•, K•, ATP y la 

ouabaina se determinaron los parámetros cinéticos (Tabla VII). 
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Tabla VII. Características cinéticas de las isoformas de la ATPasa de Na•tK• 

de rata expresadas en células de insecto Sf-9. 

lsoforma Catión Na• Catión K+ Sustrato ATP Inhibición con 

Ko.s, mM Ko.s. mM Km,mM ouabafna 

K1,mM 

a; 1p1 nativa 17.5 ± 0.4 2.1±0.7 0.32 ± 0.04 9.8 ± 0.9E-5 

a;1 p1 16.4 ± 0.7 1.9 ± 0.2 0.46 ±0.10 4.3 ± 1.9E-5 

u2p1 12.4 ± 0.5 3.6 ± 0.3 0.11±0.01 1.7±0.1E-7 

u2fl2 8.8 ± 1.0 4.8 ± 0.4 0.11±0.02 1.5 ± 0.2E-7 

u3P1 27.9±1.3 5.3 ± 0.3 0.09 ± 0.01 3.1±0.3E-8 

u3P2 17.1±1.0 6.2 ± 0.4 0.07 ± 0.02 4.7 ± 0.4E-8 

La enzima u1p1 de rata expresada en células de insecto es 2 veces más 

sensible, y la u3P1 aproximadamente 20 veces menos sensible a la ouabafna 

que la enzima u1 p1 nativa. Esta diferencia en sensibilidad entre la nativa y la 

expresada puede ser resultado de la diferencia en el ambiente lipídico que la 

rodea. Alternativamente, la sensibilidad a la ouabafna puede ser influenciada 

por la subunidad y o por la estructura oligomérica de fa subunidad a. 

2.2.3.5. Relevancia fisiológica de las isoformas de la ATPasa de Na•1K• 

Las múltiples isoformas de la ATPasa de Na•tK• con diferentes afinidades 

por el Na• puede ser fisiológicamente importantes en el control secundario de 

los niveles de Ca2
• intracelular. Las variaciones en el Ca2• citoplasmático son 

importantes en la regulación de la contracción, secreción y excitabilidad 

(Blaustein, 1993). 

La estricta regulación de la expresión de los polipéptidos a y p bajo varias 

condiciones fisiológicas sugiere una diferencia funcional de las isoformas. 

Durante el desarrollo ocurre l', cambio en la cantidad relativa de las isoformas 
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en varios tejidos (Orlowski and Lingrel, 1988). Un ejemplo es la regulación de 

la expresión de las isoformas de la ATPasa de Na•1K• durante el desarrollo del 

corazón de la rata. En este tejido, entre la segunda y tercera semana de vida, 

se da un cambio en la expresión de la isoforma a3 a la isoforma a2, la cual es 

la Isoforma predominante en el miocardio del adulto (Lucchesi and Sweadner, 

1991). Además se ha observado que coincide con cambios importantes en las 

propiedades electrofisiológicas del miocardio (Lingrel et al., 1990; Lucchesi 

and Sweadner, 1991). En varias enfermedades cardiacas se modifica la 

composición de las isoformas. Estos cambios pueden reflejar el Intento por 

reestablecer la función alterada aso.ciada con la enfermedad (Book et al., 

1994). 

111. ANTECEDENTES 

En parásitos se conoce muy poco sobre las ATPasas de cualquier tipo (P, 

V o F). En el helminto Schistosoma mansoni se clonaron dos isoformas de la 

ATPasa tipo P: ATPasa de Calcio (SMA1 y 2) (De Mendoza et al., 1995; Talla · 

et al., 1998). SMA 1 cuenta con 1022 aminoácidos y una masa molecular de 

113 kDa. Esta protelna tiene 67% de identidad con otras ATPasas de ca2• del 

retrculo sarco/endoplásmico (SERCA), pero ha perdido el dominio de 

fosforilación que existe en las isoformas de humano SERCA 1 y 2. El análisis 

de la secuencia de aminoácidos de SMA 1 indicó que tiene dos asas 

citoplasmáticas y diez segmentos hidrofóbicos, los cuales son caracterlsticos 

de las ATPasas Tipo P. SMA2 se ha expresado en la levadura, y sus 

caracteristicas sugieren su presencia únicamente en las membranas internas 

de ambos organismos. SMA 1 y SMA2 están involucradas en procesos de 

regulación de la concentración de calcio y por tanto en la regulación de la 

homeostasis celular. En T. solium hasta la fecha sólo se conoce que existe 

actividad de ATPasa en la superficie externa del parásito (Sosa, 1978). Sin 

embargo no fue identificada la enzima o enzimas que tenian dicha actividad. 
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IV. JUSTIFICACIÓN DEL PROYECTO 

El interés en Taenia solium radica en su capacidad de infectar al humano 

produciendo la neurocisticercosis y la teniasls. Debido al relevante papel que 

la ATPasa de Na+/K+ juega en la fisiologla de las células de organismos 

eucariotes y procariotes serla de gran importancia caracterizar a esta enzima 

en un parásito: T. so/ium. La generación del conocimiento básico de los genes 

que codifican para la ATPasa de Na+/K+ y las caracterlsticas de sus productos 

podrlan conducirnos a desarrollar mejores estrategias para la erradicación de 

este parásito. 
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V. HIPÓTESIS 

Las células de Taenia solium, igual que las de todos los organismos, 

requieren un sistema que le proporcione un gradiente eléctrico y qulmico para 

su homeostasis y para la toma de nutrientes. Por ello es posible que la enzima 

ATPasa de Na•tK• se encuentre en el cisticerco de este parásito. 

VI. OBJETIVOS 

6.1. OBJETIVO GENERAL 

• Identificación de la ATPasa de Na•tK•, aislamiento y caracterización del 

DNAc que codifica para la subunidad a. de la ATPasa de Na•tK• de 

membrana de cisticerco Taenia solium. 

6.2. OBJETIVOS PARTICULARES 

Identificación de la ATPasa de Na•tK• en cisticerco de T. solium; 

• Purificación de la ATPasa de Na•tK• de cisticerco de T. so/ium. 

Localización de la ATPasa de Na•tK• en el tejido de cisticerco de T. 

solium. 

• Producción de sonda de DNA para el tamizaje de una biblioteca de 

DNAc de cisticerco de T. solium. 

• Aislamiento y caracterización del DNAc que codifique para la subunidad 

a. de la ATPasa de Na•tK•. 
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VII. MATERIAL Y MÉTODOS 

7 .1. Material biológico 

Los metacéstodos de Taenia solium se obtuvieron por disección del 

músculo esquelético de cerdos infectados naturalmente. Los cisticercos fueron 

lavados con una solución de antibióticos (penicilina 1000 U/mi y 

estreptomicina 1000 U/mi) en solución salina amortiguadora de fosfatos (PBS) 

y se guardaron a -70°C hasta su uso. Los anticuerpos anti-ATPasa tipo P de 

Neuroespora .crassa fueron donados por el Dr. Juan Pablo Pardo de la 

Facultad de Medicina. 

7.2. Métodos bioquimicos 

7.2.1. Obtención de membranas 

La fracción de membranas se obtuvo homogeneizando por 5 segundos en 

un Politron (Brinkmann), 1 g de cisticercos en sacarosa 0.25 M en PBS, 

conteniendo inhibidores de proteasas (PMSF, TLCK y EDTA). La suspensión 

obtenida se centrifugó a 1000 xg por 10 min. Las fracciones obtenidas se 

denominaron FM1 (fracción membrana( 1) al precipitado, y FS1 (fracción 

soluble 1) al sobrenadante. El sobrenadante se centrifugó a 3000 xg por 30 

min., obteniendo dos fracciones: un precipitado y un sobrenadante, que se 

denominaron FM2 (fracción membrana! 2) y FS2 (fracción soluble 2) (Skou 

and Esmann, 1992). 

7.2.2. Cuantificación de proteina 

Las fracciones obtenidas y utilizadas en todos los ensayos se sometieron a 

una cuantificación de protelnas por el método de Lowry modificado por 

Hartree (1972), utilizando una curva estándar de albúmina sérica de bovino 

(BSA). Por duplicado se colocaron en tubos de ensayo 200 ~il de la muestra y 

se les agregó 1 mi de una solución compuesta por 50 partes de la solución "A" 

(ver apéndice) y 1 parte de solución "B". La mezcla se agitó y se dejó en 
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reposo por 10 min. a temperatura ambiente. Posteriormente se agregaron 100 

µI de una solución de Folin 1 :2 en agua y se dejaron reposar 45 min. 

Finalmente, se leyó la absorbencia a 660 nm en un espectrofotómetro 

Beckman modelo Du 640. 

7.2.3. Electroforesis de proteínas en geles de pollacrilamlda con dodecil 

sulfato de sodio (PAGE-SDS). 

Se mezclaron 100 ¡1g de la muestra correspondiente con amortiguador de 

muestra de Laemmli 2X y se hirvieron durante 3 min (Laemmli, 1970). Las 

protelnas de las muestras se separaron en geles de poliacrilamida con SOS al 

10% (p/v), en una cámara de electroforesis mini-Protean de la casa Bio-Rad. 

Para visualizar las proteínas, los geles se tiñeron con azul de Coomassie (ver 

apéndice). La determinación del peso molecular de las bandas obtenidas en la 

electroforesis se llevó a cabo comparándolas con una mezcla de protelnas 

globulares estándares de la casa Bio-Rad. 

7.2.4. Ensayo de actividad de ATPasa 

La actividad se midió a 37°C en presencia o ausencia de ouabalna 10 mM 

o azida 5 mM. Las reacciones se llevaron a cabo en 40 µI de volumen total: 15 

¡ti de muestra (con la correspondiente cantidad de protelna total, diluida en 

solución de imidazol 25 mM) y 25 µI de amortiguador de reacción (ver 

apéndice). Luego del tiempo apropiado se detuvo la reacción con 40 µI de 

ácido tricloroacético 0.5 N (ATC). La cantidad de fósforo inorgánico (P1) 

formado se cuantificó por el método de verde de Malaquita modificado 

(Hightower and McCarty, 1996). 

Una vez detenida la reacción con ATC, se adicionaron 80 µI de la solución 

C (ver apéndice) y la mezcla se agitó por 2 mln. Posteriormente se 

adicionaron 80 ¡ti de una solución de ácido cltrico al 10% (p/v) y a los de 30 
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min. se determinó la absorbencia a 630 nm en un lector de ELISA modelo 550 

marca Bio-Rad. La cantidad de Pi se calibró con una curva conteniendo 

diferentes cantidades de KH2P04 en ácido perclórico (APC) 0.3 M, se incubó 

por 40 min. a 25°C y se registró su absorbencia a 630 nm. El APC hidroliza al 

KH2P04, formando 1 O nmol de P1 por cada 1 O µI de KH2P04 1 mM. 

