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. RESUMEN

La ATPasa de Na'/K* es una proteina integral de la membrana que
producé un gradiente electroquimico para mantener el potencial de
membrana, la actividad excitable de |a 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 o de la ATPasa de Na'/K' de Tenia
solium. Se desarrollé un antisuero policlonal especifico contra la regién NH,-
terminal de la subunidad la a de la ATPasa de Na'/K' deducida de la
secuencia parcial de la clona aislada de una biblioteca de DNAc del cisticerco.
Este antisuero identifico la presencia de la enzima en una fraccidén membranatl
del cisticerco denominada FM1, obtenida a baja velocidad de centrifugacion.
Asi mismo, FM1 presentd la mayor actividad de ATPasa de Na‘/K*,
identificada por su sensibilidad a ouabaina. A partir de FM1, y mediante una
cromatografia de afinidad a ouabaina acoplada a agarosa, se purifico una
fraccién enriquecida para la ATPasa de Na'/K*. Aunque esta fraccién no
present6 actividad enzimatica, fue reconocida por el antisuero anti-NH,-
terminal de la subunidad o de la ATPasa de Na'/K' del cisticerco. Los
ensayos de inmunolocalizacion utilizando el mismo anticuerpo indicaron que la
enzima se encuentra en la membrana tegumental, en células musculares y en
células formadoras de canales. Ademas, se obtuvo la secuencia completa
(DNAc de 3371 pb) del gen que codifica para la subunidad o de la ATPasa de
Na*/K* (1014 aminodcidos) que presenta los motivos caracteristicos en estas
subunidades. Los resultados confirman la presencia de la ATPasa de Na*/K*
en la membrana tegumentaria del cisticerco de T. solium.




Il INTRODUCCION

2,1. Taenia solium.
2.1.1. DESCRIPCION.

Taenia solium pertenece al phylum Platyhelminthes, clase Cestoda, orden
Cyclophyllidea, y familia Taeniidae. Lo mas sobresaliente de los céstodos es
la ausencia de boca y aparato digestivo, ademas 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: escélex, cuello y estrébilo
(Esquema 1C). El escolex tiene el tamafo de una cabeza de alfiler y esta
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 nimero de ganchos pequerios (de 0.10 a 0.12
mm). El cuello es corto, sin segmentaciones y de menor diametro que el
escolex. Del cuello se origina el estrobilo que mide de 2 a 7 m de largo esta
formado por un gran numero de segmentos denominados proglétidos
(Yoshino, 1933). Los proglétidos mas cercanos al cuello son inmaduros, ya
que aun no tienen desarrollados los érganos sexuales. Los proglétidos
maduros, en los cuales ya se han desarrollado los 6rganos sexuales, se
encuentran en la parte central de la tenia. Los ultimos segmentos son
gravidos; en ellos se pueden observar las ramas uterinas, cuyo nimero define
a la especie (Esquema 2). Los proglétidos gravidos miden 0.5 a 2. cm y
contienen aproximadamente 60 000 huevos (Craig and Faust, 1970). Estos
segmentos gravidos se liberan del estrébilo y se eliminan con el excremento.

Los huevos son esféricos (Esquema 1A) y constan de la oncosfera y el
embrioforo. La oncosfera o embrién esta cubierta por una capa de bloques
denominados en conjunto embriéforo. El embridforo que rodea a la oncosfera
estd formado por bloques unidos de manera contigua. Los bloques
embrioféricos estdn compuestos por una proteina similar a la queratina,
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resistente ‘a los jugos digestivos naturales y. artificiales. En contraste, la
sustancia cementante que une a los bloques es susceptible a la digestion
enzimatica (Trejo, 1986) y por tanto, al entrar al aparato digestivo los bloques
se separan con facilidad. La capa que queda expuesta es la membrana
oncosferal, la cual al entrar en contacto con la jugos gastricos permite que el
embridn expuesto se active (Laclette et al., 1982). Una de las manifestaciones
de los cambios fisioldgicos que ocurren en el embrién cuando se activa, es el
inicio del movimiento de los ganchos, que le permite salir de la membrana
oncosferal y sostenerse del epitelio intestinal del huésped (Yoshino, 1933a).

c

Cisticerco & Taenia aduita

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

[— Esquema 2. Proglétidos
gravidos de céstodos que
parasitan al ser humano
mostrando los patrones

uterinos caracteristicos.
. Taenia saginata,

. T. solium,

. T. africana;

. T. confusa,

S . Hymenolepis diminuta;
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~Doce dias después de infectar a cerdos se observan'en su tejido muscular
cisticercos ovoides y quisticos, con un fluido denso y un punio que
corresponde al escolex cerca de un polo (Esquema 1B). El escélex “del
cisticerco es idéntico al del gusano adulto. Estos cisticercos en desarrollo se
encuentran en el higado, cerebro y musculo esquelético de los cerdos
infectados (Yoshino, 1933b). El crecimiento del cisticerco continta hasta llegar
a un tamaio de 8 a 15 mm a los 177-325 dias después de la infeccion. Entre
los 40 y 50 dias el rostelo esta formado por completo. De los 60 a 70 dias se
observa una bolsa llamada receptaculo, dentro del cual esta el cuello que
muestra en su supeificie muchos dobleces como septos (Yoshino, 1933c).
Estos septos conforman el canal espinal (Slais, 1982). El cuello crece con -
mayor rapidez que el receptaculo, que mide 1.6 a 3.6 mm de largo, y por tanto
se enrolla sobre si mismo en espiral o en forma de “S",

La superficie externa del cisticerco estd rodeada por microvellosidades
limitadas por una membrana plasmatica que se encuentra cubierta por una
capa vellosa de glucocalix (Ramirez-Bon et al., 1982; Sosa et al., 1977). El
tegumento debajo de la membrana plasmatica contiene vesiculas elipsoidales
de diferentes tamanos. En ocasiones, la membrana de las vesiculas se une
con la membrana plasmatica y se abre hacia el exterior, con lo que adquiere la
apariencia de estar liberando su contenido al medio externo (Ramirez-Bon et
al., 1982). La cara interna del tegumento es una banda protoplasmica
continua, o sincicio, sostenida por una membrana basal de tejido conjuntivo.
Dicha membrana estad interrumpida por dobleces del sincicio que forman
prolongaciones protoplasmicas, las cuales conectan al tegumento con los
cuerpos celulares nucleados. Estas prolongaciones se encuentran llenas de
vesiculas, mitocondrias y microtibulos. 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 glucégeno v lipidos
(Ramirez-Bon et al., 1982). El sistema muscular esta formado por miocitos,
que se conectan con miofibrillas por medio de puentes citoplasmaticos, y
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constituyen un sincicio. Entre la membrana basal del tegumento y las. i:éiijlaé o
tegumentarias y de almacén se encuentran haces de fi bras musculares ‘que ‘
también se conectan con las fibras de colagena (Lumsden el a/ 1982
Ramirez-Bon et al., 1982). Esta estructura y organizacion celular reune Ios,”
requisitos para considerarse un epitelio (Lumsden et al., 1982). Los céstodos

se nutren por difusion a través de este epitelio.

Los cisticercos localizados en el cerebro humano muestran dos tipos
morfolégicos: celuloso y racemoso. Los del tipo celuloso son pequefios (0.5 a
1.5 cm), tienen una vesicula esférica u ovalada blanca o amarillenta, con una
pared translicida a través de la cual se puede observar el escdlex como
granulo sdlido excéntrico. Las caracteristicas morfologicas de los cisticercos
celulosos alojados en los seres humanos y en los cerdos son similares. Los
cisticercos celulosos frecuentemente estan separados del tejido del huésped
por una capsula fina de colagena (Aluja et al., 1987, Escobar and Nieto, 1972,
1983, Rabiela et al.,, 1982, 1989, Puig-Solares, 1974, Gémez-Leal, 1989,
Willms and Merchant, 1980). El cisticerco racemoso es una vesicula grande,
redonda o lobulada, circunscrita por una pared delicada, o bien es similar a un
racimo de uvas. Los cisticercos de tipo racemoso son parasitos muy grandes,
hasta de 10 a 20 cm (Rabiela et al.,, 1982, 1989, Escobar and Nieto, 1972,
Escobar, 1983), y pueden contener hasta 60 ml de fluido (Berman et al., 1981,
Jung et al., 1981). Probablemente, la caracteristica mas importante de este
tipo es que en apariencia no tiene escélex, aunque en algunos casos se
pueden observar vestigios de éste por medio de estudios histolégicos
detallados (Rabiela ef al, 1982, 1989, Escobar, 1983, Berman et al,, 1981,
Jung et al., 1981). El tipo celuloso es mas frecuente en el cerebro humano,
aunque en la mayoria de los casos coexisten en el mismo cerebro cisticercos
de ambos tipos (Rabiela et al., 1982).



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 esta
cruda o insuficientemente cocida. El escélex evagina estimulado por la bilis y
las enzimas digestivas. Las ventosas se adhieren a la pared intestinal e
inducen la protrusién de los ganchos que se sostienen en la mucosa intestinal
(Canedo 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 proglétidos gravidos
llenos de huevos (Craig and Faust, 1970). Se considera que se liberan de 2 a
5 segmentos 2 a 3 veces por semana (Aluja ef al., 1987, Craig and Faust,
1970; Pearse et al., 1987). '
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Los huevos liberados de los proglétidos gravidos suelen ser ingeridos por
los cerdos (Craig and Faust, 1970; Pearse et al., 1987). Los humanos también

Esquema 3. Ciclo de vida dé

Taenia solium

pueden ingerirlos en forma accidental debido a la contaminacién de alimentos
y agua. Los cisticercos se desarrollan principalmente en el sistema nervioso
central, ojo, misculo esquelético y tejido subcutaneo de los seres humanos.
Siendo de mayor frecuencia la neurocisticercosis que la cisticercosis muscular
y subcutanea (Schenone et al., 1982), aunque también se han encontrado
casos de presencia de cisticercos en tejido graso subcutaneo (Wortman,
1991).




2.1.3. CISTICERCOSIS - TENIASIS

La cisticercosis es una enfermedad parasitaria causada por la larva de T,
solium en el humano y en el cerdo, en paises en vias de desarrollo como los
de América Latina, Africa y Asia. Esta enfermedad se asocia con una pobre
higiene y métodos primitivos de crianza del ganado porcino (Mahajan, 1982).

En México, la infeccion con T. solium ha sido reconocida ampliamente;
numerosos estudios clinicos y patoldgicos han identificado a la cisticercosis
como un importante problema de salud causando severa morbilidad y serias
pérdidas econémicas (Flisser, 1988; Sarti and Gutierrez, 1986; Larralde et al.,
1992; Tsang and Wilson, 1995). En los afios 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 infeccion (Villagran and Olvera, 1989)
y es la causa mas comun de epilepsias tardias (Medina et al., 1990). Sin
embargo, los datos documentados de cisticercosis en México son en gran
parte derivados de centros clinicos urbanos. Estas estadisticas no reflejan la
incidencia real de la cisticercosis ni la asociacion 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 eétudios
serdlogicos de la poblacion abierta en México muestran alrededor del S.O%Vde’
positividad para cisticercosis (Larralde et al., 1992). ' L '

La teniasis es una enfermedad que cursa asintométic’ament"ly por este
motivo no se tienen datos sobre la incidencia en la p’oblaciéh.’ Si,r'i é’iﬁbéfgo las
personas que portan a la 7. solium en su estado adulto son un- foco de

infeccion para la cisticercosis.



2.1:4:INTERACCION HUESPED - PARASITO

La membrana plasmatica tegumentaria del cisticerco es muy importante en
la relacién huésped-parasito, ya que este ceéstodo realiza su intercambio de
nutrientes y secreciones a través de ésta. )

Se ha identificado una serie de moléculas (carbohidratos, glicoproteinas,
proteoglicanos y proteinas) presentes en la superficie de la membfana
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
glicoproteinas participan en la evasion de la larva (cisticerco) a la respuesta
inmune del huésped (Hammerberg et 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 vesiculas pinociticas en la pared del cisticerco de Taenia
crassiceps, que parecen transportar proteinas del huésped (Willms et al.,
1980) a través de su membrana tegumentaria (Threadgold and Dunn, 1983,
1984). Asi 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 (Rodriguez-
Contreras, 1998; Skelly et al., 1994), aminoacidos (Haynes, 1970; Miller et al.,
1996; Pappas and Read, 1973; Pappas et al., 1973, Pleiffer et al., 1998) y
proteinas (Hustead and Williams, 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. CLASIFICACION

Las ATPasas son enzimas invqlq‘crvadasr con la sintesis y/o la utilizacion del
ATP, el cual es la principal fuente de energia en la célula,

Las ATPasas se han clasificado en tres tipos: F, Vy P (Tabla i, Il y lll), Las
ATPasas de la categoria F constan de una porcién soluble (F4) involucrada en
la actividad catalitica de la enzima (sintesis o hiqmlisis del ATP) y una porcién
membranal {Fo) involucrada en la translocacién de H*. La masa molecular de
F1 es de 360-384 kDa conformada por las subunidades «, 3, v, 8 ¥ € con una
estequeometria asfayde. Fo consta de los polipéptidos a, b y ¢, 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 mas de 3 polipéptidos (a, B, y) (Pedersen and
Carafoli, 1987).

Las ATPasas de la clase P estdn asociadas con las membranas del
reticulo endoplasmico y las membranas citoplasmaticas. Constan de una sola
subunidad «, con excepcién de la ATPasa de Na'/K* que también cuenta con
una segunda subunidad p (Pedersen and Carafoli, 1987; Moller et al., 1996).