7.2.5. Purificación de la ATPasa de Na•/K+ por cromatografía de afinidad 

a) Preparación de la columna de afinidad a ouabaina 

Se utilizó 1 g de una matriz de agarosa epóxica con un brazo para 12 

átomos (Sigma Chemical), se rehidrató y lavó tres veces con agua 

deslonizada y se activó con amortiguador de carbonatos (ver apéndice). 

Después se le adicionó una solución de ouabalna 10 mM en amortiguador de 

carbonatos y se incubó durante 20 h a 37°C en agitación rotatoria suave. Se 

retiró la solución y se lavó la matriz con la solución amortiguadora de 

carbonatos y luego con agua destilada. Posteriormente se adicionó una 

solución de etanolamina 1 M pH 8.5 y se incubó por 4 h a 37ºC en agitación 

rotatoria. Finalmente se lavó una vez con una solución de Tris-Base 200 mM 

pH 8.5 y otra vez con una solución de imidazol 25 mM pH 7.4. La matriz (1 mi) 

se transfirió a una columna (1 x 10 cm), se equilibró con 50 mi de solución de 

equilibrio (ver apéndice) y se almacenó a 4ºC hasta que fue utilizada (Yingst 

et al., 1998). La eficiencia de la unión se determinó empiricamente con la 

cantidad de proteína unida de fa fracción FM1. 

b) Cromatografía de afinidad 

La matriz de la columna se equilibró con 5 mi de la solución de unión (ver 

apéndice). Posteriormente, se cerró la parte inferior de la columna y se agregó 

la fracción FM1 mezclada (1 :2) con la solución de unión, se cerró la parte 

superior de la columna y se incubó por 4 h a 4°C agitando por inversión en un 

agitador Bellco Biotechnology. La columna se colocó en posición vertical, se 

drenó y se lavó la matriz con 1 O mi de la solución de unión a temperatura 
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ambiente y una vez con la misma solución a 37°C. Luego de drenar 

completamente el liquido se cerró la parte inferior de la columna, se agregaron 

1.5 mi de una solución de elución (ver apéndice) y se incubó con agitación por 

Inversión durante 15 min. a 37°C. La columna se colocó en posición vertical, 

se drenó y lavó con 0.5 mi de solución de elución. La fracción obtenida se 

sometió a· SDS-PAGE y se determinó su actividad de ATPasa. Después se 

lavó la matriz de la columna con 2 mi de una solución de eluclón total (ver 

apéndice), que contiene SOS para eliminar totalmente las protelnas. 

Finalmente la columna se volvió a equilibrar con 50 mi de la solución de 

equilibrio y se guardó a 4ºC (Yingst et al., 1998). 

7.3. Métodos inmunológicos 

7.3.1. Producción de anticuerpos policlonales contra un péptldo sintético 

específico de 111 ATPasa de Na•1K• de T. solium 

Se mandó sintetizar un péptido de los primeros 18 aminoácidos de la 

región amino-terminal de la subunidad a. de la ATPasa Na•1K• de T. solium. 

Estos 18 aminoácidos fueron deducidos a partir de la secuencia nucleotldica 

obtenida de la clona aislada en esta tesis. Este péptido fue utilizado para 

producir anticuerpos en un conejo Nueva Zelanda de aproximadamente 2 

meses de edad, al cual se le inyectó subcutáneamente 100 µg del péptido 

sintético acoplado a BSA, mezclado con Al(OH)J (1:2) como adyuvante. Se 

inyectó la mezcla anterior a los O, 15 y 30 dias. Luego de la tercera inyección 

se sangró al conejo para evaluar la producción de anticuerpos contra los 18 

aminoácidos del amino-terminal de la subunidad a. de la ATPasa Na•1K• de T. 

so/ium. Mediante un ELISA, se determinó un titulo de 1 :5000 en el suero. El 

conejo fue sangrado a blanco mediante punción cardiaca y se obtuvo el suero 

por centrifugación a 2000 xg por 10 min. Este suero que contiene los 

anticuerpos se denominó anthaNH2-terminal subunidad a. de la ATPasa 

Na•tK•. 
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7.3;2. lnmunoelectrotransferencia (IET) 

Después de separar las protelnas en geles de SDS-PAGE, se transfirieron 

a membranas de nitrocelulosa (NC). Para lo cual, el gel, las membranas de 

nitrocelulosa, papeles filtro del tamaño del gel y las esponjas de una cámara 

de transferencia modelo mini Trans-Blot marca Bio-Rad, se humedecieron en 

una solución amortiguadora de transferencia (ver apéndice). Posteriormente 

se colocaron en el siguiente orden: un par de papeles filtro, sobre ellos el gel, 

encima la membrana de nitrocelulosa y nuevamente un par de papeles filtro. 

Después se colocaron en el contenedor de la cámara de transferencia 

colocando el gel hacia el ánodo, evitando en todo momento la formación de 

burbujas. Se llenó la cámara con el amortiguador de transferencia y se aplicó 

una corriente de 100 miliamperes durante 1 h. Una vez terminada la 

transferencia, la membrana de NC se lavó con amortiguador PBS (ver 

apéndice) y se cortaron tiras de NC de aproximadamente 3 mm (conteniendo 

todas las protelnas). La tira de NC se bloqueó durante 30 min. a temperatura 

ambiente con una solución de leche descremada Svelty al 5% (p/v) en PBS­

Tween al 0.03% (v/v). Posteriormente se agregó el suero a evaluar (1º' 

anticuerpo} a la dilución adecuada en la misma solución de bloqueo y se 

incubó por 1 h a temperatura ambiente. Las tiras se lavaron 3 veces durante 5 

min. cada vez con la solución de PBS-Tween, se adicionó un anticuerpo anti­

lgG de conejo conjugado con peroxidasa (2dº anticuerpo) y se incubó a 

temperatura ambiente durante 1 h. Finalmente se lavaron las tiras como se 

indicó anteriormente y se adicionó una solución reveladora (Towbin, 1979). 

7.3.3. lnmunofluorescencia indirecta 

Los cisticercos obtenidos de cerdos infectados se lavaron con PBS y se 

incluyeron en Tissue-Tek (laboratorios Miles, lndianápolis, Indiana) e 

Inmediatamente se congelaron con nitrógeno liquido y se almacenaron a -

70°C. Se realizaron cortes de 6 ~1m en un crióstato (Cryo-cut, American 

Optical Corp.) y se colocaron en portaobjetos manteniéndolos en refrigeración 
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hasta si.luso.e Los cortes se incubaron 12 h a 4ºC con anticuerpos anti-18NH2-

terminal subunidad a de Ja ATPasa Na•tK• (0.5 mg/ml) en PBS-Tween 0.03% 

(v/v) con albúmina sérica bovina {BSA) 1 % (p/v). Posteriormente se lavaron 

durante 10 min. 4 veces con PBS-Tween y se incubaron con un segundo 

anticuerpo anti-JgG de conejo conjugado con isotiocianato de fluorescefna 

{FITC) (Sigma) diluido 1:50 en BSA al 1% {p/v) en PBS-Tween durante 1 ha 

temperatura ambiente. Los cortes se lavaron de la manera descrita y se 

montaron en una solución glicerol-PBS (9:1). Fueron fotografiados en un 

microscopio Nikon Optiphot con sistema de epifluorescencia. Como control 

negativo se utilizó suero de conejo no inmunizado como primer anticuerpo 

{Grznna, 1982). 

7.4. Métodos de biología molecular 

7.4.1. Reacción en cadena de la polímerasa (PCR) 

La reacción se llevó a cabo utilizando como molde 100 ng de DNAc 

obtenido a partir de RNA total o bien DNA de fago de las clonas obtenidas de 

los tamizajes de la biblioteca de DNAc de cisticerco de T. so/ium. La reacción 

además contenfa 50 pmoi de cada uno de los iniciadores específicos, deoxi­

nucfeótidos tri-fosfato {dNTPs) 200 µM de cada uno {dATP, dGTP, dCTP y 

dTTP), MgCl2 2 mM, KCI 50 mM, Tris HCI 10 mM, pH 8.3, y 5 U de la enzima 

Taq Polimerasa {Biotecsa). La amplificación se llevó a cabo con un programa 

de un ciclo inicial de 3 min. a 95ºC, 1 min. a 50°C y 2 min. a 72°C, seguido de 

30 ciclos de 1 min. a 95°C, 1 min. a 50°C y 2 min. a 72°C, y finalmente un ciclo 

de 1 min. a 50°C y 5 min. a 72°C. Los DNAcs generados se sometieron a 

electroforesis en geles de agarosa al 1% (p/v) en amortiguador TAE {ver 

apéndice) con bromuro de elidía a una concentración de 0.5 µg/ml. El DNAc 

se visualizó mediante luz UV. Para estimar el peso molecular de los DNAcs 

obtenidos se corrieron a la par marcadores de peso molecular conocido {DNA 

del fago A. digerido con Ja endonucleasa Hind 111, o el plásmido pBR322 

digerido con la enzima de restricción Msp 1). 
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7.4.2. Purificación de fragmentos de DNAc productos de PCR 

Una vez identificados los fragmentos resultantes de la PCR en un gel de 

agarosa, se cortaron y se disolvieron en una solución de Nal 6 M con 

agitación a 37°C. Una vez disuelta la agarosa, se agregaron 2 µI de perlas de 

vidrio (tratadas para unir al DNA por carga) y se incubó por 2 h a 4ºC con 

agitación eventual. Se centrifugó a 5000 xg durante 30 segundos, se desechó 

el sobrenadante y las perlas fueron lavadas una vez con 500 µI de la solución 

de Nal y dos veces con una solución de lavado conteniendo 1 O mM Tris-HCI, 

pH 7.4, y etanol 50% (v/v). Finalmente las perlas se secaron a 37ºC y se 

adicionaron 25 ~11 de solución amortiguadora TE (ver apéndice) e incubaron 30 

min. a 37°C (Vogelstein and Gillespie, 1979). 

7.4.3. Reacción de Klenow 

Los fragmentos de DNAc previamente purificados se sometieron a una 

reacción con la enzima Klenow para generar extremos romos. Para ello se 

mezclaron 10 ~1g del DNAc, 2.5 µI de amortiguador de la enzima, 1 µI de 

dNTPs 1 mM, 1 µI de la enzima (5 U) y se completo el volumen de la reacción 

a 25 ~ti con agua. La mezcla se incubó 30 min. a temperatura ambiente y se 

detuvo la reacción adicionando 1 ~ti de EDTA 0.5 M pH 8. Posteriormente se 

eliminaron las protefnas mediante una extracción con 25 ~ti fenal y luego dos 

extracciones con 25 µI de cloroformo. Finalmente, la fase acuosa se utilizó 

para precipitar el DNA con 2.5 ~ti de acetato de sodio 3 M, pH 5.3, y 70 ~11 de 

etanol fria e incubando a -70ºC por 30 min. Luego de centrifugar 15 min. a 

15,000 xg el precipitado se secó a 37°C y fue resuspendido en 15 µI de 

amortiguador TE. 

7.4.4. Digestión de DNA con endonucleasas 

De 1 a 5 µg del DNA (fragmentos de DNAc o vector plasmfdico pUC18) se 

mezclaron con 1 O µI del amortiguador de la enzima y 1 µI de la enzima de 

restricción a elegir: Bam HI, Bgl 11, Eco RI, Hind 111, Pst I, Xba 1, Xho 1 o Sma 1 
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(Gibco-BRL) y se ajustó el volumen a 100 ~ti. La reacción fue incubada de 3 a 

6 h a 37°C. Posteriormente se precipitó el DNA y se resuspendió en 20 µI de 

amortiguador de TE para cargarlo en un gel de agarosa (restricción de clonas) 

o para continuar con su tratamiento (fragmentos para clonarlos). 

7.4.5. Defosforllación de DNA con fosfatasa alcalina intestinal 

Luego de digerir el DNA de interés se resuspendió en 90 µI de agua y se 

adicionaron 10 µI de amortiguador de la fosfatasa alcalina intestinal (CIP) 10X, 

0.5 unidades de CIP y se incubó por 1 h a 50°C. La reacción se detuvo 

adicionando 1 µI de EDTA 0.5 M, pH 8, e incubando por 10 min. a 75°C. Se 

realizó una extracción con igual volumen de fenol y dos extracciones con 

cloroformo. La fase acuosa se tomó para precipitar el DNA, el cual ·se 

resuspendió en 1 o µI de amortiguador de TE. 

7.4.6. Ligación de DNA 

La ligación de los fragmentos con el vector apropiado se llevó a cabo en 20 

~ti de amortiguador de ligación, 1 µI de T4 Ligasa (1 U) (New England Biolabs) 

en un volumen final de 100 µI, Incubando a 16ºC durante 12 horas. La 

reacción anterior fue utilizada para transformar células competentes TG1 

(SupE, hsd 5, thi, -(lac-proAB), F'[traD36, proAB+, laclq, lacZ-M15]), las cuales 

se sembraron en medio sólido con ampicilina (100 ~tg/ml) y se incubaron a 

37°C por 12 horas. Las bacterias transformadas se seleccionaron por su 

resistencia a ampicilina. Las clonas positivas fueron sembradas en medio 

líquido con ampicilina (100 µg/ml) y se incubaron por 12 h a 37ºC, en 

agitación. Las células obtenidas del cultivo anterior se utilizaron para realizar 

preparaciones pequeñas de DNA de plásmido de cada una de las clonas. Con 

dicho DNA se realizaron reacciones de PCR para identificar las clonas que 

contenian inserto. 
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7.4.7. Marcaje de la sonda 

El marcaje de la sondas o fragmentos se llevó a cabo utilizando el estuche 

de marcaje con iniciadores al azar (Random Primer RTS RadPrime DNA 

Labeling System de Gibco-BRL). Aproximadamente 25 ng de DNA purificado 

en 45 µI de amortiguador de TE se hirvieron durante 5 min. e inmediatamente 

se colocaron en hielo por un minuto. Después se adicionó el DNA a un tubo 

del estuche conteniendo todos los reactivos necesarios (amortiguador de 

reacción, dNTP"s y la enzima Klenow) para el marcaje. Se agitó suavemente 

para hidratar los componentes y se adicionaron 5 µI de (a-32P) dCTP (3000 

Ci/mmol, 10 µCi/µI). Nuevamente se mezcló y se incubó a 37ºC durante 10 

min. La reacción se detuvo mediante la adición de 5 ~il de EDTA 0.2 M y se 

guardó a -20ºC hasta su uso. 

7.4.B. Tamizaje de una biblioteca de DNAc de cisticerco de T. so/lum 

La biblioteca que se utilizó se preparó con anterioridad a partir de RNAm 

de cisticerco de T. solium y fue construida en el fago i..gt10 conteniendo un 

titulo de 7X109 fagos/mi. Para el tamizaje primario se mezclaron bacterias 

Escherichia co/i cepa C600hfl (supE44, thi1
, LeuB6, lacY1, tonA21, L-(FR, mk+) 

mcrA-, hfl-) con aproximadamente 45,000 fagos de la biblioteca y se incubaron 

a 37ºC durante 30 min. Después, las bacterias infectadas se mezclaron con 

agar Top-SOBM fundido a 48°C, se sembraron sobre agar SOBM sólido en 3 

cajas de Petri de 120 mm de diámetro y se incubaron a 37ºC hasta la 

aparición de placas liticas. 

Después de permanecer 2 horas en refrigeración, los fagos contenidos en 

las placas de lisis fueron transferidos a papel de nitrocelulosa por duplicado. 

Esto se realizó manteniendo las membranas sobre las placas por 1 min. y se 

hicieron marcas para su posterior ubicación. Las membranas de nitrocelulosa 

se expusieron a una solución desnaturalizante durante 3 min., para liberar el 

DNA de los fagos. Inmediatamente se colocaron en una solución neutralizante 
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durante 3 min. Posteriormente se colocaron en una solución de SSC 5X (ver 

apéndice) por 3 mln. Se eliminó el exceso de liquido que tenlan y finalmente el 

DNA fue fijado a la membrana mediante luz ultravioleta durante 30 segundos 

en un UV Spectrolinker XL-1500 Crosslinker (Spectronic Corporetion). Las 

membranas se trataron con la solución de pre-hibridación durante 4 h a 50°C. 

En esta misma solución se adicionó la sonda marcada radiactivamente y se 

Incubó a la misma temperatura durante toda la noche. Luego de retirar la 

solución con la sonda marcada radiactivamente, las membranas se lavaron 4 

veces a 55ºC con una solución de SSC 2X y SDS 0.5% (p/v). Posteriormente 

se secaron y fueron expuestas sobre pellculas de autoradiografía X-OMAT 

(Kodak) por 24 horas a -70°C. 

Las clonas se consideraron positivas si se encontraba una marca intensa 

en la misma posición en las dos réplicas correspondientes a la misma caja. Se 

identificaron las placas llticas correspondientes a las clonas positivas, se 

recogieron del agar y se resuspendieron individualmente en 1 mi de medio SM 

(ver apéndice). A partir de éstas se realizó un tamizaje secundario sembrando 

alrededor de 1000 fagos. Se aislaron las clonas positivas, y a partir de estas 

se realizó un tamizaje terciario donde se sembraron 100 fagos de cada una de 

las clonas positivas. Las clonas que resultaron positivas del tamizaje terciario 

fueron resuspendidas en medio SM (ver apéndice) y almacenadas a 4ºC 

hasta su utilización. 
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7.4.9. Purificación de DNA de fagos 

Se infectó E. coli C600hfl con 5 X 106 fagos mediante su incubación 

conjunta a 37°C durante 15 min.; posteriormente se mezcló con medio top­

SOBM-agarosa fundido a 48°C, se sembró sobre SOBM sólido en cajas de 

Petri de 88 mm de diámetro y se incubó a 37°C hasta la confluencia de las 

placas líticas. Los fagos se recuperaron de la superficie de las placas 

agregando 5 mi del medio SM y agitando lentamente durante 1 h. La 

suspensión recuperada se mezcló con 200 µI de cloroformo y después se 

c~ntrifugó a 6000 xg. Posteriormente se obtuvo el sobrenadante, del cual se 

tomaron 700 µI y se adicionaron 700 µI de solución de polietilénglicol 8000 

(PEG) incubando a 4°C durante 1 h. Esta mezcla se centrifugó a 15000 xg 

durante 15 min. a temperatura ambiente y se desechó el sobrenadante. El 

sedimento se resuspendló en 200 µI de medio SM, se le adicionaron 2 µg de 

RNAasa A, 0.2 µg de DNAasa 0.1 µI y se incubó durante 30 min. a 37ºC. Se 

detuvo la actividad de las enzimas con 2 ~il de SOS al 10% (p/v) y 2 µI de 

EDTA 0.5 M pH 8 incubando durante 15 min. a 68°C. Después se adicionaron 

200 ~11 de fenol mezclando vigorosamente durante 1 min., manteniendo a 

temperatura ambiente durante 3 min. Posteriormente se agregaron 100 µI de 

cloroformo y se mezcló vigorosamente. La mezcla fue centrifugada a 15000 xg 

durante 2 min. y se recuperó la fase acuosa para repetir dos extracciones más 

con cloroformo. A la fase acuosa se le adicionaron 200 ~ti de isopropanol y se 

mantuvo 30 min. a -70°C para precipitar el DNA. Se centrifugó a 15000 xg por 

1 O min. a 4°C, el precipitado se lavó con etanol frie al 70% (v/v) y luego de 

remover el etanol se dejó secar a 37°C para finalmente ser resuspendido en 

30 µI de TE. Los insertos de DNAc de los fagos de interés se amplificaron por 

medio de la PCR utilizando oligonucleótidos que flanquean el sitio de 

clonación del fago :i..gt1 O. Estos fragmentos se clonaron en el vector pUC 18 

siguiendo la metodología descrita anteriormente. 