Tabla |. ATPasas tipo F

Catidn Organismo / membrana Funcion
transportado
H* -Eucariotes / mitocondrial Catalizar la formacion de
interna ATP a partir de ADP + P,
-Plantas superiores / tilacoidal
-Procariotes / plasmatica
Tabla ll. ATPasas tipo V
Cation Organismo / membrana Funcién
transportado
H* -Animales / lisosomal y Crear valores de pH bajos

endosomal
-Plantas superiores / vacuolar

en compartimentos para la
activacion de enzimas

-Hongos / vacuolar hidroliticas.
Tabla lll. ATPasas tipo P
Cation Organismo / membrana Funcién
transportado
Na*/K* Eucariotes superiores / Mantener gradientes de
plasmatica concentracion; crear
potencial eléctrico.
HY/K* Células de mamifero secretoras | Acidificar e! contenido del
de acido / plasmatica estomago.
H* Hongos (Neurospora) y plantas |Crear valores de pH bajos
superiores / plasmatica en compartimentos para
activar enzimas hidroliticas.
Ca** Eucariotes superiores / Mantener baja la [Ca®*] en
plasmatica citosol.
Ca* Células de musculo de animales | Mantener la [Ca®"]

/ reticulo endoplasmatica

intracelular en el reticulo
endoplasmico.




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 Kaplan, 1995; Sachs and Munson,
1991). Todas estas enzimas usan la hidrélisis del ATP para dirigir el transporte
de cationes contra un potencial electroquimico. La designacién de tipo P se
refiere a la caracteristica de estas enzimas de formar un intermediario
fosforilado durante su ciclo catalitico. Este intermediario se forma cuando el y-

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

Acompafiando al proceso de fosforilacién, las ATPasas tipo P captan, un_én
y transportan iones ciclicamente 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 r‘nolééular
preciso que acopla la hidrolisis del ATP a los cambios conformacionales'y a la
translocacion de iones aiin no se describe por completo (Esquema 4).

Esquema 4.Ciclo catalitico
de la ATPasa de Na'/K".

Las ATPasas P presentan dominios altamente conservados y una
estructura terciaria semejante y equivalente en su organizacion topoldgica en



la membrana (Lutsenko and Kaplan, 1995). Una regién con homologia 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 unién del ATP, muestran un alto nimero de aminoacidos

conservados, Este tipo de ATPasas se inhibe por el vanadato, un anélogo del -

estado de transicion del fosfato, por lo cual se distinguen de las ATPasas de
los tipos V y F (Sachs and Munson, 1991; Pedersen et al., 1987).

2.2.3. ATPasa Na‘/K*

La ATPasa de Na'/K', o bomba de Na*, es una proteina integral de la
membrana que se encuentra en todas las células eucariotas y es responsable
del transporte a través de la membrana celular de iones de sodio (3 Na*) hacia
el exterior y potasio (2 K*) al interior, utilizando ATP como la fuerza impulsora.
Este transporte produce gradiente quimico y eléctrico en la membrana celular.
El gradiente eléctrico es esencial para generar el potencial de membrana de la
mayoria de los tejidos y para la excitabilidad del musculo y células nerviosas.
El gradiente de Na® provee la energia que impulsa los anti vy
cotransportadores acoplados a este cation. Este sistema de transporte
secundario media la translocacién de iones (Na*, H*, Ca®*, CI', PO, S04%),
sustratos (glucosa y aminoacidos) y neurotransmisores a través de la
membrana plasmatica (Glynn, 1991, 1993; Jorgensen, 1990; Skou, 1990;
Skou and Esmann, 1992). En el rifidn, la ATPasa de Na'/K* juega un papel
primordial, dirigiendo la reabsorcién de Na* y agua. Por lo cual esta enzima es
esencial en el mantenimiento del agua corporal y de la homeostasis de
electrolitos (Glynn, 1991; Jorgensen, 1990; Green, 1992). La ATPasa de
Na*/K* es un oligbmero (Esquema 5) compuesto de la subunidad « y la
subunidad f. La interaccién de ambas subunidades da como resultado una
enzima funcional, sin embargo se han encontrado tretameros formados por 2

subunidades o y 2 subunidades p.

15




Espacio exiracdular ' i fh subunidad
1 4 ’\ ()
membrana l‘ I
| S—
~ wooc |
Gtosd
D>
NH2
ATP subunidad Esquema 5, Estructura
Aok o general de la ATPasa
de Na*/K"*.
N."'

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 catalisis y transporte de la enzima. La subunidad a contiene
los sitios de unién a cationes, ATP, y al inhibidor ouabaina (Lingrel and
Kuntzweiler, 1994; Mercer, 1993, Pedemonte and Kaplan, 1990, Pressley,
1996). La subunidad B es un polipéptido que atraviesa la membrana una sola
vez, y dependiendo de su glicosilacion tiene una masa molecular entre 40 y 60
KDa. La subunidad 3 es esencial para la actividad normal de la enzima
(Blanco, 1994a; Chow and Forte, 1995; McDonough et al., 1990) y esta
involucrada en la captacién del K* (Lutsenko and Kaplan, 1993) y en la
modulacién de la afinidad por el K y el Na* (Blanco ef al., 1995a, b; Eakle et
al., 1994, 1995; Jaisser et al., 1992). En las células de los vertebrados la
subunidad B puede actuar como chaperona, estabilizando el correcto
plegamiento de la subunidad o para facilitar su deposicion en la membrana
plasmatica (Chow and Forte, 1995; McDonough et al., 1990).




2:2.3.1. INHIBIDORES

a) Cardioglicésidos: o cardioténicos, son inhibidores especificos de la
ATPasa de Na'/K’. La ouabaina es un cardioglicésido ampliamente utilizada, :
es soluble en agua y tiene una K; del orden de 107-10"° M para las enzimas -
de la mayoria de los tejidos. Este inhibidor se une a aminoacidos de las asas
extracelulares de la subunidad a. La inhibicién aumenta cuando la proteina
esta fosforilada y unida al Na* (Schwartz, 1983).

b) Vanadato: es un analogo del estado de transicion de! fosfato unido al
sitio de fosforilacion de las ATPasas tipo P; lnhibé a la enzima en un intervalo
de concentracion en nanomoles. La union del vanadato se ve favorecida
cuando el K* se encuentra unido en su sitio citoplasmatico, mientras que el K*
extracelular no la afecta.

c) Oligomicina: este antibiético se une extracelularmente pero, en
contraste con los cardioglicosidos y el vanadato, no produce una inhibicién
totai de la actividad enzimatica (Glynn, 1985). La oligomicina decrementa la
velocidad de la transicion de E{Naz a E;K; (ver Esquema 4) (Esmann and
Skou, 1985).



2.2.3.2. ISOFORMAS

La ATPasa Na'/K*' se expresa como varias isoformas, codificadas por
distintos genes, para ambas cadenas polipeptidicas (Fambrough, 1988;
Levenson, 1994; Lingrel et al, 1990, 1994, Sweadner, 1989, 1991). La
inhibicién por cardiotonicos en preparaciones de la enzima de roedores hizo
evidente la existencia de isoformas de la bomba de Na* (Marks, 1978). Con el
desarrolio de las técnicas de biologia molecular se identificaron al menos 3
subunidades o en los vertebrados, conocidas respectivamente como a1, o2,y
a3 (Shull et al., 1986, 1985; Sverdiov et al., 1987). Recientemente Shamraj y

Lingrel identificaron una cuarta isoforma o (x4) en el testiculo del ratén (1994).

En la actualidad, se han identificado tres diferentes isoformas de la
subunidad B de la ATPasa Na'/K'. Dos de las isoformas, B1 y B2, se
encontraron en tejidos de mamiferos (Gloor et al., 1990; Martin-Vasallo et al.,
1989) y en aves (Lemas and Fambrough, 1993), mientras que 3 se detecto.
en anfibios (Good et al., 1990), ratdn (Besirli et al, 1997), rata y hur‘nan‘o
(Gloor et al., 1990; Martin-Vasallo et al., 1989).

Las isoformas de ambas subunidades o y §§ de la ATPasa Na'/K*
presentan un patron de expresion tejido especifico (Tablas IV y V). Ademas,
este patrén de expresién estd sujeto al estado de desarrollo de tejido y/o
organismo, asi como a la regulacion hormonal y puede alterarse durante
algunas enfermedades como la hipertrofia 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. Localizacion en tejidos de humano de las diferentes isoformas de las
subunidades « y B de la ATPasa Na'/K*

Isoforma Localizacién Referencia
al 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
musculo, corazén y cerebrd al., 1997; Zahler et al., 1992;
(células gliares). McGrail, 1991; Brines and RoBbins,
1993; Cameron et al., 1994, Fink et
al., 1996
o3 Corteza renal, médula, Lucking et al., 1996; Hieber et al.,
papila, tejido nervioso, 1991; McGrail et al., 1991, Levenson,
neuronas. 1994; Sweadner, 1992
ad Testiculo. Shamraj and Lingrel, 1994
p1 Casi todos los tejidos. Eakle, 1995; Levenson, 1994, Lingrel
et al., 1990; Lingrel, 1992; Sweadner,
1989
p2 Mtsculo esquelético, Lavoie et al., 1997; Shyjan et al.,
glandula pineal, tejido 1990, Peng et al., 1997
nervioso.
p3 Testiculo, retina, higado, jArystarkhova and Sweadner, 1997;
pulmén Marks and Seeds, 1978

Se han determinado otros mecanismos implicados en la generacion de las
isoformas de la ATPasa Na'/K*, como las variaciones en el procesamiento
transcripcional de los mensajeros, que ocurren en algunas ceélulas. En
musculo vascular canino (Medford et al., 1991), a1-T ha perdido el 40% de la
secuencia carboxilica terminal. En el epitelio de la retina humana también se
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han encontrado transcriptos truncados de las subunidades a y f. La secuencia ..
truncada de la isoforma o1 se produjo por una delecién que generé un codon
de término que produce un extremo carboxilo terminal similar al de la ATPasa
de calcio de reticulo sarcoplasmico. E! polipéptido p1 trunkc‘adoy es dés
aminoacidos mas pequero del extremo COOH terminal, ademas de diféﬁif en

los dltimos dos aminoacidos (Ruiz et al., 1995).

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

es la asociacion de las isoformas a y B en diferentes heterodimeros (Tabla V).

Tabla V. Localizacion de diferentes isoformas de la ATPasa Na'/K*

Isoforma Localizacion Referencia

o1p1 |Casi en todos los tejidos Fambrough, 1988; Levenson,
1994, Lingrel et al., 1990;
Lingrel, 1992; Sweadner, 1989

a1p2 |[Glandula pineal Shyjan et al., 1990

a2f1 [Células del plexo coroideo Zlokovic et al., 1993

«2p3 |Corteza renal, medula, papila|Lucking et al., 1996

gustativa

a3p2 |Células fotorreceptoras de retina | Schneider and Kraig, 1990;
Schneider et al., 1991

a3p3 |Glandula pineal Shyjan et al., 1990

Existen poblaciones celulares que expresan varias isoformas con el
potencial de multiples combinaciones de o y B. Dichas poblaciones estan en el
sistema nervioso central (Levenson, 1994; Sweadner et al, 1992), en las
células epiteliales ciliares del ojo (Ghosh et al.,, 1990), en el 6rgano sensorial
del oido (Ten Cate et al., 1994), y en el plexo coroideo (Zlokovic et al., 1993).
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La posibilidad de combinacién de diferentes heterodimeros fue sugerida por la
expresion de multiples 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 asociacion entre
las isoformas o y B se confirmé con la expresion de diferentes combinaciones
de polipéptidos de la ATPasa Na'/K' de rata en células de insecto. En este
sistema de expresion, cada subunidad o puede ensamblarse con cualquier
subunidad f formando un complejo cataliticamente active (Blanco et al., 1993;
Blanco et al., 1994b; Blanco et al., 1995a, b).

En preparaciones de la enzima se ha identificado también una tercera
proteina determinada subunidad y (Reeves ef al., 1980). La subunidad y es un
pequeiio polipéptido hidrofébico de 8 a 14 KDa que fue inicialmente
considerado un contaminante de la purificacién. Sin embargo, se demostré
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'/K” es la colocalizacién con la subunidad .« en
segmentos de la nefrona y la coinmunoprecipitacion con el complejo o-f
(Mercer et al., 1993). El alto grado de identidad de esta subunidad a través de
diversas especies sugiere que puede ser importante en la funcién de la
enzima. Los estudios de expresion han demostrado que la subunidad y no se
requiere para la actividad normal de la ATPasa Na'/K* (DeTomaso et al.,
1993; Hardwicke and Freytag, 1981; Scheiner-Bobis and Farley, 1994).
Recientemente en la isoforma «1p1 expresada en ovocitos de Xenopus, se
demostré que la subunidad y puede modificar el voltaje dependiente de la
activacién por K* (Beguin et al., 1997). Al parecer la subunidad y puede
estabilizar la conformaciéon E1 de la enzima (Therien et al,, 1997) y puede
requerirse para el desarrollo de embriones de raton (Jones et al., 1997). Por
otra parte se ha establecido que la subunidad y pertenece a una pequeia
familia de proteinas implicadas en el transporte de iones a través de la
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membrana plasmatica.  Esta familia de proteinas induce la actividad de
canales idnicos, cuando se expresan en ovocitos de Xenopus. Congruente
con - estos datos, cuando se encuentra presente la subunidad vy,
selectivamente se inducen canales catidnicos en los ovocitos de Xenopus
(Minor et al., 1998). La importancia fisioldgica de esta actividad se desconoce,
aunque la informacién refuerza la evidencia de que la subunidad y puede
modificar la funcion de la ATPasa Na'/K".

2.2.3.3. ESTRUCTURA PROTEICA

La complejidad de la ATPasa Na'/K' 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
funcionalées de la enzima (Blanco et al., 1994a).