41 



7.4.10. Purificación de DNA de plásmido 

Las bacterias que fueron transformadas con plásmido recombinante se 

crecieron en 50 mi de medio LB con ampicilina (100 ~1g/mi) durante toda la 

noche a 37ºC y en agitación constante. El cultivo se centrifugó a 6000 xg 

durante 1 o min., se desechó el sobrenadante y el botón de células fue 

resuspendido en 5 mi de una solución que contenta glucosa 50 mM, EDTA 10 

mM y Tris-HCI 25 mM, pH 8. Luego de permanecer 10 min. a temperatura 

ambiente se adicionaron 1 O mi de una solución de Na OH 0.2 M y SOS 1 % 

{p/v), la mezcla se agitó suavemente por inversión, se mantuvo 10 min. en 

hielo y se agregaron 7.5 mi de una solución de acetato de amonio 7.5 M 

agitando vigorosamente. Después de 1 O min. en hielo, la mezcla se centrifugó 

a 6000 xg, 10 min. a 4°C y se recuperó el sobrenadante. A este último se le 

agregaron 15 mi de isopropanol y después de incubarlo 1 O min. en hielo fue 

centrifugado nuevamente en la forma mencionada. El precipitado se 

resuspendió en 200 µI de TE, se le agregaron 20 µg de RNAasa y se Incubó 

durante 30 min. a 37ºC. Posteriormente se limpió el DNA por extracción con 

fenol y cloroformo como se indicó en la purificación de DNA de fago. 

La fase acuosa recuperada se pasó a través de una columna de sefarosa-

48 de 10 mi (1 x 15 cm), equilibrada con TE. Se colectaron fracciones de 0.5 

mi y se determinó la presencia de DNA plasmldico en las fracciones por 

electroforesis en geles de agarosa al 1% (p/v) en TAE. El DNA de las 

fracciones que lo contenlan fue precipitado con 50 µI de acetato de sodio 3 M 

pH 5.2, 1 mi de etanol absoluto frlo y se mantuvo 30 min. a -70°C. 

Posteriormente se centrifugó a 15000 xg 10 min. a 4°C, el DNA precipitado se 

lavó con etanol al 70% (v/v) y se secó a 37°C para después resuspenderlo 

con 30 µI de TE. El DNA de las diferentes fuentes se cuantificó y se determinó 

su pureza por espectrofotometrla, midiendo la absorbencia a 260 y 280 nm. 

1·-~;;·- ~-:-rr~~-1 1.01' ''· ' 1 
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7.4.11; Secuenciaclón de DNA 

Se utilizó el método de Sanger con ligeras modificaciones para realizar la 

secuenciación, con un estuche de T7 Sequenase Versión 2.0 (Amersham Co). 

Se colocaron en tubos Eppendorf 2.5 ~il de cada uno de los cuatro 

dideoxinucleótidos (A, C, G, T) (ddNTPs) y se mantuvieron en hielo hasta su 

uso. Se preparó una mezcla de 5.5 µI de agua, 1 µI de NSA 1 OX y 0.5 ~il de 

HCI 1 N denominándola "solución de alineación". Se preparó una mezcla que 

contenía 1 µI de ditlotreitol (DTT) 2X, 2 µI de dNTPs diluidos (1:5), 2 µI de 

sequenasa diluida en su amortiguador (1:8) y 0.5 µI de aS35 (dATP 500-1200 

Ci/ mmol de Amersham). Esta mezcla se denomina "mezcla maestra" y se 

mantuvo en hielo hasta su uso. Posteriormente, se mezclaron 3 pmol (1 µI) del 

Iniciador específico con 0.5 µI de NaOH 1 N, y con 300 ng (2.5 ~il) del DNA 

molde para secuenciar. Esta mezcla se incubó a 37°C por 10 min. y se 

agregaron 7 ~il de la solución de alineación y se incubaron por 5 min. a la 

misma temperatura. Después se agregaron 5.5 µI de la mezcla maestra y se 

incubó por 5 min. adicionales a temperatura ambiente; inmediatamente se 

colocaron 3.5 µI de esta reacción en cada uno de los tubos que contenlan los 

ddNTPs y se incubaron a 45°C por 5 min .. transcurrido el tiempo se agregaron 

4 ~il de la solución de paro incluida en el estuche. 

Los productos de las reacciones obtenidas se corrieron en un gel de 

acrilamida al 6% (p/v) de 0.4 mm de grosor y 45 cm de altura. Se utilizó una 

cámara de secuencia modelo 52 (Glbco BRL Sequencing System), y la 

electroforesis se corrió a 55 Watts, utilizando un amortiguador de TBE 1X. 

Después del tiempo de corrida, se fijó el gel durante 10 min. con una solución 

de ácido acético al 10% (v/v) y se secó en un horno a 55°C. El gel se puso en 

contacto con una placa de autoradiografla X-OMAT (Kodak) por 48 ha -70°C. 

Posteriormente Ja placa se reveló y fijó para hacer la lectura de la secuencia 

obtenida. 
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7.4.12. Deducción y análisis de la secuencia de aminoácidos 

Después de conocer la secuencia nucleotldica del DNAc que codifica para 

la subunidad a de la ATPasa de Na+/K+, se identificó el marco de lectura 

correcto y se realizó la deducción de su secuencia de aminoácidos. Utilizando 

programas computacionales como el PC/GENE de lntelligenetic, lnc. y el 

programa GCG de la Universidad de Wisconsin, USA. Otros análisis 

realizados con estos programas fueron la determinación de sitios activos, 

sitios de fosforilación, identificación de hidrofobicidad, identificación de los 

segmentos transmembranales, determinación de la orientación del extremo 

amino-terminal (intra o extracelular), asl como análisis de alineamiento y 

comparación de secuencias de aminoácidos. 
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7.5. Apéndice: soluciones 

Agar SOBM: triptona 2% (p/v), extracto de levadura 0.5% (p/v), NaCI 0.05% 

(p/v), KCI 2.5 mM, MgCl2 1 O mM y agar bacteriológico 1.5% (p/v). 

Agar Top SOBM: triptona 2% (p/v), extracto de levadura 0.5% (p/v), NaCI 

0.05% (p/v), KCI 2.5 mM, MgCl2 1 O mM y agar bacteriológico 0.7% (p/v). 

Amortiguador de carbonatos: carbonato de sodio 100 mM, pH 8.5. 

Amortiguador de reacción: NaCI 100 mM, KCI 20 mM, ATP 3 mM, MgCl2 3 mM 

en lmidazol 25 mM, pH 7.4. 

Amortiguador para muestra de Laemmli 2X: SOS 3% (p/v), Tris HCI 62.5 mM y 

2-P mercaptoetanol 5% (v/v), pH 6.8. 

Azul de Coomassie: metano! 50% (v/v), azul de Coomassie R-350 0.05% 

(p/v), ácido acético 10% (v/v). 

Gel de acrilamida al 6% (p/v): 33.75 g de urea, 18 mi de H20, 11.25 mi de 

acrilamida 40% (p/v) - bis-acrilamida 2% (p/v), 13.5 mi de TBE 5X, 800 µI 

de persulfato de amonio al 10% (p/v) y 5 ~11 de TEMED. 

Medio LB: triptona 1 % (p/v), extracto de levadura 0.05% (p/v), NaCI 1 % (p/v). 

Medio SM: NaCI 0.58% (p/v), MgS04·7H20 0.2% (p/v), Tris-HCI 0.05% (p/v) 

pH 7.5, gelatina 0.01 % (p/v). 

Medio SOBM agarosa: triptona 2% (p/v), extracto de levadura 0.5% (p/v), 

NaCI 0.05% (p/v), KCI 2.5 mM, MgCl2 1 O mM y agarosa 1.5% (p/v). 

Medio Top SOBM agarosa: triptona 2% (p/v), extracto de levadura 0.5% (p/v), 

NaCI 0.05, KCI 2.5 mM, MgCl2 10 mM y agarosa 0.7% (p/v). 

NSA 10X: Tris-HCI 400 mM pH 7.5 y M9Cl2 200 mM. 

PBS: Na2HP04 80 mM, NaH2P04 20 mM y NaCI 100 mM, pH 7.5. 

PBS - Tween: Tween 20 al 0.3% (v/v) en PBS. 

Solución "A" de Lowry: Na2C03 2% (p/v), NaOH 0.1 M, tartrato de sodio y 

potasio 2% (p/v). 

Solución "B" de Lowry: CuS04 0.05% (p/v). 

Solución A de verde de Malaquita: alcohol polivinllico al 0.55% (p/v) y Verde 

de malaquita al 0.055% (p/v). 
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Solución Amortiguadora de transferencia: .Tris~HCI 25 mM, glicin-a192 rnM, 
metanol 10% (v/v). 

Solución B de verde de Malaquita: molibdato de amonio pentahidratado al 

2.5% (p/v) en HCI 4 N. 

Solución C de Verde de Malaquita: partes iguales de las soluciones A y B, 

adicionando 4 mg de p-metilaminofenol por cada mi de solución C. Debe 

de prepararse en el momento. 

Solución de elución total: imidazol 25 mM, SDS 1 % (p/v) y pH 7.4~ 

Solución de elución: NaCI 140 mM, ATP 3 mM, EDTA 1 rnM, imldazol 25 rnM, 

fluoruro de feniimetilsuifoniio (PMSF) 0.5 mM y pH 7.4. 

Solución de equilibrio: irnidazol 50 mM pH 7.4. 

Solución de lavado: NaCI 0.2 M, Tris-HCI 20 mM pH 7.2, EDTA 2 mM y etanol 

50% (v/v). 

Solución de PEG: PEG al 20% (v/v) con 2% (p/v) de NaCI 2 M. 

Solución de prehibridación: SSC 5X, formamida 50% (v/v), SDS 0.2% (pN), 

sarcosii 0.1% (p/v), reactivo de bloqueo 5% (p/v) (Boehringer1993657-

11 ). 

Solución de unión: KCI 140 mM, EDTA 1 mM, imidazoi 25 mM, fluoruro de 

feniimetilsulfoniio (PMSF) 0.5 mM y pH 7.4. 

Solución desnaturalizante: NaOH 0.5 M y NaCI 1.5 M. 

Solución neutralizante: Tris HCI 1 M y NaCI 1.5 M pH 8.0. 

Solución reveladora para inmunoelectrotransferencia: diamlnobencldina 0.02% 

(p/v) y peroxido de hidrógeno 3% (v/v). 

SSC 5X: NaCI 0.75 M, citrato de sodio 0.075 M. 

TAE: Tris-HCl-acético 0.04 M, EDTA 0.002 M. 

TBE 5X: Tris-borato 0.45 M, 0.01 M de EDTA. 