Las secuencias peptidicas completas de las isoformas o 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 o en la rata varian ligeramente
en su tamaiio; la subunidad a1 posee 1,024 aminodcidos, a2 posee 1,021, a3
es la mas pequerfia con 1,014, y a4 es la mas grande con 1,028 residuos. Los
estudios de la secuencia de aminoacidos, marcaje de sitios especificos y
digestion proteolitica han contribuido para obtener un modelo de la posible
orientacién de la subunidad « en la membrana plasmatica (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 region NHz-terminal tiene 4 porciones que atraviesan
la membrana, un gran segmento citoplasmatico de un tercio del polipéptido y
una regién COOH-terminal que contiene 6 segmentos transmembranales.



La identidad entre las isoformas es alta (Tabla VI). La mayor variabilidad
estructural se encuentra en el NHa-terminal, los sitios de unién a ouabaina
entre los segmentos transmembranales 1 y 2 (de 4 a 8 sitios), y 1a regién
citoplasmatica entre los aminoacidos 403 y 503. Los sitios con mayor
identidad son la regién citoplasmatica donde se encuentran el sitio de unién al
ATP, el sitio de fosforilacion, las regiones hidrofébicas transmembranales y la
regién COOH-terminal (Levenson, 1994; Lingre et al., 1994; Mercer, 1993).

Tabla VI. Identidad entre las isoformas de la subunidad o de la ATPasa de
Na*/K*

Isoformas Identidad Referencia
conparadas
al-a2 92% Lingre et al., 1994; Mercer, 1993
al-a3 96% Lingre et al., 1994; Mercer, 1993
a2-a3 91% Lingre et al., 1994, Mercer, 1993
at-a2-a3 87% Lingre et al., 1994; Mercer, 1993
al-a4 78% Levenson, 1994

Las secuencias de aminoacidos de las isoformas B se dedujeron de los
DNAs de la rata (Malik ef al., 1996), humano (Ruiz ef al., 1995}, pollo (Lemas
and Fambrough, 1993), sapo (Gloor ef al., 1990), y raton (Martin-Vasallo et al.,
1989). En la rata, la isoforma p1 tiene 304 aminoacidos, la isoforma (2 tiene
290, y la isoforma B3 tiene 279 aminoacidos. Todos las isoformas B poseen
una estructura basica comin (Esquema 5): una region citoplasmatica, un
segmento transmembranal, y un gran dominio extracelular. La identidad entre
las isoformas B1y P2 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
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mamiféros. La homologia entre las isoformas B1 y[}2esdel 34% y la similitud
es del 24%, mientras que 1y 33 exhiben un 68%"de similitud con un 39% de
identidad. La similitud entre B2 y B3 alcanza un 61%, con 49% de residuos
conservados (Malik et al., 1996). El segmento transmembranal de la
subunidad B es una regién altamente conservada entre las isoformas y las
especies. Todas las isoformas } estan altamente glicosiladas. La isoforma 1
de los mamlferos tiene tres sitios de N-glicosilacién. Los posibles sitios de
glicosilacién para la isoforma p2 varian 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 ratén se han encontrado nuéve
(Chow and Forte, 1995). Sin embargo se desconoce si todos los sitios son
utilizados. La inhibicién de la glicosilaciéon de la subunidad p de la ATPasa de
Na*/K* con tunicamicina resulta en una bomba de Na* cataliticamente
competente con una afinidad normal a la ouabalna (Takeda et al., 1988;
Zamofing et al., 1988, 1989). La expresidén de una enzima teniendo una
subunidad B con los sitios de N-glicosilacidn mutados también da como
resultado una enzima activa con afinidad por K* y ouabaina normales. La
disminucion de la glicosilacion de la subunidad B reduce su habilidad para
ensamblarse con la subunidad « en la membrana, y aumenta la sensibilidad
de la enzima (ambas subunidades) a la protedlisis, sugiriendo que Ila
glicosilacion juega un papel importante en el plegamiento de la proteina
(Beggah et al., 1997).

Otra importante caracteristica de la estructura de la subunidad 1 es la
presencia de tres puentes disulfuro en la region extracelular, los cuales en la
rata se encuentran en Cys'?*-Cys'*®, Cys'®8-Cys'™, y Cys?'%-Cys?’%. Todas las
cisteinas, pero no su posicién relativa, estan conservadas en la secuencia de
las isoformas B2 y B3, 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 inactivacién de la enzima,
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sugiriendo que los puentes disulfuro se requieren para la funcion de la
ATPasa de Na'/K*. El quitar cualquier puente disulfuro, por mutagénesis
dirigida de las cisteinas involucradas, es suficiente para evitar su ensamble
adecuado, por lo cual la actividad de la ATPasa de Na*/K* disminuye (Beggah
et al.,, 1997).

2.2.3.4. ACTIVIDAD ENZIMATICA

La caracterizaciéon de las propiedades funcionales de las diferentes
combinaciones de polipéptidos o y p-ha sido dificll. Frecuentemente se
expresa mas de una isoforma en la misma célula, complicando el andlisis
individual de las isoformas. La isoforma o1y se ha analizado ampliamente,
debido a que constituye practicamente el Unico tipo en el rifdn. La
comparacion de la afinidad por los sustratos de las enzimas de rifion y de
cerebro (Urayama and Nakao, 1979), determiné que la isoforma renal o4f4
presenta menor afinidad por el ATP, similar para el K* y mayor para el Na*
que la enzima neuronal azPz (Sweadner, 1985). En el conejo, perro y humano,
la diferencia en la afinidad a los esteroides cardiotonicos no es marcada,
aunque la isoforma oy en estas especies es mucho mas sensible a la
ouabaina (Berrebi-Bertrand and Maixent, 1994; Hansen, 1992; Harashima et
al., 1988; Hauger et al., 1985; Jensen, 1992; Madsen of al., 1992; Schmidt et
al., 1996).

Mediante técnicas de biologia molecular, se han utilizado células de
mamiferos para expresar separadamente cada isoforma de la ATPasa de
Na'/K*. Asi se determiné que los valores de K; para la ouabaina son de 40 y
80 nM para las isoformas ap y aa, respectivamente (Hara et al., 1988;
Kolansky et al., 1992). Los analisis de las isoformas por separado demuestran
que af1 y aaPs presentan una afinidad similar por el ATP y K*, mientras que
la isoforma aafi tiene menor afinidad por Na* comparado con a1 ¥ azfa.
También se demostrd la gran susceptibilidad de la bomba de Na* de cerebro
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" de rata y corazén de perro a ser inactivada, debido a que ia isoforma presente
es la asPs (Berrebi-Bertrand and Maixent, 1994; Gerbi et al., 1993),

Las células de insecto se han utilizado para ensamblar varias isoformas o
y B en una enzima funcional (Blanco et al., 1993; Blanco et al., 1994b; Blanco
et al, 1995a, b; DeTomaso et al, 1993). La infeccion de células con
baculovirus recombinantes ha permitido demostrar que todas las isoformas a
pueden ensamblarse establemente con cualquier polipéptido B1 o B;
(Ackermann and Geering, 1992; Lemas et al., 1994; Schmalizing et al., 1992).
Aunque todos los posibles pares a y f resultan en una enzima activa, algunas
combinaciones, tal como a4f3;, tienen baja actividad, sugiriendo que no todas
las asociaciones son igualmente favorecidas. La evidencia para la selectiva
interaccién de ciertas subunidades o y B se ha demostrado en ovocitos de
Xenopus (Schmalzing et al, 1997). Sin embargo la importancia de la
asociacion o expresion de una u otra isoforma en especifico en cierto tejido es
desconocida.

Utilizando las isoformas de rata expresadas en células de insecto y

mediante andlisis de curvas de dosis respuesta para el Na*, K*, ATP y la
ouabaina se determinaron los parametros cinéticos (Tabla VII).
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Tabla VII. Caracteristicas cinéticas de las isoformas de la ATPasa de Na*/K*
de rata expresadas en células de insecto Sf-9.

Isoforma | Catidn Na* | Catién K* |Sustrato ATP | Inhibicién con
Kos, mM Kos, mM Km, mM ouabaina
Ki, mM

a1p1 nativa 17.5+ 04 21+07 0.32 + 0.04 9.8 + 0.9E-5
alpt 164+ 07 19+0.2 0.46 £0.10 4.3+ 1.9E-5
a2p1 124+ 05 36+03 0.11 £ 0.01 1.7 £ 0.1E-7
a2fi2 88+1.0 48+04 0.11+0.02 | 1.5+0.2E-7
a3p1 279+13 §3+03 0.09 + 0.01 3.1+ 0.3E-8
a3p2 17.1+1.0 6.2+04 0.07 + 0.02 4.7 + 0.4E-8

La enzima a1B1 de rata expresada en células de insecto es 2 veces mds
sensible, y la «3p1 aproximadamente 20 veces menos sensible a la ouabaina
que la enzima a1p1 nativa. Esta diferencia en sensibilidad entre la nativa y la
expresada puede ser resuitado de la diferencia en el ambiente lipidico que la
rodea. Alternativamente, la sensibilidad a la ouabaina puede ser influenciada
por la subunidad y o por la estructura oligomérica de la subunidad c.

2,2.3.5. Relevancia fisioldgica de las isoformas de la ATPasa de Na'/K*

Las multiples isoformas de la ATPasa de Na'/K* con diferentes afinidades
por el Na* puede ser fisiolégicamente importantes en el control secundario de
los niveles de Ca?* intracelular. Las variaciones en el Ca?* citoplasmatico son
importantes en la regulacién de la contraccién, secrecién y excitabilidad
(Blaustein, 1993).

La estricta regulacion de la expresién de los polipéptidos o y B bajo varias
condiciones fisiolégicas sugiere una diferencia funcional de las isoformas.
Durante el desarrollo ocurre t'1 cambio en la cantidad relativa de las isoformas
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““en varios tejidos (Orlowski and Lingrel, 1988). Un ejemplo es la regulacion de
labexpresién de las isoformas de la ATPasa de Na'/K* durante el desarrollo del
corazon de la rata. En este tejido, entre la segunda y tercera semana de vida,

‘se da un cambio en la expresion de la isoforma o3 a la isoforma o2, la cual es
la isoforma predominante en el miocardio del adulto (Lucchesi and Sweadner,
1991). Ademas se ha observado que coincide con cambios importantes en las
propiedades electrofisiolégicas del miocardio (Lingrel et al., 1990; Lucchesi
and Sweadner, 1991). En varias enfermedades cardiacas se modifica la
composicion de las isoformas. Estos cambios pueden reflejar el intento por
reestablecer la funcion alterada asociada con la enfermedad (Book et al.,
1994).

lll. ANTECEDENTES

En parasitos se conoce muy poco sobre las ATPasas de cualdhierltiﬁo *,
V o F). En el helminto Schistosoma mansoni se clonaron dos iébfbi‘ha; d'éi‘ la
ATPasa tipo P: ATPasa de Calcio (SMA1 y 2) (De Mendoza et' ailv.,fllgési; ~Tayll;a v
et al., 1998). SMA1 cuenta con 1022 aminoacidos y una masa’ molecular‘.'de
113 kDa. Esta proteina tiene 67% de identidad con otras ATPasas de Ca?* del
reticulo sarco/endoplasmico (SERCA), pero ha perdido el dominio de
fosforilacion que existe en las isoformas de humano SERCA 1 y 2. El andlisis
de la secuencia de aminodcidos de SMA1 indicé que tiene dos asas
citoplasmaticas y diez segmentos hidrofébicos, los cuales son caracteristicos
de las ATPasas Tipo P. SMA2 se ha expresado en la levadura, y sus
caracteristicas sugieren su presencia Unicamente en las membranas internas
de ambos organismos. SMA1 y SMA2 estan involucradas en procesos de
regulacion de la concentracion de calcio y por tanto en la regulacién de la
homeostasis celular. En 7. solium hasta la fecha sélo se conoce que existe
actividad de ATPasa en la superficie externa del parasito (Sosa, 1978). Sin
embargo no fue identificada la enzima o enzimas que tenian dicha actividad.




IV. JUSTIFICACION DEL PROYECTO

El interés en Taenia solium radica en su capacidad de infectar al humano
produciendo la neurocisticercosis y la teniasis. Debido al relevante papel que
la ATPasa de Na'/K' juega en la fisiologia de las células de organismos
eucariotes y procariotes serfa de gran importancia caracterizar a esta enzima
en un parasito: 7. solium. La generacién del conocimiento basico de los genes
que codifican para la ATPasa de Na'/K* y las caracteristicas de sus productos
podrian conducirnos a desarrollar mejores estrategias para la erradicaciéon de
este parasito.
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V. HIPOTESIS

Las células de Taenia solium, igual que las de todos los. organismos,
requieren un sistema que le proporcione un gradiente eléctrico y quimico para
su homeostasis y para la toma de nutrientes. Por ello es posible que la enzima
ATPasa de Na*/K* se encuentre en el cisticerco de este parasito.

VI. OBJETIVOS

6.1. OBJETIVO GENERAL

«  Identificacién de la ATPasa de Na*/K, aislamiento v caracterizacién del
DNAc que codifica para la subunidad o de la ATPasa de Na*/K' de

membrana de cisticerco Taenia solium.

6.2. OBJETIVOS PARTICULARES

« ldentificacion de la ATPasa de Na*/K* en cisticerco de T. solium.

o Purificacién de la ATPasa de Na'/K* de cisticerco de T. solium.

« Localizacién de la ATPasa de Na'/K* en el tejido de cisticerco de T.
solium.

+ Produccion de sonda de DNA para el tamizaje de una biblioteca de
DNAc de cisticerco de 7. solium. '

e Aislamiento y caracterizacién del DNAc que codifique para la subunidad
a de la ATPasa de Na*/K*.
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VIl. MATERIAL Y METODOS

7.1. Material biolégico

Los metacéstodos de Taenia solium se obtuvieron por diseccién del
musculo esquelético de cerdos infectados naturalmente. Los cisticercos fueron
lavados con una solucion de antibidticos (penicilina 1000 U/ml y
estreptomicina 1000 U/ml) en solucién 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. Obtencion de membranas

La fraccién de membranas se obtuvo homogeneizando por § 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 suspension
obtenida se centrifugd a 1000 xg por 10 min. Las fracciones obtenidas se
denominaron FM1 (fraccion membranal 1) al precipitado, y FS1 (fraccién
soluble 1) al sobrenadante. El sobrenadante se centrifugé a 3000 xg por 30
min., obteniendo dos fracciones: un precipitado y un sobrenadante, que se
denominaron FM2 (fracciébn membranal 2) y FS2 (fracciéon soluble 2) (Skou
and Esmann, 1992).

7.2.2, Cuantificacién de proteina

Las fracciones obtenidas y utilizadas en todos los ensayos se sometieron a
una cuantificacion de proteinas por el método de Lowry modificado por
Hartree (1972), utilizando una curva estandar de albumina sérica de bovino
(BSA). Por duplicado se colocaron en tubos de ensayo 200 ul de la muestra y
se les agregd 1 ml de una solucién compuesta por 50 partes de la solucion “A”
(ver apéndice) y 1 parte de solucion "B". La mezcla se agitdé y se dejd en
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reposo por 10 min. a temperatura ambiente, Posteriormente se agregaron 100
u! de una solucién de Folin 1:2 en agua y se dejaron reposar 45 min.
Finalmente, se leyd la absorbencia a 660 nm en un espectrofotémetro
Beckman modelo Du 640.

7.2.3. Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida con dodecil
sulfato de sodio (PAGE-SDS).

Se mezclaron 100 pg de la muestra correspondiente con amortiguador de
muestra de Laemmli 2X y se hirvieron durante 3 min (Laemmli, 1970). Las
proteinas de las muestras se separaron en geles de poliacrilamida con SDS a!
10% (p/v), en una camara de electroforesis mini-Protean de la casa Bio-Rad.
Para visualizar las proteinas, los geles se tifieron con azul de Coomassie (ver
apéndice). La determinacion del peso molecular de las bandas obtenidas en la
electroforesis se llevd a cabo comparandolas con una mezcla de proteinas
globulares estandares de la casa Bio-Rad.

7.2.4, Ensayo de actividad de ATPasa

La actividad se midi6 a 37°C en presencia o ausencia de ouabaina 10 mM
o azida 5 mM. Las reacciones se llevaron a cabo en 40 pl de volumen total: 15
ul de muestra (con la correspondiente cantidad de proteina total, diluida en
solucion de imidazol 25 mM) y 25 ul de amortiguador de reaccién (ver
apéndice). Luego del tiempo apropiado se detuvo la reaccién con 40 pl de
acido tricloroacético 0.5 N (ATC). La cantidad de fosforo inorganico (Pj)
formado se cuantifico por el método de verde de Malaquita modificado
(Hightower and McCarty, 1996).

Una vez detenida la reaccion con ATC, se adicionaron 80 pl de la solucion
C (ver apéndice) y la mezcla se agité por 2 min. Posteriormente se
adicionaron 80 pl de una solucién de acido citrico al 10% (p/v) y a los de 30
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min. se determino la absorbencia a 630 nm en un lector de ELISA modelo 550
marca Blo-Rad. La-cantidad de Pi se calibré con una curva conteniendo
diferentes cantidades de KH,PO4 en acido perclérico (APC) 0.3 M, se incubé
por 40 min. a 25°C y se registr6 su absorbencia a 630 nm. El APC hidroliza al
KH;PO4. formando 10 nmol de P, por cada 10 ul de KHzPO4 1 mM.

7.2.5. Purificacién de la ATPasa de Na*/K* por cromatografia de afinidad
a) Preparacion de la columna de afinidad a ouabaina

Se utilizé 1 g de una matriz de agarosa epodxica con un brazo para 12
atomos (Sigma Chemical), se rehidratd y lavé tres veces con agua
desionizada y se activd con amortiguador de carbonatos (ver apéndice).
Después se le adiciond una solucién de ouabaina 10 mM en amortiguador de
carbonatos y se incubd durante 20 h a 37°C en agitacién rotatoria suave. Se
retird. la solucién y se lavo la matriz con la solucion amortiguadora de
carbonatos y luego con agua destilada. Posteriormente se adicioné una
solucién de etanolamina 1 M pH 8.5 y se incubd por 4 h a 37°C en agitacion
rotatoria. Finalmente se lavé una vez con una solucidn de Tris-Base 200 mM
pH 8.5 y otra vez con una solucién de imidazol 25 mM pH 7.4. La matriz (1 ml)
se transfirié a una columna (1 x 10 em), se equilibré con 50 ml de solucién de
equilibrio (ver apéndice) y se almacend a 4°C hasta que fue utilizada (Yingst
et al., 1998). La eficiencia de la unién se determind empiricamente con la
cantidad de proteina unida de la fraccién FM1.

b) Cromatografia de afinidad

La matriz de la columna se equilibré con 5 ml de la solucién de unién (ver
apéndice). Posteriormente, se cerr6 la parte inferior de la columna y se agregd
la fraccion FM1 mezclada (1:2) con la solucién de unién, se cerr6 la parte
superior de la columna y se incubd por 4 h a 4°C agitando por inversién en un
agitador Bellco Biotechnology. La columna se colocé en posicién vertical, se
drend y se lavo la matriz con 10 ml de la soluciéon de unién a temperatura
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ambiente 'y una vez con la misma solucién a 37°C. Luego de drenar
completamente et liquido se cerré la parte inferior de la columna, se agregaron
1.5 ml de una solucion de elucién (ver apéndice) y se incub6 con agitacion por
inversién durante 15 min. a 37°C. La columna se colocé en posicién vertical,
se drend y lavé con 0.5 ml de solucién de elucion. La fraccion obtenida se
sometié a SDS-PAGE y se determiné su actividad de ATPasa. Después se
lavé la matriz de la columna con 2 ml de una solucién de elucién total (ver
apéndice), que contiene SDS para eliminar totalmente las proteinas.
Finalmente la columna se volvié a equilibrar con §0 m! de la solucién de
equilibrio y se guardd a 4°C (Yingst ef al., 1998).

7.3. Métodos inmunolégicos
7.3.1. Produccion de anticuerpos policlonales contra un péptido sintético
especifico de la ATPasa de Na'/K* de T. solium

Se mandé sintetizar un péptido de los primeros 18 aminoacidos de la
regién amino-terminal de la subunidad o de la ATPasa Na'/K* de T. solium.
Estos 18 aminoacidos fueron deducidos a partir de la secuencia nucleotidica
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 inyectd subcutaneamente 100 pg del péptido
sintético acoplado a BSA, mezclado con A(OH)3 (1:2) como adyuvante. Se
inyectd la mezcla anterior a los 0, 15 y 30 dias. Luego de la tercera inyeccién
se sangré al conejo para evaluar la produccion de anticuerpos contra los 18
aminoacidos del amino-terminal de la subunidad « de la ATPasa Na*/K* de T.
solium. Mediante un ELISA, se determiné un titulo de 1:5000 en el suero. El
conejo fue sangrado a blanco mediante puncién cardiaca y se obtuvo el suero
por centrifugacién a 2000 xg por 10 min. Este suero que contiene los
anticuerpos se denomind anti-isNHz-terminal subunidad o de la ATPasa
Na*/K*.
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7.3:2. Inmunoelectrotransferencia (IET)

Después de separar las proteinas en geles de SDS-PAGE, se transfirieron
a membranas de nitrocelulosa (NC). Para lo cual, el gel, las membranas de
nitrocelulosa, papeles filtro del tamafio del gel y las esponjas de una camara
de transferencia modelo mini Trans-Blot marca Bio-Rad, se humedecieron en
una solucidén 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 camara de transferencia
colocando el gel hacia el anodo, evitando en todo momento Ila formacion de
burbujas. Se llend la cdmara con el amortiguador de transferencia y se aplicé
una corriente de 100 miliamperes durante 1 h. Una vez terminada la
transferencia, la membrana de NC se lavd con amortiguador PBS (ver
apéndice) y se cortaron tiras de NC de aproximadamente 3 mm (conteniendo
todas las proteinas). La tira de NC se bloqued durante 30 min. a temperatura
ambiente con una solucién de leche descremada Svelty al 5% (p/v) en PBS-
Tween al 0.03% (v/v). Posteriormente se agregé el suero a evaluar (1%
anticuerpo) a la dilucion adecuada en la misma solucion de bloqueo y se
incubé por 1 h a temperatura ambiente. Las tiras se lavaron 3 veces durante 5
min. cada vez con la solucién de PBS-Tween, se adiciond un anticuerpo anti-
IgG de conejo conjugado con peroxidasa (2%° anticuerpo) y se incubd a
temperatura ambiente durante 1 h. Finalmente se lavaron las tiras como se
indicé anteriormente y se adiciond una solucion reveladora (Towbin, 1979).

7.3.3. Inmunofluorescencia indirecta

Los cisticercos obtenidos de cerdos infectados se lavaron con PBS y se
incluyeron en Tissue-Tek (laboratorios Miles, Indianapolis, Indiana) e
inmediatamente se congelaron con nitrégeno liquido y se almacenaron a —
70°C. Se realizaron cortes de 6 pum en un criostato (Cryo-cut, American
Optical Corp.) y se colocaron en portaobjetos manteniéndolos en refrigeracion
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hasta'su Uso. Los cortes se incubaron 12 h a 4°C con anticuerpos anti-;gNHz-
terminal subunidad o de la ATPasa Na*/K* (0.5 mg/m!) en PBS-Tween 0.03%
(v/v) con albimina 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-lgG de conejo conjugado con isotiocianato de fluoresceina
(FITC) (Sigma) diluido 1:50 en BSA al 1% (p/v) en PBS-Tween durante 1 h a
temperatura ambiente. Los cortes se lavaron de la manera descrita y se
montaron en una solucion glicerol-PBS (9:1). Fueron fotografiados en un
microscopio Nikon Optiphot con sistema de epifluorescencia. Como control
negativo se utilizé suero de conejo no inmunizado como primer anticuerpo
(Grznna, 1982).

7.4. Métodos de biologia molecular
7.4.1, Reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR)

La reaccion se llevdé 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. solium. La reaccién
ademas contenia 50 pmol de cada uno de los iniciadores especificos, deoxi-
nucledtidos tri-fosfato (dNTPs) 200 uM de cada uno (dATP, dGTP, dCTP vy
dTTP), MgCl; 2 mM, KCI 50 mM, Tris HCI 10 mM, pH 8.3, y 5 U de la enzima
Taq Polimerasa (Biotecsa). La amplificacién se llevé a cabo con un programa
de un ciclo inicial de 3 min. a 95°C, 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 etidio a una concentracion de 0.5 ug/ml. El DNAc
se visualizd6 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 la endonucleasa Hind Hll, o el plasmido pBR322

digerido con la enzima de restriccion Msp I).
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7.4.2; Purificacién 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 solucién de Nal 6 M con
agitacién a 37°C. Una vez disuelta la agarosa, se agregaron 2 pl de pérlés de
vidrio (tratadas para unir al DNA por carga) y se incubd por 2 h a'4°C:con
agitacion eventual. Se centrifugd a 5000 xg durante 30 segundos, se desechd
el sobrenadante y las perlas fueron lavadas una vez con 500 u! de Ia sdlucién
de Nal y dos veces con una solucién de lavado conteniende 10 mM-Tris-HClH,
pH 7.4, y etanol 50% (v/v). Finalmente las perlas se secaron a 37'?0‘ y se
adicionaron 25 pl de solucién amortiguadora TE (ver apéndice) e incubaron 50
min. a 37°C (Vogelstein and Gillespie, 1979).

7.4.3. Reaccion de Kienow

Los fragmentos de DNAc previamente purificados se sometieron a una
reaccién con la enzima Klenow para generar extremos romos, Para ello se
mezclaron 10 pg del DNAg, 2.5 pl de amortiguador de la enzima, 1 pl de
dNTPs 1mM, 1 pl de la enzima (5 U) y se completo el volumen de la reaccién
a 25 yl con agua. La mezcla se incubd 30 min. a temperatura ambiente y se
detuvo la reaccién adicionando 1 ul de EDTA 0.5 M pH 8. Posteriormente se
eliminaron las proteinas mediante una extraccion con 25 pl fenol y luego dos
extracciones con 25 pl de cloroformo. Finalmente, la fase acuosa se utilizd
para precipitar el DNA con 2.5 pl de acetato de sodio 3 M, pH 6.3, y 70 pl de
etanol frio e incubando a -70°C por 30 min. Luego de centrifugar 15 min. a
15,000 xg el precipitado se secé a 37°C y fue resuspendido en 15 pl de
amortiguador TE.

7.4.4. Digestion de DNA con endonucleasas

De 1 a 5 ug del DNA (fragmentos de DNAc o vector plasmlldico pUC18) se
mezclaron con 10 pl del amortiguador de la enzima y 1 pl de la enzima de
restriccién a elegir: Bam HI, Bgl Il, Eco RI, Hind Ill, Pst |, Xba |, Xho | 0 Sma |
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(Gibco-BRL) y se ajusto el volumen a 100 pl. La reaccién fue incubada de 3 a
6 h a 37°C. Posteriormente se precipitd el DNA y se resuspendié en 20 uil de
amortiguador de TE para cargarlo en un gel de agarosa (restriccion de clonas)
o para continuar con su tratamiento (fragmentos para clonarlos).