TE: Tris-HCI 10 mM y EDTA 1 mM, pH a.o 
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VIII. RESULTADOS 

8.1. BIOQUfMICA 

8.1.1. Identificación de la ATPasa Na•1K• 

La centrifugación diferencial del homogenado total de cisticercos {HC) en 

la solución de sacarosa permitió obtener a 1000 xg por 10 mln. una fracción 

membrana! 1 {FM1) y una fracción soluble 1 (FS1). Asimismo, la 

centrifugación de la FS1 a 3000 xg por 30 min. resultó en la obtención de una 

segunda fracción membrana! 2 {FM2) y una· fracción soluble 2 (FS2). Las 

diferentes fracciones se sometieron a una electroforesis en geles de 

poliacrilamida al 10% (p/v) {Fig. 1A). Se observó que el HC {carril 1) presenta 

un patrón muy complejo constituido por una gran cantidad de protelnas con un 

intervalo de masa molecular de 10 a 200 kDa; la FS1 {carril 2), presenta un 

menor número de proteinas con el mismo intervalo de masa molecular, 

mostrando un enriquecimiento en las moléculas de bajo peso molecular. La 

FM1 en el carril 3 muestra un enriquecimiento de 2 moléculas con masa 

molecular de 50 y 100 kDa, asi como varias bandas de diversos pesos 

moleculares. La FS2 {carril 4) muestra un enriquecimiento en bandas de bajo 

peso molecular con tamaños similares a las del FS1. Finalmente, la FM2 en el 

carril 5 mostró un patrón difuso {barrido) con bandas en el intervalo de 10 a 

2000 kDa. Probablemente este patrón es debido a la agregación que las 

proteinas sufren por la centrifugación del método utilizado. Posteriormente con 

dichas fracciones se realizó un ensayo de inmunoelectrotransferencia (IET) 

{Fig. 1 B) utilizando un suero anti-ATPasas tipo P de Neurospora crassa 

(1:2000) y un suero anthaNH2-terminal de la subunidad a de la ATPasa de 

Na•tK• de T. so/ium (1 :500). Ambos anticuerpos reconocieron una banda de 

alrededor de 100 kDa en HC total, y en las fracciones FM1 y FS1 y no 

reconocieron ninguna banda en las otras fracciones. El suero preinmune, 

utilizado como control negativo no reconoció ninguna banda en las fracciones 

antes mencionadas. La lectina Concanavalina A {Con A) revelada con un 
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segundo anticuerpo anti-ConAacoplado~a peroxidasa en JET, mostró que la 

Jectina se unió a varias moléculas en el HC y Ja FM1, incluida Ja banda 

enriquecida de 50 kDa y no reconoció a Ja banda de 100 kDa (dato no 

mostrado). 

A B 
kDa 2 3 4 5 1 2 3 4 5 6 

kDa ,.,... ..... 
100 - ...... ' 

100 - -50 - 1 

1 
20 - ... 

Figura 1. A. Fraccionamiento por centrifugación diferencial del homogenado 

de cisticercos de T. solium. Gel de PAGE-SDS (10% (p/v)) 1: Homogenado 

(HC), 2: Fracción soluble (FS1), 3: Fracción membrana! (FM1), 4: FS2, 5: 

FM2. B. Jnmunoelectrotransferencia. Carril: 1y2: HC, 3: FM1, 4: FS1, 5: FM2, 

6: FS2. Antisueros: 1: anti-ATPasas tipo P de Neurospora crassa, 2-6: anti-

1aNH2-terminal de Ja subunidad a. de Ja ATPasa de Na•1K• de T. so/ium. 

8.1.2. Actividad enzimática e inhibición 

La actividad de ATPasa se determinó por el método de verde de 

Malaquita, en el cual se cuantificó el fósforo inorgánico (P1) formado por Ja 

hidrólisis de ATP. La cantidad de P1 se calibró con una curva estándar (Fig. 2), 

el P1 se formó a partir de Ja hidrólisis del KH2P04 con ácido perclórico. 

Como control positivo se utilizó la actividad de actina en presencia de 

miosina (datos no mostrados). Se midió la actividad de ATPasa en las 

fracciones membranales y solubles. Puesto que no se encontró actividad en 
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las fracciones FM2 y FS2, sólo se trabajó con las fracciones FM1 y FS1. Se 

utilizaron 40, 80 y 120 ng de protelna total de la fracción FM1, y 100, 200 y 

400 µg de protelna total de la fracción FS1, para establecer la cantidad que 

serla utilizada en ensayos subsecuentes (Fig.s 3 y 4). Se determinó que se 

utilizarlan 40 ng de la FM1 y 100 µg FS1. Estas cantidades de protelna total 

presentaron un mlnimo de P1 en la preparación (al tiempo O) y se observó 

producción apreciable de P1. 

'E 1.6 
e 1.4 
o 
M 1.2 e 
n:I 1.0 
'¡j 

0.8 e 
CI) 
.e 0.6 ... 
o 

Y= 0.1338 X + 0.2088 11) 0.4 .e r= 0.9959 <( 0.2 

o.o 
o 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

P1 (nmol) 

Figura 2. Curva patrón de fósforo inorgánico (P1). Diez µI de KH2P04 1 mM 

contienen 1 O nmoles de PI en presencia de APC. El P1 se cuantificó por el 

método de verde de Malaquita. n=6, prom±DE. 
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Figura 3. Cantidad de P1 generado en una fracción membrana! (FM1) de 

cisticerco de T. so/ium. [ATP]=3 mM, n=6, prom±DE. P1 formado= P1 a los 15 

min. - P1 inicial. .. P<0.001 respecto al P1 formado en 40 ng. 
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Figura 4. Cantidad de P1 generado en una fracción soluble (FS1) de 

cisticerco de T. so/ium. [ATP]=3 mM, n=6, prom±DE. P1 formado= P1 a los 15 

min. - P1 inicial. **P<0.001 respecto al P1 formado en 100 µg. 
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Se siguió el curso temporal de la actividad de ATPasa en ambas 

fracciones para establecer el tiempo adecuado de producción de P1 (Fig. 5). 

Se decidió que los ensayos subsecuentes se realizarfan durante 15 min. 

Posteriormente se midió la actividad en presencia o ausencia de 

ouabafna (inhibidor especifico de la ATPasa de Na•tK•) para determinar la 

actividad correspondiente a la ATPasa de Na•tK• (Fig. 6). Se midió la 

actividad en presencia o ausencia de azida (inhibidor de las ATPasas tipo F) 

para descartar la actividad correspondiente a las ATPasas tipo F, que 

también se encuentran en las membranas (Fig. 6). La actividad de ATPasa 

en FM1 (Fig. 6A), disminuyó un 29% en presencia de ouabafna y EÍ7% en 

presencia de azida de sodio. En la FS1 (Fig. 6B) se encontró que la actividad 

de ATPasa no disminuyó significativamente en presencia de ouabafna, pero 

disminuyó un 29% en presencia de azida de sodio. 
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Figura 5. Curso temporal de la actividad de ATPasa en las fracciones A: 

membrana! (FM1, 40 ng) y B: soluble (FS1, 100 µg) de cisticerco de T. so/ium. 

[ATP]=3 mM, n=6, prom±DE. 
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Figura 6. Actividad de ATPasa en ausencia y presencia de ouabatna 10 mM 

(Qua) o Azida de sodio 5 mM (Az) en A: fracción membrana! (FM1, 40 ng) y 

B: fracción soluble (FS1, 100 µg) de T. solium. 15 min. de reacción. [ATP]=3 

mM, n=6, prom±DE. *P<0.05, **P<0.001 vs. fracción sin inhibidor. 

8.1.3. Purificación de la ATPasa de Na+/K+ por cromatografía de afinidad 

Se purificó la ATPasa de Na•1K• de cisticerco de T. solium mediante 

cromatografta de afinidad utilizando una matriz de agarosa epóxica conjugada 

con ouabatna. Se empleó la fracción FM1, debido a que contenta mayor 

cantidad (determinada por IET) y actividad de ATPasa inhibida por ouabaina. 
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La FM1-y la fracción purificada por afinidad se sometieron a un gel de SDS­

PAGE al 10% (p/v) y se realizó una Unción con plata. La FM1 está compuesta 

por varias bandas de 10-200 kDa, resaltando 2 bandas principales con masa 

molecular de 50 y 100 kDa. En contraste la fracción el u ida de la columna 

presentó solamente las dos bandas de 50 y 100 kDa (Fig. 7 A). Por otro lado, 

los sueros preparados en contra de la subunidad a de ATPasas tipo P de N. 

crassa y la región anthaNH2-terminal de la subunidad a de la ATPasa de 

Na•tK• de T. so/ium, reconocieron a la banda de 100 kDa en ambas fracciones 

antes mencionadas (Fig. 78). El suero preinmune de conejo, utilizado como 

control negativo no reconoció ninguna banda en la fracción eluida de la 

columna. Cabe mencionar que la fracción con ATPasa de Na•1K• purificada 

fue ensayada para determinar su actividad de ATPasa, pero no se observó 

dicha actividad. 
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Figura 7. ATPasa de Na•tK• de cisticerco de T. solium purificada por 

cromatografia de afinidad con ouabaina. A: Gel de PAGE-SDS (10% (p/v)). 1: 

Fracción membrana! (FM1, 100 µM), 2: Fracción de ATPasa Na•1K• purificada 

(10 µM). B: Identificación de la subunidad a en la fracción purificada. 

Antlgenos: 1 y 3: Fracción purificada de ATPasa de Na•tK•, 2: Fracción 

membrana! (FM1). Anticuerpos: 1: Suero de conejo preinmune, 2 y 3: suero 

anthaNH2-terminal de la subunidad a de la ATPasa de Na•tK• de T. so/ium. 
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8.1 :4. lnrnl.lnolocanzaclón ele ta ATPasa de Na•1K• 

Puesto que disponlamos de un suero con anticuerpos especlficos en 

contra dela reglón amino terminal de la subunidad a de la ATPasa Na•1K•, se 

utilizó para determinar su localización en el tejido del cisticerco. Los cortes de 

congelación de cisticercos se ensayaron por medio de la técnica de 

inmunofluorescencia indirecta. Los anticuerpos de este suero identificaron a la 

ATPasa Na•1K• en la membrana plasmática tegumentaria, en células 

musculares del cisticerco y células formadoras de canales (Fig. 8). Un suero 

preinmune de conejo utilizado como control no detectó ninguna prot~lna en 

cortes similares del tejido del parásito. 