7.4.5. Defosforitacion de DNA con fosfatasa alcalina intestinal

Luego de digerir el DNA de interés se resuspendié en 90 pl de agua y se
adicionaron 10 pl de amortiguador de la fosfatasa alcalina intestinal (CIP) 10X,
0.5 unidades de CIP y se incubd por 1 h a 50°C. La reaccién se detﬁvo
adicionando 1 pl de EDTA 0.5 M, pH 8, e incubando por 10 min. a: 75°C‘Se
realizd una extraccién con igual volumen de fenol y dos extracciones con .
cloroformo. La fase acuosa se tomé para prectpltar el DNA eI cual se
resuspendio en 10 ul de amortlguador de TE

7.4.6. Ligacion de DNA

La ligacién de los fragmentos con el vector apropiado sellevo a cabo en 20
u! de amortiguador de llgaclén, 1 pl de T4 Ligasa (1 U) (New England Biolabs) :
en un volumen final de 100 ul, incubando a 16°C durante 12 horas. La
reaccion anterior fue utilizada para transformar células competentes TG1
(SupE, hsd 5, thi, -(lac-proAB), F'[traD36, proAB., lacl®, lacZ-M15]), las cuales
se sembraron en medio sélido con ampicilina (100 pg/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
liquido con ampicilina (100 pg/ml) y se incubaron por 12 h a 37°C, en
agitacion. Las células obtenidas del cultivo anterior se utilizaron para realizar
preparaciones pequefias de DNA de plasmido 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 llevé a cabo utilizando el estuche
de marcaje con iniciadores al azar (Random Primer RTS RadPrime DNA
Labelihg System de Gibco-BRL). Aproximadamente 25 ng de DNA purificado
en 45 pl de amortiguador de TE se hirvieron durante 5 min. e inmediatamente
se colocaron en hielo por un minuto. Después se adicioné el DNA a un tubo
del estuche conteniendo todos los reactivos necesarios (amortiguador de
reacciéon, dNTP’s y la enzima Klenow) para el marcaje. Se agité6 suavemente
para hidratar los componentes y se adicionaron 5 ul de (a-*2P) dCTP (3000
Ci/mmol, 10 uCi/ul). Nuevamente se mezcld y se incubd a 37°C durante 10
min. La reaccion se detuvo mediante la adicion de 5 yl de EDTA 0.2 My se
guard6 a ~20°C hasta su uso.

7.4.8. Tamizaje de una biblioteca de DNAc de cisticerco de T. solium

La biblioteca que se utilizé se prepard con anterioridad a partir de RNAm
de cisticerco de T. solium y fue construida en el fago Agt10 conteniendo un
titulo de 7X10° fagos/ml. Para el tamizaje primario se mezclaron bacterias
Escherichia coli cepa C600hfl (supE44, thi', LeuBS, lacY1, tonA21, L-(Fr, mx+)
mcrA-, hfl-) con aproximadamente 45,000 fagos de la biblioteca y se incubaron
a 37°C durante 30 min. Después, las bacterias infectadas se mezclaron con
agar Top-SOBM fundido a 48°C, se sembraron sobre agar SOBM sélido en 3
cajas de Petri de 120 mm de didmetro y se incubaron a 37°C hasta la
aparicién de placas liticas.

Después de permanecer 2 horas en refrigeracion, los fagos contenidos en
las placas de lisis fueron transferidos a papel de nitrocelulosa por duplicado.
Esto se realizé manteniendo las membranas sobre las placas por 1 min. y se
hicieron marcas para su posterior ubicacion. Las membranas de nitrocelulosa
se expusieron a una solucion desnaturalizante durante 3 min., para liberar el
DNA de los fagos. Inmediatamente se colocaron en una solucién neutralizante
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durante 3 min.’Posteriormente se colocaron en una solucién de SSC 5X (ver
apéndice) por 3 min. Se elimind el exceso de liquido que tenian 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 solucion de pre-hibridacién durante 4 h a 50°C.
En esta misma solucién se adiciond la sonda marcada radiactivamente y se
incubd a la misma temperatura durante toda la noche. Luego de retirar la
solucién con la sonda marcada radiactivamente, las membranas se lavaron 4
veces a 55°C con una solucion de SSC 2X y SDS 0.5% (p/v). Posteriormente
se secaron y fueron expuestas sobre peliculas de autoradiografia X-OMAT
(Kodak) por 24 horas a -70°C.

Las clonas se consideraron positivas si se encontraba una marca intensa
en la misma poslcién en las dos réplicas correspondientes a la misma caja. Se
identificaron las placas liticas correspondientes a las clonas positivas, se
recogieron del agar y se resuspendieron individualmente en 1 ml de medio SM
(ver apéndice). A partir de éstas se realiz6 un tamizaje secundario sembrando
alrededor de 1000 fagos. Se aislaron las clonas positivas, y a partir de estas
se realizé 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 4°C
hasta su utilizacién.
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7.4.9.-Purificacion de DNA de fagos

Se infectd E. coli C600hfl con 5 X 10° fagos mediante su incubacién
conjunta a 37°C durante 15 min.; posteriormente se mezcld con medio top-
SOBM-agarosa fundido a 48°C, se sembré sobre SOBM sdlido en cajas de
Petri de 88 mm de didmetro y se incubé a 37°C hasta la confluencia de las
placas liticas. Los fagos se recuperaron de la superficie de las placas
agregando 5 ml del medio SM y agitando lentamente durante 1 h. La
suspension recuperada se mezcld con 200 pul de cloroformo y después se
centrifugd a 6000 xg. Posteriormente se obtuvo el sobrenadante, del cual se
tomaron 700 pl y se adicionaron 700 pl de soluciéon de polietilénglicol 8000
(PEG) incubando a 4°C durante 1 h. Esta mezcla se centrifugé a 15000 xg
durante 15 min. a temperatura ambiente y se desechd el sobrenadante. El
sedimento se resuspendié en 200 pi de medio SM, se le adicionaron 2 ug de
RNAasa A, 0.2 pg de DNAasa 0.1 ul y se incubd durante 30 min. a 37°C. Se
detuvo la actividad de las enzimas con 2 pl de SDS al 10% (p/v) y 2 pl de
EDTA 0.5 M pH 8 incubando durante 15 min. a 68°C. Después se adicionaron
200 pl de fenol mezclando vigorosamente durante 1 min., manteniendo a
temperatura ambiente durante 3 min. Posteriormente se agregaron 100 ul de
cloroformo y se mezclé vigorosamente. La mezcla fue centrifugada a 15000 xg
durante 2 min. y se recuperd la fase acuosa para repetir dos extracciones mas
con cloroformo. A la fase acuosa se le adicionaron 200 ul de isopropanol y se
mantuvo 30 min. a =70°C para precipitar el DNA. Se centrifugd a 15000 xg por
10 min. a 4°C, el precipitado se lavo con etanol frio al 70% (v/v) y luego de
remover el etanol se dejdé secar a 37°C para finalmente ser resuspendido en
30 ul de TE. Los insertos de DNAc de los fagos de interés se amplificaron por
medio de la PCR utilizando oligonucleétidos que flanquean el sitio de
clonacién del fago Agt10. Estos fragmentos se clonaron en el vector puUC18

siguiendo la metodologia descrita anteriormente.
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7.4.10. Purificacion de DNA de plasmido

Las bacterias que fueron transformadas con plasmido recombinante se
crecieron en 50 ml de medio LB con ampicilina (100 pg/ml) durante toda la
noche a 37°C y en agitacién constante. El cultivo se centrifugé a 6000 xg
durante 10 min., se desechdé el sobrenadante y el botdn de células fue
resuspendido en 5 ml de una solucion que contenia glucosa 50 mM, EDTA 10
mM y Tris-HC! 25 mM, pH 8. Luego de permanecer 10 min. a temperatura
ambiente se adicionaron 10 mi de una solucién de NaOH 0.2 M y SDS 1%
(p/v), la mezcla se agité suavemente por inversién, se mantuvo 10 min. en
hielo y se agregaron 7.5 ml de una solucion de acetato de amonio 7.5 M
agitando vigorosamente. Después de 10 min. en hielo, la mezcla se centrifugd
a 6000 xg, 10 min. a 4°C y se recuperd el sobrenadante. A este ultimo se le
agregaron 15 ml de isopropanol y después de incubarlo 10 min. en hielo fue
centrifugado nuevamente en la forma mencionada. El precipitado se
resuspendié en 200 u! de TE, se le agregaron 20 g de RNAasa y se incubd
durante 30 min. a 37°C. Posteriormente se limpié el DNA por extraccién con
fenol y cloroformo como se indicé en la purificacién de DNA de fago.

La fase acuosa recuperada se paso a través de una columna de sefarosa-
4B de 10 ml (1 x 15 cm), equilibrada con TE. Se colectaron fracciones de 0.5
ml y se determind la presencia de DNA plasmidico en las fracciones por
electroforesis en geles de agarosa al 1% (p/v) en TAE. Ei DNA de las
fracciones que lo contenian fue precipitado con 50 ul de acetato de sodio 3 M
pH 5.2, 1 ml de etanol absoluto frio y se mantuvo 30 min. a -70°C.
Posteriormente se centrifugé a 15000 xg 10 min. a 4°C, el DNA precipitado se
lavé con etanol al 70% (v/v) ¥ se secé a 37°C para después resuspenderlo
con 30 ul de TE. El DNA de las diferentes fuentes se cuantifico y se determino
su pureza por espectrofotometria, midiendo la absorbencia a 260 y 280 nm.
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7.4.11. Secuenciacién de DNA~~

Se utilizd ei método de Sanger con ligeras modificaciones para realizar la
secuenciacién, con un estuche de T7 Sequenase Version 2.0 (Amersham Co).
Se colocaron en tubos Eppendorf 2.5 pl de cada uno de los cuatro
dideoxinucledtidos (A, C, G, T) (ddNTPs) y se mantuvieron en hielo hasta su
uso. Se preparé una mezcla de 5.5 pl de agua, 1 pl de NSA 10X y 0.5 ul de
HCI 1 N denominandola “solucion de alineacion”. Se preparé una mezcla que
contenfa 1 ul de ditiotreitol (DTT) 2X, 2 pl de dNTPs diluidos (1:5), 2 pi de
sequenasa diluida en su amortiguador (1:8) y 0.5 pl de «S*® (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 pl) del
iniciador especifico con 0.5 pl de NaOH 1 N, y con 300 ng (2.5 pul) del DNA
molde para secuenciar. Esta mezcla se incubé a 37°C por 10 min. y se
agregaron 7 pl de la solucién de alineacion y se incubaron por 5 min. a la
misma temperatura. Después se agregaron 5.5 ul de la mezcla maestra y se
incubd por 5 min. adicionales a temperatura ambiente; inmediatamente se
colocaron 3.5 pl de esta reaccién en cada uno de los tubos que conténian los
ddNTPs y se incubaron a 45°C por 5 min., transcurrido el tiemp'o se égregarpn
4 ul de la solucién 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 utilizdé una
camara de secuencia modelo S2 (Gibco BRL Sequencing System), y la
electroforesis se corrié a 55 Watts, utilizando un amortiguador de TBE 1X.
Después del tiempo de corrida, se fijo el gel durante 10 min. con una solucién
de acido acético al 10% (v/v) y se secd en un horno a 5§5°C. El gel se puso en
contacto con una placa de autoradiografia X-OMAT (Kodak) por 48 h a —70°C.
Posteriormente la placa se reveld y fijo para hacer la lectura de la secuencia
obtenida. k
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7.4.12. Deduccion y analisis de la secuencia de aminoacidos

Después de conocer la secuencia nucleotidica del DNAc que codifica para
la subunidad o de la ATPasa de Na+/K+, se identificd el marco de lectura
correcto y se realizé la deduccion de su secuencia de aminoécidos. Utilizando
programas computacionales como el PC/GENE de Intelligenetic, Inc. y el
programa GCG de la Universidad de Wisconsin, USA. Otros andlisis
realizados con estos programas fueron la determinacion de sitios activos,
sitios de fosforilacién, identificacion de hidrofobicidad, identificacién de los
segmentos transmembranales, determinacién de la orientacion del extremo
amino-terminal (intra o extracelular), asi como analisis de alineamiento y
comparacién de secuencias de aminoacidos.
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7.5. Apéndice: soluciones

Agar SOBM: triptona 2% (p/v), extracto de levadura 0.5% {(p/v), NaCl 0.05%
(p/v), KCI 2.5 mM, MgCl; 10 mM y agar bacteriolégico 1.5% (p/v).

Agar Top SOBM:. triptona 2% (p/v), extracto de levadura 0.5% (p/v), NaCl
0.05% (p/v), KCI 2.5 mM, MgCl> 10 mM y agar bacterioldgico 0.7% (p/v).

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

Amortiguador de reaccién: NaCl 100 mM, KCI 20 mM, ATP 3 mM, MgCl, 3 mM
en Imidazol 256 mM, pH 7.4.

Amortiguador para muestra de Laemmli 2X: SDS 3% (p/v), Tris HCI 62 5 mM y
2-B mercaptoetanol 5% (v/v), pH 6.8.

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

(p/v), acido acético 10% (v/v).

Gel de acrilamida al 6% (p/v): 33.75 g de urea, 18 ml de HzO 11.25 ml de
acrilamida 40% (p/v) - bis-acrilamida 2% (p/v), 13.5 ml de TBE 5X, 800 pi
de persulfato de amonio al 10% (p/v) y 5 ul de TEMED.

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

Medio SM: NaCl 0.58% (p/v), MgSO47H20 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),
NaCl 0.05% (p/v), KCi 2.6 mM, MgCl; 10mM y agarosa 1.5% (piv).
Medio Top SOBM agarosa: triptona 2% (p/v), extracto de. Ievadura 0.5% (p/v),

NaCl 0.05, KC! 2.5 mM, MgCl; 10 mM y agarosa 0. 7% (p/v)

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

PBS: Na;HPQ, 80 mM, NaH,PO, 20 mM y NaCl 100 mM, pH 7.5.