Figura 8. lnmunofluorescencia indirecta en un corte de cisticerco enfrentado a 

un suero anthaNH2-terminal de la ATPasa Na•1K• de T. so/ium. T: Tegumento, 

es: células subtegumentales (musculares) y ce: células formadoras de 

canales. 
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8.2. BIOLOGIA MOLECULAR 

8.2.1. Producción de sonda especifica 

Se diseñaron dos oligonucleótidos especlficos denominados ATPX1 y 

ATPX2 (Fig. 9A) a partir de las secuencias nucleotldicas de dos dominios 

altamente conservados en las ATPasas de Na•tK•, el sitio de unión al ATP y el 

de fosforilación. Por medio de la PCR utilizando DNA complementario 

(obtenido a partir de RNA total) y los oligonucleótidos antes mencionados se 

sintetizó un fragmento, aproximadamente de 1 kb (Fig. 10). El fragmento de 

DNAc se purificó con perlas de vidrio, se trató con la enzima Kienow para 

generar extremos romos y se clonó en el vector plasmldico pUC18 digerido 

con la endonucleasa Sma 1 (genera extremos romos). Con la reacción de 

ligación anterior se transformaron bacterias, las cuales se crecieron, 

conservando y produciendo el plásmido que contiene el fragmento de interés. 

Posteriormente se preparó DNA del plásmido recombinante, se determinó la 

secuencia de nucleótidos y se dedujo la secuencia de aminoácidos (Fig. 98). 

El análisis de comparación de secuencias de aminoácidos con otras ATPasas 

tipo P ubicadas en la base de datos de Gen Bank mostraron que la secuencia 

del fragmento clonado presentaba una alta identidad con ATPasas de Na+tK•. 

A Secuencia de los oligonucleótldos especificas: 

ATPX1: ATCTGTTCGGATAAGACCGGTACT 

ATPX2:ACTGGGGATGGTGTCAACGACTCA 

8 Secuencia de aminoácidos del fragmento: 

ICSDKTGTL TQNRMTVAHMWFDNKIFEADTSDDQ 

STANYSRASSTWMALSRIAMLCNRAEFKPGEET 

Figura 9. A: Oligonucleótidos especificos diseñados y B: secuencia de 

aminoácidos deducida de la secuencia nucleotldica del fragmento obtenido 

con los oligonucleótidos ATPX1 y ATPX2. 
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8.2.2. Obtención de clonas 

Figura 10. Gel de agarosa mostrando el 

fragmento de DNA amplificado de la 

ATPasa de Na•tK• producido por PCR. 1: 

DNAc + oligonucleótidos ATPX1 + ATPX2, 

2: DNAc + oligonucleótido ATPX1, 3: DNAc 

+ oligonucleótido ATPX2, 4: Control positivo 

del estuche de secuenciación (vector M13 + 

oligonucleótidos M13F +R). 

El tamizaje primario se llevó a cabo infectando bacterias E. co/i con fagos 

de la biblioteca de DNAc de cisticerco de T. so/ium, construida en el fago 

A.gt10. Como sonda se utilizó el fragmento de DNAc purificado que se marcó 

radiactivamente con 32P por el método de marcaje con iniciadores al azar. 

Después de Jos tres tamizajes (primario, secundario y terciario) se obtuvieron 

6 clonas positivas a la sonda, y de las cuales se preparó DNA de fago. Cabe 

mencionar que durante el proceso de los tamizajes se perdió la clona 1, y no 

fue posible recuperarla por Jo que no se hablará más de ella. El DNA de los 

fagos se utilizó para hacer una reacción de PCR con dos iniciadores 

específicos que flanquean la región de clonación del fago A.gt1 O. Los 

fragmentos resultantes de la reacción anterior se corrieron en un gel de 

agarosa al 2% (p/v) con el objetivo de determinar el tamaño de los DNAs 

copia obtenidos (Fig. 11 ). 

Por otro lado, se realizó la restricción de cada una de las 5 clonas 

obtenidas, utilizando diferentes endonucleasas y los fragmentos de DNAc 

generados por PCR con los oligonucleótidos de A.gt10. Las clonas 2 (2.7 kb), 3 

(3.2 kb), 5 (3.9 kb) y 6 (3.5 kb) presentaron el mismo patrón de corte con las 

enzimas Bam HI, Bgl 11, Eco RI, Hind 111, Pst 1, Xba 1 y Xho 1 (Tabla 1). Sin 

embargo, la clona 4 (3.4 kb) presentó un patrón diferente de restricción, se 

encontraron sitios de corte para Bgl 11 y Hind 111, un sitio de corte para Eco RI, 
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dos sitios para Pst I, y no presentá los 4 sitios de corte que tienen las otras 

clonas con Xho 1 (Tabla 1 ). 

Debido a que las clonas 2, 3, 5 y 6 presentaron el mismo patrón de 

restricción, se escogió la clona 5 por su mayor tamaño. Este criterio se utilizó 

ya que en dicha clona podrlamos encontrar la secuencia completa del 

mensajero que codificara para la ATPasa de Na•tK• . .-------------. 

2 3 4 5 

fESIS CON 
FALLA DF GRIGEN 

Figura 11. Gel de agarosa al 2% en TAE 1X 

mostrando los tamaños de las clonas obtenidas 

del tamizaje de una biblioteca de ADNc de 

cisticerco de T. so/ium. 1: Clona 2 (2.7 kb), 2: 

Clona 3 (3.2 Kb), 3: Clona 4 (3.4 Kb), 4: Clona 

5 (3.9 Kb), 5: Clona 6 (3.5 Kb). 

Tabla 1. Fragmentos de restricción de las clonas obtenidas del tamlzaje de 

una biblioteca de DNAc de cisticerco de T. solium. 

No. de 2 3 4 5 6 

clona. (2.7 Kb) (3.2 Kb) (3.4 Kb) (3.9 Kb) (3.5 Kb) 

Tamaño de fragmentos generados (Kb). 

Control 2.7 3.2 3.4 3.9 3.5 

BamHI 2.7 3.2 3.4 3.9 3.5 

Bglll 2.7 2.7,0.5 1.1,0.9,0.4 2.7,1.2 2.7,0.8 

EcoRI 2.7 3.2 1.5, 1.3,0.6 3.9 3.5 

Hind 111 2.7 3.2 1.5, 1.4,0.5 3.3,0.6 2.9,0.6 

Pst 1 2.7 3.2 2.0, 1.4 3.9 3.5 

Xbal 2.7 3.2 3.4 3.9 3.5 

Xho 1 1.1,0.9,0.7 1.1,0.9,0.7, 3.4 1.0,0.9,0.8, 1.0,0.9,0.7, 

0.4,0.2 0.7,0.5 0.5,0.4 
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8.2.3. Secuencias 

El fragmento de PCR contenido en la clona 5, amplificada con los 

oligonucleótidos que flanquean al vector i..gt10, se clonó en el vector pUC18 

para determinar su secuencia. Los análisis computacionales de la secuencia 

nucleotfdica mostraron una secuencia de 3,420 nucleótldos {Fig. 12) con una 

región que codifica para una protefna de 1014 aminoácidos con un masa 

molecular deducido de 112, 140 Da. La secuencia de aminoácidos (Fig. 13) 

presentó una identidad con otras ATPasas de Na•tK•: del 66.3% con la de 

hidra (Hidra vu/garis), 71.1% con la de sapo (Bufo marinus), 72% con la del 

camarón (Artemia franciscana), 71.3% con la de cerdo (Sus scrofa), 71.5% 

con la isoforma a1, 72.3% con la a2 y 71% con a3 de humano (Horno 

sapiens). La figura 12 muestra la localización de segmentos caracterfsticos de 

las ATPasas de Na•tK•, los 10 segmentos transmembranales (verde) y 2 

grandes asas intracelulares (naranja). Además, se identificó el sitio donde se 

une el ATP (azul) y el sitio de fosforilación (azul subrayado). Asimismo, se 

identificaron los aminoácidos conservados involucrados en la unión del 

inhibidor ouabafna (rosa) y en la formación de puentes disulfuro (morado). El 

análisis de hidrofobicidad tipo Kyte & Doolittle (Fig. 14) (Kyte and Doolittle, 

1982) y el análisis para la predicción de hélices transmembranales según el 

modelo de Hidden Markov (Tusnády and Simon, 2001), confirma la presencia 

de 10 dominios con alta hidrofobicidad, dos reglones con baja hidrofobicidad y 

la orientación del amino-terminal hacia el interior de la célula. Estas tres 

caracterlsticas están presentes en todas las subunidades a de las ATPasas 

tipo P. 

,~ S,!~. C~9~~ ~ -p~·J··-, 
1\ ••• , ! 1 .. ! • _ ·¡ I' 
~ . . . .... ~ ~ 't 

- -··- .. . . - ··-·-·--
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l TCTJ\GAAGTTATGAGTATTTCTTCCAGGGTAAAAAGCAAMGAATTCGCGGCCGCCGTGTTACGTGAGCT 
71 GTTGTTGTTGGGCTAGGMTGGGTAAATC/\CGTGGTG/\CMGTATCGTGATGCCACGGATGGCAAGAAJ\G 

141 ATGCAAAGMGGATCTTAATGl\GCTCAAGCAGGAGCTTGCAATGGACGAACATCAGATTTCCTTGGACGA 
211 ACTCTATGCTCGTCTTGGGACCAA TCCTGAT ACTGGTCTC/\CCAr.Tr.MCAr.r.r:AAAr.ACACGCTT AGAT 
201 CGAGATGGACCTAACGCACTTACCCCTCCAAAGACGACCCCAGAGTGGGTTAAGTTTTGCAAGAATATGT 
351 TTGGTGGCTTTTCATTGCTTTTGTGGATCGGCGCCGTTCTCTGTTTCATCGCTCATGGTATTCCTTGCTG 
4 21 GTGTGCAGGAGAACCCT ACTT AT ATGAT AACTTGT l\CCTCGGT /\ TCGTCCTGGCTGCTGTTGTCGTT ATT 
4 91 ACGGGCTGTTTCTCGT AC:T AC'r AAr.Ar.TfT AAr.TCATcc;MG/\ TCATGGAGTCA TTTGCT AAGC'rTGTCC 
5 61 CTCAA T /\TGCCGTTGT AATTCGTGGAGGTCAGAGA/\ TCGACGCTCCTGCTGAAGCTCTGGTCGTTGGTGA 
631 CATCATCGATGTTN\ATTCGGTG1'\CCGCGTCCCr.r.ccGACATTCGT(;Tci\TCt'\Al\GCCAGCTCTTTCAAG 
101 GTGGACAACTCGGCATTG/\CGGGl\GAGTCGGAGCCGC/\G/\CTCGCACGGCGGAGTACACTAATGAGAATC 
111 CGTT AG/\GACAAAGAA TCTCGCCTTCTTCTCT ACT l\.i\CGCCGTGG/\GGGCACATGCCGCGGTGTAGTCGT 
041 AGCTACCGGTGACCGAACCGTCATGGGTCGCATTGCCAATCTCGCCTCGGGTCTCGAG1\TGGGCGCTACT 
991 CCAATTGCGCGCGAGATTGCTC/\CTTC/\TTCATATT/\TCACTGGTr.rr.r.crc~TTTTf:CTCr.r.cGTTACTT 

981 TCTTTATTATCGCCTTTATCCTCGGCTACTACTGGCTTGATGCGGTCATCTTCCTTATCGGTATCATCGT 
1051 GGCCMCGTGCCGG/\GGGCCTCTTAGCTACCGTC/\CCGTCTGTCTC/\CTCTCACAGCCMGCGTATGGCG 
1121 AGCAAGAACTGTCTGGTGMGMTCTCGAGGCTGTCGAGACTCTTGGCTCCACTTCCACC.A.TCTGTTCGG 
1191 .A.TAAGACCGGT.A.CTCTCACCCAAAACCr.T/\Tr./\cTr.Tcr.rccACATGTGGTTCGACMCAAGATCTTCGA 
12 61 GGCTGACACTTCCGACGACCAA TCCACTGCGAATT /\ T AGCCGGGCATCTTCCACGTGG/\TGGCCCTCTCG 
13 31 CGT ATCGCCATGTT /\ TGT MCCGTGCGGAGTTCAAGCCGGGGGAGGMACGAACCCTGTGCTCAAACGGG 
1401 AGTGCAACGGTG/\CGCTTCAGAGTCAGCTCTGCTTAAGTGCGTCGG/\CTGTCAATCGGTGGAGTGACCGG 
1411 GT/\CCGCACGGACMGCCGAAGGTGGCGGAAATTCCATTCAACTCMCTMTAAGT ATC/\r.GTGAGTGTG 
1541 CATCAGACCG/\CGATGGGGATGAGCGCT ACCTCGT AGTG/\ TGAAGGGTGCGCCCG/\GCGCATCCTTGATC 
1611 GCTcrrccAcccrcrrcATGGAGGGTCAGGMCTCCACATGGACGATCAGTGGCGTGAGAGCTTCAACAA 
1601 CGCTTACCTCGMCTCGGTGGC/\TTGGGG/\GCGTGTTCTTGGCTTCTGTGACCTTCGTCTCCCTGCTGAC 
1151 AAGTTCCCTCGCGGCTTTAAGTTCGACATAGA'I'GMCCTAACTTCCCT/\TCGAGGGAATGCCCTTTGTGG 
1B21 GTCTCATGTCM TG/\TTGATCCACCTCGTGCTGCCGTGCCCGATGCTGTCTCCMGTGTCGATCCGCCGG 
l B 91 T ATCMGGTGGTT /\ TGGT MCGGGCGACC1\ TCCT ATCACCGCCAAGGCCATTGCCAAGGGTGTGGGCATC 
1961 ATCTCTGACGGGMTMG/\CTGTAGAAGACATTGCGGCGGAACGTGG/\GTCCCCGTGAGTCAAGTGAACC 
2031 CTCGTGAGGCT/\GCGCATGTGTCGTTC/\CGGCTCCGATCTGCGTG/\TATGACACCTGCTCAGATCGATGA 
2101 GATACTCGAGMCC/\CTCTGAGATTGTCTTCGCTCGTACCTCACCACAGCAGAAACTCATCAT'rGTTr.AA 
2111 r.r.CATCCAGCGT l\ TGGGTGCCATTGTTGCTGTT .A.CTGGGGA TGGTGTCAACGA.CTC.A.CCTGCCTTGAAGA 
2 2 4 1 'AG'G'cTGAT ATCGGTGTTGCCATGGGT ATCACGGG T AGTGATGTGAGT MGCAGGCAGCTGACATGATCCT 
2 311 CCTTGACGACM TTTTGCCTCCATCGTCACGGGTGTGGAGGAGGGGCGT AT AA TCTTCGACAACTTGAAG 
2 30 1 AAA TCCA TCGCCT AT ACCCTCACCTC'I'MCATCCCTGAGA TCACGCCCTTCCTT ATCTTCATTCTGGCCG 
2 4 51 ACGTGCCTCTGCCCCTGGGCACCl\ TCACMTTCTGTGCA TCGATTTGGGCACGGACATGGTGCCGGCCAT 
2 521 TTCACTGGCCT /\CG/\GGAGGCCGAAGACATT ATGAAGCGCATGCCACGCGACCCTTTCCGCGAT AAATTG 
2591 GTGAACGAACGTCTC/\TCTCC/\TGr.rcrAcr.r.rr.Ar.ATTr.r.rATr.ATCCAGGCCTCCGGCGGTTTCTTCG 
2 6 61 TTT ACTTTGTCATCl\TGGCAG/\AAACGGTTTCTGGCCGAGCCGCCT ACTGGGTCTGCGT /\Al\CAGTGGGA 
2131 CTCCCCAGCCATCMTGATGTCGCCGACTCCTACGGCCAAGAGTGG/\CGTACACAC/\l\CGTAAGCGTCTC 
2801 GAGT/\Cl\CCTGTCACACGGCCTTTTTCGCCTCCATCGTCATTGTCCAGTGGACGGATCTACTCATATGCA 
2011 AGACCCGAAAGMCTCT ATCT ATCAGCAGGGCATGTGGMCCl\CCACCTCACTTTTGGTCTCTTCTTCGA 
3 94 1 GACT ACACTGGCCATCTTCCTCTCTT f\CTGTCCGGGTCTTGAGCACGGTCTGAGM TGATGCCTCTTCGA 
3011 TGGACGTGGTGGTTGCCGGTTTTGCCCTTCAGTGTGTCAATCTTCt\TTTTCGATGAGGTGCGAAAGAAGT 
JOB 1 TCCTTCGl\ACCCTCCCTCCGGGCAA TTGGGTGGAACG/\GAGACT AACT ATT AGT AGATGTCTGCGATCGA 
3151 CM T AAACAAN\ TCACAAA TCCCACTTCCGTCCCCTCCl\CTCTCTCCCTGCTCTC'l'T ACCACCTCCTCCC 
3 2 21 TT AGTGTCCTCACCTCTTTCCAMGCAAACT ATT AA T ATCGTT ATGATGT AGCCTTCAACAA TGATGAGT 
3291 TTGGAATTCCGAAGCCGAATTCTGCAGATATCCATCACACTGGCGGCCGCTCGAGCATGCATCTAGAGGG 
3361 CCCAATTCGCC 

Figura 12. Secuencia nucleotidica de la clona 5 correspondiente a un DNAc 

que codifica para la subunidad ex de una ATPasa Na•1K• de T. so/ium. 

Subrayadas se muestran las secuencias utilizadas para el diseño de 

oligonucleótidos utilizados para secuenciar y en negritas se muestra las 

secuencias que coinciden con Jos ollgonucleótidos de ATPX-1 y ATPX-2, 

respectivamente. 
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Figura 13. Secuencia de aminoácidos deducida de la secuencia de 

nucleótidos de la clona 5 correspondiente a un DNAc que codifica para la 

subunidad a de una ATPasa Na•tK• de T. so/ium. Verde: región 

transmembranal, Naranja: Asas intracelulares, Cursivas: asas extracelulares, 

Azul subrayado: Sitio de fosforilación, Azul: Sitio de unión a ATP, Rosa: 

aminoácidos de unión a ouabalna, Morado: cisteinas que forman puentes 

dlsulfuro. 
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Figura 14. Análisis de Kyte y Doolittle de la secuencia de aminoácidos de la 

clona 5 correspondiente a un DNAc que codifica para la subunldad a de una 

ATPasa Na+/K+ de T. solium. Los números muestran los segmentos 

transmembranales; P: sitio de fosforilación; ATP: sitio de unión al ATP. 
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IX. DISCUSIÓN 

Los portadores de Taenia adulto (teniásicos) raramente tienen 

conocimiento de serlo debido a que esta parasitosis cursa asintomáticamente 

y el portador no presenta afecciones serias. El principal problema radica en 

que los teniásicos liberan los proglótidos en sus heces. En dichos proglótidos 

se encuentran huevos que pueden infectar a cerdos y humanos. La 

cisticercosis es la enfermedad más grave que ocasiona T. solium, puesto que 

puede generar problemas neurológicos e inclusive ta muerte; de ahl la 

importancia de su estudio. Simples medidas de higiene como son ta dotación 

de drenajes, agua potable, mejorar ta crianza rústica de tos cerdos, 

mejoramiento de la educación sanitaria, como evitar ta defecación al aire libre, 

lavarse tas manos antes de ingerir alimentos, no ingerir carne de cerdo 

Infectada con cisticercos y cocinarla bien, asl como lavar y desinfectar tos 

vegetales (Espejo, 1977), además de ta enseñanza para identificar y tratar ta 

teniasis, disminuirlan la incidencia de ta cisticercosis. Las campañas de 

educación y desarrollo de infraestructura sanitaria no han surtido efecto en tos 

paises subdesarrollados, debido a su pobreza. También la pobreza no ha 

permitido que se dé a ta población recursos para su higiene como agua 

potable, drenaje y educación, por lo que es necesario encontrar otros medios 

por tos cuales la incidencia de cisticercosis y teniasis disminuyan. 

Dos estrategias que se han estado impulsando para disminuir la incidencia 

de estas enfermedades consisten en: desarrollar una vacuna para prevenir ta 

cisticercosis porcina o crear fármacos especlficos para administrarlos a cerdos 

o a humanos. La primera estrategia ha conducido a ta caracterización diversas 

moléculas con diferentes funciones en et sistema de ta T. so/ium, y a pesar de 

tos buenos resultados hasta la fecha no existe una vacuna comercial 

disponible para su aplicación en contra de T. so/ium (Flisser and Lightowters, 

2001). La segunda estrategia se ha basado en ta identificación de moléculas 

esenciales para ta vida de tos parásitos con la idea de generar nuevos 
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fármacos que sólo afecten al parásito y no a su hospedero (Castellanos­

Gonzalez et al, 2002). 

La ATPasa de Na•1K• es una molécula que es interesante estudiar y tal 

vez utilizar en un futuro para crear una vacuna o diseñar fármacos en su 

contra, puesto que es una molécula esencial para la vida de los organismos. 