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

Solucion “A" de Lowry: Na;COj; 2% (p/v), NaOH 0.1 M, tartrato de sodio y
potasio 2% (p/v).

Solucion “B" de Lowry: CuSO, 0.05% (p/v).

Solucién A de verde de Malaquita: alcohol polivinilico al 0.55% (p/v) y Verde
de malaquita al 0.055% (p/v).
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Solucién.Amortiguadora de transferenma Trls HCI 25° mM _ghclna 192 mM
metanol 10% (v/v). S S

Solucién B de verde de Malaquita: mollbdato de amonlo penta dratado al
2.5% (p/v) en HCI 4 N. . : :

Solucién C de Verde de Malaquita: partes lguales de las solucuones Ay B,
adicionando 4 mg de p-metilaminofenol por cada ml de solucién C Debe

de prepararse en el momento.

Solucién de elucién total: imidazol 25 mM, SDS 1% (p/v) y. pH 7 4. i

Solucién de elucion; NaCl 140 mM, ATP 3 mM, EDTA 1 rnM imidazol 25 mM
fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) 0.5 mM y pH 7.4,

Solucién de equilibrio: Imidazol 50 mM pH 7.4,

Solucién de lavado: NaCl 0.2 M, Tris-HCI 20 mM pH 7.2, EDTA 2 mM y etanol
50% (V/V). '

Solucion de PEG: PEG al 20% (v/v) con 2% (p/v) de NaCl 2 M. :

Solucion de prehibridacion: SSC 56X, formamida 50% (v/v), SDS 0. 2% (p/v),
sarcosil 0.1% (p/v), reactivo de bloqueo 5% (p/v) (Boehringer 1993657- o
11). ; .

Solucién de unién: KCI 140 mM, EDTA 1 mM, imidazol 25 mM ﬂuoruro de ?'
fenilmetilsulfonilo (PMSF) 0.5 mMy pH 7.4,

Solucién desnaturalizante: NaOH 0.5 My NaCl 1.5 M.

Solucién neutralizante: Tris HCl 1 My NaCl 1.5 M pH 8.0.

Solucion reveladora para inmunoelectrotransferencia: diaminobencidina 0.02%
(p/v) y peroxido de hidrégeno 3% (v/v).

8SC 5X: NaCl 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-HClI 10 mM y EDTA 1 mM, pH 8.0
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Vill, RESULTADOS

8.1, BloQUIiMICA
8.1.1. Identificacién de la ATPasa Na‘/K*

La centrifugacion diferencial del homogenado total de cisticercos (HC) en
la solucién de sacarosa permitié obtener a 1000 xg por 10 min. una fraccién
membranal 1 (FM1) y una fraccion soluble 1 (FS1). Asimismo, la
centrifugacién de la FS1 a 3000 xg por 30 min. resuité en la obtencién de una
segunda fraccion membranal 2 (FM2) y una- fraccion soluble 2 (FS2). Las
diferentes fracciones se sometieron a una electroforesis en geles de
poliacrilamida al 10% (p/v) (Fig. 1A). Se observd que el HC (carril 1) presenta
un patrén muy complejo constituido por una gran cantidad de proteinas con un
intervalo de masa molecular de 10 a 200 kDa; la FS1 (carril 2), presenta un
menor nimero de proteinas con el mismo intervalo de masa molecular,
mostrando un enriguecimiento 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 tamarios similares a las del FS1. Finalmente, la FM2 en el
carril 5 mostré un patrén difuso (barrido) con bandas en el intervalo de 10 a
2000 kDa. Probablemente este patron es debido a la agregacién que las
protelnas sufren por la centrifugacion del método utilizado. Posteriormente con
dichas fracciones se realizd un ensayo de inmunoelectrotransferencia (IET)
(Fig. 1B) utilizando un suero anti-ATPasas tipo P de Neurospora crassa
(1:2000) y un suero anti-1gNH;-terminal de la subunidad o de la ATPasa de
Na'/K* de T. solium (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 oftras fracciones. El suero preinmune,
utilizado como control negativo no reconocié ninguna banda en las fracciones
antes mencionadas. La lectina Concanavalina A (Con A) revelada con un
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segundo antlcuerpo anti-ConA- acoplado a perox1dasa en‘|lET, mostré que la
lectina se unié a varias moléculas’ en el HC y ‘la”FM1, incluida la banda
enriquecida de 50 kDa y no reconocié a la banda de 100 kDa (dato no

mostrado).
A B
kDa 12 34586
: it kDa ey B By e B
100 —s e m 9l
100 —» v
50 —»

Figura 1. A. Fraccionamiento por centrifugacion diferencial del homogenado
de cisticercos de T. solium. Gel de PAGE-SDS (10% (p/v)) 1: Homogenado
(HC), 2: Fraccion soluble (FS1), 3: Fraccion membranal (FM1), 4: FS2, &:
FM2. B. Inmunoelectrotransferencia. Carril: 1y 2: HC, 3: FM1, 4: FS1, 5: FM2,
6: FS2. Antisueros: 1: anti-ATPasas tipo P de Neurospora crassa, 2-6: anti-
18NHz-terminal de la subunidad o de la ATPasa de Na*/K* de T. solium.

8.1.2, Actividad enzimatica e inhibicion

La actividad de ATPasa se determind por el método de verde de
Malaquita, en el cual se cuantificé el fosforo inorganico (Pj) formado por la
hidrdlisis de ATP. La cantidad de P, se calibré con una curva estandar (Fig. 2),
el P se formé a partir de la hidrélisis del KH2PO4 con acido perclérico.

Como control positivo se utilizé la actividad de actina en presencia de
miosina (datos no mostrados). Se midié la actividad de ATPasa en las
fracciones membranales y solubles. Puesto que no se encontré actividad en

o - 48




las fracciones FM2 y FS2; sélo se trabajé con las fracciones FM1 y FS1."Se "~
utilizaron 40, 80 y 120 ng de proteina total de la fraccidon FM1, y 100, 200 y
400 pg de proteina total de la fraccion FS1, para establecer la cantidad que
serfa utilizada en ensayos subsecuentes (Fig.s 3 y 4). Se determin6 que se
utilizarian 40 ng de la FM1 y 100 ug FS1. Estas cantidades de proteina total
presentaron un minimo de P; en la preparacién (al tiempo 0) y se observo
produccion apreciable de P,

1.6+
1.4 s
1.2- A
1.0
0.8
0.6+

044 Y=0.1338 X + 0.2088

024 ¥ r= 0.9959
0.04+—1—

Absorbencia (630 nm)

Figura 2. Curva patrén de fésforo inorganico (Py). Diez pl de KHaPO4 1 mM
contienen 10 nmoles de Pi en presencia de APC. El P, se cuantificé por el
método de verde de Malaquita. n=6, promzDE.
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Figura 3. Cantidad de P; generado en una fraccion membranal (FM1) de
cisticerco de T. solium. [ATP]=3 mM, n=6, promxDE. P; formado = P; a los 15
min. — P; inicial. **P<0.001 respecto al P, formado en 40 ng.
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Proteina total de la fraccion soluble (FS1)

Figura 4. Cantidad de P; generado en una fraccion soluble (FS1) de
cisticerco de T. sofium. [ATP]=3 mM, n=6, prom+DE. P; formado = P, a los 15
min. — P; inicial. **P<0.001 respecto al P; formado en 100 pg.
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Se siguid el curso temporal de la actividad de ATPasa en ambas
fracciones para establecer el tiempo adecuado de produccién de Py (Fig. 5).
Se decidi6 que los ensayos subsecuentes se realizarian durante 15 min.

Posteriormente se midié la actividad en presencia o ausencia -de
ouabaina (inhibidor especifico de la ATPasa de Na'/K*) para determinar la
actividad correspondiente a la ATPasa de Na'/K® (Fig. 6). Se midié 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), disminuyd un 29% en presencia de ouabaina y 67% en
presencia de azida de sodio. En la FS1 (Fig. 6B) se encontré que la actividad
de ATPasa no disminuyo significativamente en presencia de ouabaina, pero
disminuyé un 29% en presencia de azida de sodio.
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Figura 5. CUrso,tér_nporél d"e: la actiVidad de ATPé;sé en las fracciones A:
membranal (F“M1:~', ‘40 ng) y-B: soluble (FS1, 100 pg) de cisticerco de T. sofium..
[ATP]=3 mM, n=6, prom+DE. - S
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Figura 6. Actividad de ATPasa en ausencia y presencia de ouabaina 10 mM
(Oua) o Azida de sodio 5 mM (Az) en A: fraccion membranal (FM1, 40 ng) y
B: fraccién soluble (FS1, 100 ng) de 7. solium. 15 min. de reaccion. [ATP}=3
mM, n=6, prom+DE. *P<0.05, **P<0.001 vs. fraccion sin inhibidor.

8.1.3. Purificacién de la ATPasa de Na*/K* por cromatografia de afinidad

Se purifico la ATPasa de Na'/K* de cisticerco de 7. solium mediante
cromatografia de afinidad utilizando una matriz de agarosa epodxica conjugada
con ouabaina. Se empled la fraccion FM1, debido a que contenia mayor
cantidad (determinada por IET) y actividad de ATPasa inhibida por ouabaina.
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La FM1°y la‘fraccién purificada por afinidad se sometieron a un gel de SDS-
PAGE al 10% (p/v) y se realizo una tincidn con plata. La FM1 esta compuesta
por varias bandas de 10-200 kDa, resaltando 2 bandas principales con masa
molecular de 50 y 100 kDa. En contraste la fraccion eluida de la columna
presentd solamente las dos bandas de 50 y 100 kDa (Fig. 7A). Por otro lado,
los sueros preparados en contra de la subunidad o de ATPasas tipo P de N.
crassa ¥ la regién anti-igNHz-terminal de la subunidad o de la ATPasa de
Na*/K* de T. solium, reconocieron a la banda de 100 kDa en ambas fracciones
antes mencionadas (Fig. 7B). El suero preinmune de conejo, utilizado como
control negativo no reconocié ninguna banda en la fraccion eluida de la
columna. Cabe mencionar que la fraccién con ATPasa de Na*/K' purificada
fue ensayada para determinar su actividad de ATPasa, pero no se observé
dicha actividad.

Figura 7. ATPasa de Na'/K' de cisticerco de T. solium purificada por
cromatografia de afinidad con ouabaina. A: Gel de PAGE-SDS (10% (p/v)). 1:
Fraccién membranal (FM1, 100 uM), 2: Fraccién de ATPasa Na*/K* purificada
(10 pM). B: Identificacion de la subunidad a en la fracciéon purificada.
Antigenos: 1 y 3: Fraccién purificada de ATPasa de Na'/K*, 2: Fraccién
membranal (FM1). Anticuerpos: 1: Suero de conejo preinmune, 2 y 3: suero
anti-igNHz-terminal de la subunidad « de la ATPasa de Na*'/K* de T. solium.
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8.1.4. Inmunolocalizacién de la ATPasa de Na'/K*
Pués,to~qué dislponlarhos de un suero con anticuerpos especificos en
cohtra de la regién amino terminal de la subunidad a de la ATPasa Na*/K*, se
" utilizé para determinar su localizacién en el tejido del cisticerco. Los cortes de
congelacién de cisticercos se ensayaron por medio de la técnica de
inmunofluorescencia indirecta. Los anticuerpos de este suero identificaron a la
ATPasa Na'/K* en la membrana plasmatica tegumentaria, en células
musculares del cisticerco y células formadoras de canales (Fig. 8). Un suero
preinmune de conejo utilizado como control no detectd ninguna proteina en
cortes similares del tejido del parasito.

Figura 8. Inmunofluorescencia indirecta en un corte de cisticerco enfrentado a
un suero anti-;gNHz-terminal de la ATPasa Na*/K' de T. solium. T: Tegumento,
CS: células subtegumentales (musculares) y CC: células formadoras de
canales.
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8.2, BIOLOGIA MOLECULAR
8.2.1. Produccién de sonda especifica

Se disefiaron dos oligonucledtidos especificos denominados ATPX1 y
ATPX2 (Fig. 9A) a partir de las secuencias nucleotidicas de dos dominios
altamente conservados en las ATPasas de Na*/K”, el sitio de unién al ATP y el
de fosforilacion. Por medio de la PCR utilizando DNA complementario
(obtenido a partir de RNA total) y los oligonucledtidos antes mencionados se
sintetizé un fragmento, aproximadamente de 1 kb (Fig. 10). El fragmento de
DNAc se purificé con perlas de vidrio, se traté con la enzima Klenow para
generar extremos romos y se cloné en el vector plasmidico pUC18 digerido
con la endonucleasa Sma | (genera extremos romos). Con la reaccion de
ligacién anterior se transformaron bacterias, las cuales se crecieron,
conservando y produciendo el plasmido que contiene el fragmento de interés.
Posteriormente se preparé DNA del plasmido recombinante, se determiné la
secuencia de nucleétidos y se dedujo la secuencia de aminoacidos (Fig. 9B).
El analisis de comparacién de secuencias de aminoacidos 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*/K’.

A Secuencia de los oligonucleétidos especificos:
ATPX1: ATCTGTTCGGATAAGACCGGTACT
ATPX2: ACTGGGGATGGTGTCAACGACTCA

B Secuencia de aminoacidos del fragmento:
ICSDKTGTLTQNRMTVAHMWFDNKIFEADTSDDQ
STANYSRASSTWMALSRIAMLCNRAEFKPGEET

Figura 9. A: Oligonucledtidos especificos diseflados y B: secuencia de
aminoacidos deducida de la secuencia nucleotidica del fragmento obtenido
con los oligonucledtidos ATPX1y ATPX2.
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Figura 10. Gel de agarosa mostrandb 'eI:
fragmento de DNA amplificado de la
ATPasa de Na'/K' producido por PCR. 1:
DNAc + oligonucleétidos ATPX1 + ATPX2,
2: DNAc + oligonucledtido ATPX1, 3: DNAc
+ oligonucledtido ATPX2, 4: Control positivo
del estuche de secuenciacién (vector M13 .+
oligonucleédtidos M13F +R).

8.2.2. Obtencion de clonas

El tamizaje primario se llevo a cabo infectando bacterias £. coli con fagos
de la biblioteca de DNAc de cisticerco de T. solium, construida en el fago
Agt10. Como sonda se utilizé el fragmento de DNAc purificado que se marco
radiactivamente con *?P por el método de marcaje con iniciadores al azar.
Después de los tres tamizajes (primario, secundario y terciario) se obtuvieron
6 clonas positivas a la sonda, y de las cuales se preparé DNA de fago. Cabe
mencionar que durante el proceso de los tamizajes se perdi6 la clona 1, y no
fue posible recuperarla por lo que no se hablara mas de ella. El DNA de los
fagos se utilizé para hacer una reaccion de PCR con dos iniciadores
especificos que flanquean la regién de clonaciéon del fago Agt10. Los
fragmentos resultantes de la reaccion anterior se corrieron en un gel de
agarosa al 2% (p/v) con el objetivo de determinar el tamafio de los DNAs
copia obtenidos (Fig. 11).

Por otro lado, se realizé la restriccion de cada una de las § clonas
obtenidas, utilizando diferentes endonucleasas y los fragmentos de DNAc
generados por PCR con los oligonucleédtidos de Agt10. Las clonas 2 (2.7 kb), 3
(3.2 kb), 5 (3.9 kb) y 6 (3.5 kb) presentaron el mismo patrén de corte con las
enzimas Bam Hl, Bgl Il, Eco RI, Hind Ilf, Pst 1, Xba | y Xho | (Tabla 1). Sin
embargo, la clona 4 (3.4 kb) presentd un patrén diferente de restriccion, se
encontraron sitios de corte para Bgl Il y Hind Ill, un sitio de corte para Eco RI,
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dos sitios para Pst I, y no presenta los’4 sitios'de corte que tienen las otras

clonas con Xho | (Tabla 1).

Debido a que las clonas 2, 3, 5 y 6 presentaron el mismo patrén de

restriccién, se escogi6 la clona 5 por su mayor tamario. Este criterio se utilizd

ya que en dicha clona podriamos encontrar la secuencia completa del

mensajero que codificara para la ATPasa de Na*/K’,

TESIS CON
FALLA DF CRIGEN

Figura 11. Gel de agarosa al 2% en TAE 1X
mostrando los tamarios de las clonas obtenidas
de! tamizaje de una biblioteca de ADNc de
cisticerco de T. solium. 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 restriccion de las clonas obtenidas del tamizaje 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)
Tamario de fragmentos generados (Kb).
Control 27 3.2 34 39 35
Bam HI 2.7 3.2 3.4 3.9 3.5
Bgl ll 27 27,05 1.1,09,04 {2712 27,08
EcoRI 2.7 3.2 1.5,1.3,06 | 3.9 35
Hind 1lI 2.7 3.2 1.5,1.4,0.5 | 3.3,0.6 2.9,06
Pst| 2.7 3.2 2.01.4 3.9 35
Xba | 27 3.2 34 3.9 3.5
Xho | 1.1,0.9,0.7 | 1.1,09,07,| 3.4 1.0,0.9,0.8, | 1.0,0.9,0.7,
0.4,0.2 0.7,05 0.5,04
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8.2.3. Secuencias

El fragmento de PCR contenido en la clona 5. émpliﬁcada con los
oligonucledtidos que flanquean al vector Agt10, se clond en el vector pUC18
para determinar su secuencia. Los analisis computacionales de la secuencia
nucleotidica mostraron una secuencia de 3,420 nucleétidos (Fig. 12) con una
regiéon que codifica para una proteina de 1014 aminoacidos con un masa
molecular deducido de 112,140 Da. La secuencia de aminoacidos (Fig. 13)
presenté una identidad con otras ATPasas de Na*/K*: del 66.3% con la de
hidra (Hidra vulgaris), 71.1% con la de sapo (Bufo marinus), 72% con la del
camarén (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 (Homo
sapiens). La figura 12 muestra la localizacién de segmentos caracteristicos de
las ATPasas de Na'/K', los 10 segmentos transmembranales (verde) y 2
grandes asas intracelulares (naranja). Ademas, se identificé el sitio donde se
une el ATP (azul) y el sitio de fosforilacion (azul subrayado). Asimismo, se
identificaron los aminoacidos conservados involucrados en la unién del
inhibidor ouabaina (rosa) y en la formacion de puentes disulfuro (morado). Ei
analisis de hidrofobicidad tipo Kyte & Doolittle (Fig. 14) (Kyte and Doolittle,
1982) y el andlisis para la prediccion de hélices transmembranales segun el
modelo de Hidden Markov (Tusnady and Simon, 2001), confirma la presencia
de 10 dominios con alta hidrofobicidad, dos regiones con baja hidrofobicidad y
la orientacion del amino-terminal hacia el interior de la célula. Estas tres
caracteristicas estan presentes en todas las subunidades a. de las ATPasas
tipo P.
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1 TCTAGAAGTTATGAGTATTTCTTCCAGGGTAAAAAGCAAAAGAATTCGCGGCCGCCGTGTTACGTGAGCT

71 GTTGTTGTTGGGCTAGGAATGGGTAAATCACGTGGTGACAAGTATCGTGATGCCACGGATGGCAAGAANG
141 ATGCAAAGAAGGATCTTAATGAGCTCAAGCAGGAGCTTGCAATGGACGAACATCAGATTTCCTTGGACGA
211 ACTCTATGCTCGTCTTGGGACCAATCCTGATACTGGTCTCACCAGTGARCAGGCAAAGACACGCTTAGAT
281 CGAGATGGACCTAACGCACTTACCCCTCCAAAGACGACCCCAGAGTGGGT TAAGTTTTGCAAGAATATGT
351 TTGGTGGCTTTTCATTGCTTTTGTGGATCGGCGCCGTTCTCTGTTTCATCGCTCATGGTATTCCTTGCTG
421 GTGTGCAGGAGAACCCTACTTATATGATAACTTGTACCTCGGTATCGTCCTGGCTGCTGTTGTCGT TATT
4191 ACGGGCTGTTTCTCGTACTACCAAGAGTCCAAGTCATCGANGATCATGGAGTCATTTGCTAAGCTTGTCC
561 CTCAATATGCCGTTGTAATTCGTGGAGGTCAGAGAATCGACGCTCCTGCTGAAGCTCTGGTCGTTGGTGA
631 CATCATCGATGTTAAATTCGGTGACCGCGTCCCOGCCGACATTCGTGTCATCAAAGCCAGCTCTTTCAAG
701 GTGGACAACTCGGCATTGACGGGAGAGTCGGAGCCGCAGAC TCGCACGGCGGAGTACACTAATGAGAATC
RN CGTTAGAGACAAAGAATCTCGCCTTCTTCTCTACTAACGCCGTGGAGGGCACATGCCGCGGTGTAGTCGT
841 AGCTACCGGTGACCGAACCGTCATGGGTCGCATTGCCAATCTCGCCTCGGGTCTCGAGATGGGCGCTACT
991 CCAATTGCGCGCGAGAT TGCTCACT TCATTCATATTATCACTGGTGTGGCTGTTTTCCTCGGCGTTACTT
981 TCTTTATTATCGCCTTTATCCTCGGCTACTACTGGCTTGATGCGGTCATCTTCCTTATCGGTATCATCGT

1051 GGCCAACGTGCCGGAGGGCCTCTTAGCTACCGTCACCGTCTGTCTCACTCTCACAGCCAAGCGTATGGCG
1121 AGCAAGAACTGTCTGGTGAAGAATCTCGAGGCTGTCGAGACTCTTGGCTCCACTTCCACCATCTGTTCGG
1191 ATAAGACCGGTACTCTCACCCAARACCGTATGACTGTCGCCCACATGTGGTTCGACAACAAGATCTTCGA
1261 GGCTGACACTTCCGACGACCAATCCACTGCGAATTATAGCCGGGCATCTTCCACGTGGATGGCCCTCTCG
1331 CGTATCGCCATGTTATGTAACCGTGCGGAGTTCAAGCCGGGGGAGGAAACGAACCCTGTGCTCAAACGGG
1401 AGTGCAACGGTGACGCTTCAGAGTCAGCTCTGCTTAAGTGCGTCGGACTGTCAATCGGTGGAGTGACCGG
1471 GTACCGCACGGACAAGCCGAAGGTGGCGGANATTCCATTCAACTCAACTAATAAGTATCAGGTGAGTGTG
1541 CATCAGACCGACGATGGGGATGAGCGCTACCTCGTAGTGATGAAGGGTGCGCCCGAGCGCATCCTTGATC
1611 GCTGTTCCACCGTCTTGATGGAGGGTCAGGAACT CCACATGGACGATCAGTGGCGTGAGAGCTTCAACAA
1601 CGCTTACCTCGAACTCGGTGGCATTGGGGAGCGTGTTCTTGGCTTCTGTGACCTTCGTCTCCCTGCTGAC
1751 AAGTTCCCTCGCGGUTTTAAGTTCGACATAGATGAACCTAACTTCCCTATCGAGGGAATGCCCTTTGTGG
1821 GTCTCATGTCAATGATTGATCCACCTCGTGCTGCCGTGCCCGATGCTGTCTCCAAGTGTCGATCCGCCGG
1891 TATCAAGGTGGTTATCGTAACGGGCGACCATCCTATCACCGCCAAGGCCATTGCCAAGGGTGTGGGCATC
1961 ATCTCTGACGGGAATAAGACTGTAGAAGACATTGCGGCGGAACGTGGAGTCCCCGTGAGTCAAGTGAACC
2031 CTCGTGAGGCTAGCGCATGTGTCGTTCACGGCTCCGATCTGCGTGATATGACACCTGCTCAGATCGATGA
2101 GATACTCGAGAACCACTCTGAGATTGTCTTCGCTCGTACCTCACCACAGCAGAAACTCATCATTGTTGAR
2171 GGCATCCAGCGTATGGGTGCCATTGT TGCTGTTACTGGGGATGGTGTCAACGACTCACCTGCCTTGAAGA
2241 AGGCTGATATCGGTGTTGCCATGGGTATCACGGGTAGTGATGTGAGTAAGCAGGCAGCTGACATGATCCT
2311 CCTTGACGACAATTTTGCCTCCATCGTCACGGGTGTGGAGGAGGGGCGTATAATCTTCGACAACTTGAAG
2381 AAATCCATCGCCTATACCCTCACCTCTAACATCCCTGAGATCACGCCCTTCCTTATCTTCATTCTGGCCG
2451 ACGTGCCTCTGCCCCTGGGCACCATCACAATTCTGTGCATCGAT TTGGGCACGGACATGGTGCCGGCCAT
2521 TTCACTGGCCTACGAGGAGGCCGAAGACATTATGAAGCGCATGCCACGCGACCCTTTCCGCGATAAATTG
2591 GTGAACGAACGTCTCATCTCCATGGC CTACGGTCAGATTGGCATGATCCAGGCCTCCGGCGGTTTCTTCG
2661 TTTACTTTGTCATCATGGCAGAAAACGGTTTCTGGCCCGAGCCGCCTACTGGG TCTGCGTAAACAGTGGGA
2731 CTCCCCAGCCATCAATGATGTCGCCGACTCCTACGGCCAAGAGTGGACGTACACACAACGTAAGCGTCTC
2801 GAGTACACCTGTCACACGGCCTTTTTCGCCTCCATCGTCATTGTCCAGTGGACGGATCTACTCATATGCA
2871 AGACCCGAAAGANCTCTATCTATCAGCAGGGCATGTGGANCCACCACCTCACTT TTGGTCTCTTCTTCGA
3941 GACTACACTGGCCATCTTCCTCTCTTACTCTCCGGGTCTTGAGCACGGTCTGAGAATGATGCCTCTTCGA
3011 TGGACGTGGTGGTTGCCGGTTTTGCCCTTCAGTGTGTCAATCTTCATTTTCGATGAGGTGCGAARGAAGT
3081 TCCTTCGAACCCTCCCTCCGGGCAAT TGGGTGGAACGAGAGACTAACTATTAGTAGATGTCTGCGATCGA
3151 CAATAAACAAAATCACAAATCCCACTTCCGTCCCCTCCACTCTCTCCCTGCTCTCTTACCACCTCCTCCC
3221 TTAGTGTCCTCACCTCTTTCCAAAGCAAACTATTAATATCGTTATGATGTAGCCTTCAACAATGATGAGT
3291 TTGGAATTCCGAAGCCGAATTCTGCAGATATCCATCACACTGGCGGCCGCTCGAGCATGCATCTAGAGGG

3361 CCCAATTCGCC

Figura 12. Secuencia nucleotidica de la clona 5 correspondiente a un DNAc

que codifica para la subunidad « de una ATPasa Na*/K' de T. solium.