Por otro lado, una de las caracterlsticas de los céstodos, incluyendo a la T. 

solium, es que no presentan sistema digestivo, por lo cual tienen que tomar su 

alimento a través de su membrana basal. Esta caracteristica hace muy 

importante la presencia y función de la ATPasa de Na•1K•, enzima que 

proporciona gradientes de potasio y sodio que son utilizados para introducir 

moléculas como la glucosa y diversos aminoácidos, y que además mantiene 

el potencial eléctrico de la célula. 

En 1978 se detectó actividad de ATPasa en la superficie del cisticerco de 

T. so/ium (Sosa, 1978). No se determinó a qué tipo de ATPasa pertenecla 

esta actividad, pero debido a su localización en la superficie tegumentaria 

podemos suponer que eran ATPasas tipo P de las membranas plasmáticas y 

de algunos organelos. La ATPasa de Na•1K• es la única del tipo P compuesta 

por dos subunidades (a. y p), siendo la a. la subunidad más conservada a 

través de las especies. 

Aprovechando la gran homologla que tienen los dominios importantes para 

la función de estas ATPasas tipo P, se utilizaron anticuerpos heterólogos 

desarrollados contra la ATPasa de tipo P de N. crassa para identificar 

ATPasas de este tipo en T. solium. Estos anticuerpos reconocieron a una 

banda de aproximadamente 100 kDa, lo que nos sugirió la presencia de este 

tipo de ATPasas. Además, estudios de IET en donde se utilizó el antisuero 

especifico contra la región NH2-terminai de la subunidad a. de la ATPasa de 

Na•1K• nos indicaron su pre&encia. Estos resultados nos alentaron para 

obtener una fracción pura de la bomba de Na• a partir del cisticerco de T. 
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solium, para lo cual utilizamos un método muy utilizado para purificar 

proteínas de membrana. Este método se basa en la centrifugación diferencial 

de un homogenado total del organismo. Con la primera centrifugación a baja 

velocidad obtuvimos una fracción rica en proteínas membranales de gran 

tamaño que denominamos FM 1, contrastando con una fracción soluble, 

denominada FS1, que contenía proteínas más pequeñas. Una segunda 

centrifugación nos permitió obtener una fracción posiblemente membrana! con 

proteínas de tamaño similar a Jos observados en FS1 y una fracción soluble, 

denominadas FM2 y FS2 respectivamente. Los ensayos de JET en esta 

fracción utilizando el antisuero anthaNH2-terminal de Ja subunidad a de la 

ATPasa de Na•1K• y Jos ensayos de actividad enzimática específicos para Ja 

ATPasa de Na•1K• nos permitieron conocer que la FM1 contenía Ja mayor 

cantidad y actividad de esta enzima, comparado con la fracción FS1. La 

actividad de ATPasa en FM1 correspondió en un 29% a Ja ATPasa de Na•1K• 

(actividad de ATPasa inhibida con ouabaína) y un 67% correspondió a las 

ATPasas tipo F (actividad de ATPasa inhibida con azida de sodio). En 

contraste en Ja FS1 Ja actividad presente no disminuyó significativamente en 

presencia de ouabaína (aunque también se identificó la subunidad a Ja 

ATPasa de Na•1K• por JET). Este resultado muestra que logramos obtener una 

fracción enriquecida en ATPasa de Na•1K• (FM1), Ja cual se obtuvo a baja 

velocidad de centrifugación. Esto puede deberse a que este parásito posee un 

tegumento sincicial formado por una membrana plasmática que rodea al 

cisticerco, y en el citoplasma de las células subtegumentales contienen 

vacuolas de varios tamaños y organelos (Ramlrez-Bon et al., 1982). Lo que 

ayuda a que esta estructura pueda disgregarse fácilmente permitiendo 

obtener una fracción rica en membranas en el primer precipitado (FM1 ). 

La adición de azida de sodio a la fracción FS1 disminuye la actividad de 

forma significativa en un 29%, lo que sugiere Ja presencia de ATPasas tipo F, 

pero en menor cantidad que en la fracción FM1. El 55% de la actividad de 

ATPasa presente en la FS1 no tenemos evidencia para adjudicársela a algún 
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tipo. de ATPasa. Esta actividad podrla deberse. a. diversas enzimas con la 

capacidad de hidrolizar el ATP incluyendo a las ATPasas tipo V. 

Posteriormente buscamos el obtener una fracción con mayor pureza que la 

que tenlamos en la fracción FM1, para lo cual construimos una columna de 

agarosa a Ja que se le acopló ouabalna,. un inhibidor especifico de la ATPasa 

de Na•1K+. Con esta columna logramos obtener una fracción con alta pureza y 

visualizar con una tinción de coomassie la presencia de 2 protelnas 

predominantes (100 y 50 KDa). El ensayo de JET utilizando los antisueros 

específicos· contra la subunidad a de la ATPasas tipo P y de Na•1K• 

reconocieron sólo a la proteína de 100 kDa. Estos resultados podrían sugerir 

que la protelna de 50 KDa es la subunidad p, lo que indica que hemos aislado 

a Ja enzima completa. Lamentablemente, esta fracción no presentó actividad 

de ATPasa, probablemente debido a una pérdida de la estructura terciaria de 

la enzima producida durante el proceso de purificación. Es sabido que esta 

enzima requiere estar embebida en una membrana para que pueda adoptar 

una conformación adecuada. 

El estudio de inmunolocalización utilizando el anticuerpo anth8NH2-

terminal de la subunidad a de la ATPasa de Na•1K• permitió localizar a la 

enzima en la membrana plasmática tegumentaria, en células musculares y 

células formadoras de canales en el cisticerco. Este ensayo muestra que es 

una enzima que se encuentra en diversos tipos celulares y por tanto es 

probable que su papel fisiológico sea igual de importante que en otros 

organismos. 

Una vez confirmada la presencia de la ATPasa de Na•1K• en T. so/ium, se 

aisló un DNAc que codifica para la subunidad a de esta enzima. Para esto se 

sintetizó una sonda a partir de dos oligonucleótidos especlficos, los cuales se 

diseñaron basándonos en los dominios de fosforilación y de unión al ATP que 

son muy conservados en estas enzimas de varias especies. Con los tamizajes 
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utilizando la sonda específica para la ATPasa de Na•tK• se obtuvieron 5 

clonas de diferentes tamaños. Los análisis de restricción sugieren que cuatro 

clonas son semejantes (clonas 2, 3, 5 y 6) y una es diferente (clona 4). Esto 

sugiere que podrian existir mas de una isoforma de esta subunidad a, lo cual 

no es sorprendente, ya que se ha observado que otras especies tienen hasta 

4 isoformas diferentes (Shamja and Lingrel, 1994). Sin embargo falta por 

comprobar esta hipótesis. Debido a que los análisis de restricción mostraron 

que 4 clonas eran semejantes, se decidió secuenciar sólo la clona 5, que era 

la de mayor tamaño. La secuencia nucleotldica obtenida fue de 3371 

nucleótidos, contiene la región codificante completa para la ATPasa de 

Na•tK•. Cabe mencionar que no se encontró en el DNAc aislado ninguna 

secuencia de poliadenilación. Los análisis computacionales de la secuencia 

de aminoácidos deducida muestran que la clona 5 codifica para un péptido de 

1,014 aminoácidos, este tamaño es caracteristico de la isoforma 3 de humano 

y rata, pero presenta mayor identidad con la isoforma 2 de humano (71.5% 

con a1, 72.2% con a2 y 71% con a3). Otros análisis mostraron que la protefna 

presenta los 1 O dominios transmembranales y dos grandes asas, además de 

aminoácidos importantes en la función de ATPasa de Na•tK+, como los sitios 

de captación de cationes, unión a ATP, fosforilación y de unión al inhibidor 

ouabafna. Lo que sugiere que la secuencia obtenida es la de un RNA 

mensajero que codifica para una ATPasa de Na•tK•. 

Por otra parte las porciones de la protefna que presentan menor identidad 

son las asas extracelulares. Esta particularidad puede ser utilizada para 

diseñar fármacos especfficos que inhiban la actividad de esta ATPasa del 

parásito y no tenga efecto sobre la del huésped. También podrían ser 

utilizados para inmunizar cerdos, evitando que el cisticerco sea viable y por 

tanto incapaz de establecerse, con lo cual se romperla el ciclo de vida del 

parásito. 
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La caracterización bioquimica realizada permitió conocer parcialmente las 

caracteristicas de la ATPasa de Na•1K+ de la T. so/ium. Sin embargo no 

podemos afirmar que la actividad sensible a ouabaina corresponda a la 

protelna que codifica el DNAc obtenido, debido a que cabe la posibilidad de 

que este parásito tenga mas de una isoforma, por lo que de ser asl, la 

actividad observada corresponde a la suma de la actividad de las isoformas 

presentes. 

X. CONCLUSIÓN 

Se demostró la presencia de la ATPasa de Na+/K+ en el cisticerco de T. 

solium mediante: IET, actividad de ATPasa inhibida por ouabaina y la 

obtención de un DNAc que codifica para la subunidad a. 
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XI. PERPECTIVAS 

Es importante la caracterización de moléculas con importancia fisiológica 

para el parásito, como es el caso de la ATPasa Na•tK+, porque hace posible 

diseñar diversas estrategias para romper el ciclo de vida de T. solium. Estas 

estrategias podrlan ser: 1) diseño de fármacos especlficos que inhiban la 

función de la enzima, 2) diseño de péptidos especlficos de las subunidades a. 

y p de la ATPasa de Na•tK• que se podrian utilizar para desarrollar una 

vacuna para cerdos. Buscando con estas estrategias destruir a los parásitos 

evitando que continúen su ciclo de vida. 

Es importante obtener el DNAc que codifica para la subunidad p, debido a 

que esta subunldad es la menos conservada a través de las especies y por 

tanto es un buen blanco para disminuir la actividad de la enzima, utilizando 

alguna de las estrategias antes mencionadas. 

Las herramientas generadas en este proyecto: el desarrollo de un método 

de purificación de la enzima, la generación de anticuerpos especlficos y la 

obtención del DNAc que codifica para la subunidad a., contribuirán a la mejor 

caracterización de esta enzima. Ya que, una de sus limitaciones es requerir de 

la membrana para obtener una estructura funcional. El disponer de una 

enzima pura o de los DNAc de las subunidad a. permitirá obtener una enzima 

funcional al incorporarla en liposomas o bien expresarla en células 

eucariontes para su caracterización enzimática. 
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