Subrayadas se muestran las secuencias utilizadas para el disefio de

oligonucledtidos utilizados para secuenciar y en negritas se muestra las

secuencias que coinciden con los oligonucledtidos de ATPX-1 y ATPX-2,

respectivamente.
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MGKSRGDKYRDATDGKKDAKKDLNE LKQELAMDEHQISLDELYAR 1

LGTNPDTGLTSEQAKTRLDRDGPNALTPPKTTPEWVKFCKNM 46
"C- H PCWCAGEPYLYDN o 91
CQESKSSKYMES FAKLVPQY AVVIRGGOR LLAPARALVYVG 135
DIIDVKFGDRVPADIRVIKASSFKY DHSALTGESEPOTRTAEYTH 181
ENPLETKNLAFFSTHAVEGTURGYVVATCDRTYMGRTANLASGLE 226
MGATPIARE T AHFTH YYWLDAV 271
TAKRMASKHCLVKNLEAVETLG 316

SIS TICSDKTGT LAGHRNTVARMWF DNKT FEADTSDDOSTANT SR 361

ASSTWMALSRIAMLONRARFRPCEF THPVLKERECNGLAGRSALLK 406

CVGLO TGOV TOTRTRRPRVAR T PRMNDTHK Y CYOVHGTHDGDERYT, 451
YVMKGAPE [ LIRCSTYVIMEGORLHMDDOWRESFHIAY LELCGIC 496
FRVILGECULRLPADKFPRGFRK DD PHFP I RGMPRYGLMSMTDD 541
PRAAVIDAVSKCROAGTEVYMY TGP PPAKA TARGVG T ESDGHK 586
TVED TAARRGY PVSQVHPREACACYVHGS D LRIMTPAQY DR T LEH 631
HOETVFART S POOK LT IVEGIORMGA LYAVTGLGYNDS PALKKAD 676
IGVAMGT TGS DVEKQAADM T LILDIAIFASTVTGVERGRT LEFDHLKK 721
s DVPLPLGT 766
EEAREDIMKRMPRDPFRDKLVNERL 811
ENGFWPSRLLGLRKQWDSPAINDVADSYGOEWTYTQ 856

RKRLEY KTRKNSIYQQGMWNHH 901
EHGLRMM 946
-DEVRKKFLRTLPPGNWVERETNY 991

Figura 13. Secuencia de aminoacidos deducida de la secuencia de
nucledtidos de la clona 5 correspondiente a un DNAc que codifica para la
subunidad o de una ATPasa Na'’K' de T. solium. Verde: regién
transmembranal, Naranja: Asas intracelulares, Cursivas: asas extracelulares,
Azul subrayado: Sitio de fosforilacion, Azul: Sitio de unién a ATP, Rosa:
aminoacidos de union a ouabaina, Morado: cisteinas que forman puentes
disulfuro.
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Figura 14. Analisis de Kyte y Doolittle de la secuencia de aminoacidos de la
clona 5 correspondiente a un DNAc que codifica para la subunidad o de una
ATPasa Na'/K* de T. solium. Los numeros muestran los segmentos
transmembranales; P: sitio de fosforilacion; ATP: sitio de unidén al ATP.
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IX. DISCUSION

Los : portadores de Taenia adulto (tenidsicos) raramente tienen
conocimiento de serlo debido a que esta parasitosis cursa asintomaticamente
y ‘el portador no presenta afecciones serias. El principal problema radica en
que los teniasicos liberan los proglétidos en sus heces. En dichos proglétidos
se encuentran huevos que pueden infectar a cerdos y humanos. La
cisticercosis es la enfermedad mas grave que ocasiona 7. solium, puesto que
puede generar problemas neuroldgicos e inclusive la muerte; de ahi la
importancia de su estudio. Simples medidas de higiene como son la dotacién
de drenajes, agua potable, mejorar la crianza rustica de los cerdos,
mejoramiento de la educacién sanitaria, como evitar la defecacién al aire libre,
lavarse las manos antes de ingerir alimentos, no ingerir carne de cerdo
infectada con cisticercos y cocinarla bien, asi como lavar y desinfectar los
vegetales (Espejo, 1977), ademas de la ensefianza para identificar y tratar la
teniasis, disminuirian la incidencia de la cisticercosis. Las campafias de
educacién y desarrollo de infraestructura sanitaria no han surtido efecto en los
paises subdesarrollados, debido a su pobreza. También la pobreza no ha
permitido que se dé a la poblacion recursos para su higiene como agua
potable, drenaje y educacion, por lo que es necesario encontrar otros medios
por los 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 la
cisticercosis porcina o crear farmacos especificos para administrarlos a cerdos
o a humanos. La primera estrategia ha conducido a la caracterizacion diversas
moléculas con diferentes funciones en el sistema de la 7. solium, y a pesar de
los buenos resultados hasta la fecha no existe una vacuna comercial
disponible para su aplicacién en contra de T. solium (Flisser and Lightowlers,
2001). La segunda estrategia se ha basado en la identificacion de moléculas
esenciales para la vida de los parasitos con la idea de generar nuevos
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farmacos que sélo afecten al parasito y no a su hospedero (Castellanos-
Gonzalez et al, 2002).

La ATPasa de Na'/K' es una molécula que es interesante estudiar y tal
vez utilizar en un futuro para crear una vacuna o disefiar farmacos en su
contra, puesto que es una molécula esencial para la vida de los organismos.
Por otro lado, una de las caracteristicas 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 funcién de la ATPasa de Na'/K*, enzZima que
proporciona gradientes de potasio y sodio que son utilizados para introducir
moléculas como la glucosa y diversos aminoacidos, y que ademas mantiene
el potencial eléctrico de la célula.

En 1978 se detectd actividad de ATPasa en la superficie del cisticerco de
T. solium (Sosa, 1978). No se determind a qué tipo de ATPasa pertenecia
esta actividad, pero debido a su localizacion en la superficie tegumentaria
podemos suponer que eran ATPasas tipo P de las membranas plasméticas y
de algunos organelos. La ATPasa de Na*/K* es la tnica del tipo P compuesta
por dos subunidades (o y B), siendo la a la subunidad mas conservada a
través de las especies.

Aprovechando la gran homologia que tienen los dominios importantes para
la funcién de estas ATPasas tipo P, se utilizaron anticuerpos heterdlogos
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 sugirio la presencia de este
tipo de ATPasas. Ademas, estudios de IET en donde se utilizé el antisuero
especifico contra la region NHz-terminal de la subunidad o de la ATPasa de
Na'/K* nos indicaron su presencia. Estos resultados nos alentaron para
obtener una fraccion pura de la bomba de Na* a partir del cisticerco de 7.
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solium, para lo cual utilizamos un método muy "utilizado para purificar
proteinas de membrana. Este método se basa en la centrifugacion diferencial
de un homogenado total del organismo. Con la primera centrifugacién a baja
velocidad obtuvimos una fracciéon rica en proteinas membranales de gran
tamario que denominamos FM1, contrastando con una fraccion soluble,
denominada FS1, que contenia proteinas méas pequeras. Una segunda
centrifugacion nos permitié obtener una fraccion posiblemente membranal con
proteinas de tamario similar a los observados en FS1 y una fraccién soluble,
denominadas FM2 y FS2 respectivamente. Los ensayos de IET en esta
fraccion utilizando el antisuero anti-igNHa-terminal de la subunidad o de la
ATPasa de Na'/K' y los ensayos de actividad enzimatica especificos para la
ATPasa de Na'/K' nos permitieron conocer que la FM1 contenia la mayor
cantidad y actividad de esta enzima, comparado con la fraccién FS1. La
actividad de ATPasa en FM1 correspondid en un 29% a la ATPasa de Na*/K*
(actividad de ATPasa inhibida con ouabaina) y un 67% correspondié a las
ATPasas tipo F (actividad de ATPasa inhibida con azida de sodio). En
contraste en la FS1 la actividad presente no disminuy6 significativamente en
presencia de ouabaina (aunque también se identifico la subunidad o la
ATPasa de Na*/K* por IET). Este resultado muestra que logramos obtener una
fraccién enriquecida en ATPasa de Na'/K® (FM1), la cual se obtuvo a baja
velocidad de centrifugacién. Esto puede deberse a que este parasito posee un
tegumento sincicial formado por una membrana plasmatica que rodea al
cisticerco, y en el citoplasma de las células subtegumentales contienen
vacuolas de varios tamarios y organelos (Ramirez-Bon et al., 1982). Lo que
ayuda a que esta estructura pueda disgregarse faciimente permitiendo
obtener una fraccion rica en membranas en el primer precipitado (FM1).

La adiciéon de azida de sodio a la fraccién FS1 disminuye la actividad de
forma significativa en un 29%, lo que sugiere la presencia de ATPasas tipo F,
pero en menor cantidad que en la fraccion FM1. El 556% de la actividad de
ATPasa presente en la FS1 no tenemos evidencia para adjudicarsela a algtin
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tipo’de ATPéréra.r_ ‘Esta actividad podria deberse a’diversas enzimas con la
Capaéidad de hidrolizar el ATP incluyendo a ias ATPasas tipo V.

Posteriormente buscamos el obtener una fraccion con mayor pureza que la
que teniamos en la fraccién FM1, para lo cual construimos una columna de
agarosa a la que se le acoplé ouabaina, un inhibidor especifico de la ATPasa
de Na'/K*. Con esta columna logramos obtener una fraccion con alta pureza y
visualizar con una tincibn de coomassie la presencia de 2 proteinas
predominantes (100 y 50 KDa). El ensayo de IET utilizando los antisueros
especificos’ contra la subunidad o de la ATPasas tipo P y de Na'/K'
reconocieron solo a la proteina de 100 kDa. Estos resultados podrian sugerir
que la proteina de 50 KDa es la subunidad B, lo que indica que hemos aislado
a la enzima completa. Lamentablemente, esta fraccién no presenté actividad
de ATPasa, probablemente debido a una pérdida de la estructura terciaria de
la enzima producida durante el proceso de purificacion. Es sabido que esta
enzima requiere estar embebida en una membrana para que pueda adoptar
una conformacion adecuada.

El estudio de inmunolocalizacion utilizando el anticuerpo anti-jgNH.-
terminal de la subunidad « de la ATPasa de Na'/K* pemmitié localizar a la
enzima en la membrana plasmatica 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 fisiolégico sea igual de importante que en otros
organismos.

Una vez confirmada la presencia de la ATPasa de Na*/K* en T. solium, se
aislé un DNAc que codifica para la subunidad o de esta enzima. Para esto se
sintetizdé una sonda a partir de dos oligonucledtidos especificos, los cuales se
disefaron basandonos en los dominios de fosforilacion y de union al ATP que
son muy conservados en estas enzimas de varias especies. Con los tamizajes
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utilizando la sonda especifica para la ATPasa de Na'/K* se obtuvieron 5
clonas de diferentes tamarios. Los andlisis de restriccién 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 «, 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 hipotesis. Debido a que los andlisis de restriccion mostraron
que 4 clonas eran semejantes, se decidié secuenciar solo la clona 5, que era
la de mayor tamafio. La secuencia nucleotidica obtenida fue de 3371
nucledtidos, contiene la region codificante completa para la ATPasa de
Na'/K*. Cabe mencionar que no se encontré en el DNAc aislado ninguna
secuencia de poliadenilacién. Los analisis computacionales de la secuencia
de aminodacidos deducida muestran que la clona 5 codifica para un péptido de
1,014 aminoacidos, este tamaiio es caracteristico de la isoforma 3 de humano
y rata, pero presenta mayor identidad con la isoforma 2 de humano (71.5%
conal, 72.2% con a2 y 71% con o3). Otros analisis mostraron que la proteina
presenta los 10 dominios transmembranales y dos grandes asas, ademas de
aminoacidos importantes en la funcién de ATPasa de Na*/K*, como los sitios
de captacién de cationes, unién a ATP, fosforilacion y de unién al inhibidor
ouabaina. Lo que sugiere que la secuencia obtenida es la de un RNA
mensajero que codifica para una ATPasa de Na®'/K".

Por otra parte las porciones de la proteina que presentan menor identidad
son las asas extracelulares. Esta paricularidad puede ser utilizada para
disefiar farmacos especificos que inhiban la actividad de esta ATPasa del
parasito y no tenga efecto sobre la del huésped. También podrian ser
utilizados para inmunizar cerdos, evitando que el cisticerco sea viable y por
tanto incapaz de establecerse, con lo cual se romperia el ciclo de vida del
parasito.
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La caracterizacion bioquimica realizada permitié conocer parcialmente las
caracteristicas de la ATPasa de Na'/K*' de la T. solium. Sin embargo no
podemos afirmar que la actividad sensible a ouabaina corresponda a la
proteina que codifica el DNAc obtenido, debido a que cabe la posibilidad de
que este pardsito tenga mas de una isoforma, por lo que de ser asi, la
actividad observada corresponde a la suma de la actividad de las isoformas
presentes.

X. CONCLUSION

Se demostrd la presencia de la ATPasa de Na*/K" en el cisticerco de T.
solium 'mediahte: IET, actividad de ATPasa inhibida por ouabaina y la
obtencion de un’ DNAc que codifica para la subunidad a.
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XI. PERPECTIVAS

Es importante la caracterizaciéon de moléculas con lmpdrtancia fislolégica
para e! parasito, como es el caso de la ATPasa Na'/K*, porque hace posible
disefar diversas estrategias para romper el ciclo de vida de T. solium. Estas
estrategias podrian ser: 1) disefio de farmacos especificos que inhiban la
funcién de la enzima, 2) disefio de péptidos especificos de las subunidades o
y B de la ATPasa de Na'/K’' que se podrian utilizar para desarrollar una
vacuna para cerdos. Buscando con estas estrategias destruir a los parasitos
evitando que contintten su ciclo de vida.

Es importante obtener el DNAc que codifica para la subunidad B, debido a
que esta subunidad 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 purificacién de la enzima, la generacion de anticuerpos especificos y la
obtencion del DNAc que codifica para la subunidad «a, contribuirdn a la mejor
caracterizacion 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 permitird obtener una enzima
funcional al incorporarla en liposomas o bien expresarla en células
eucariontes para su caracterizacion enzimatica.
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