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Resumen

Resumen
La tubulina es el componente de los microtubulos, se encuentra en todos los

organismos eucariontes. La evolucion de la tubulina, es dirigida de acuerdo a la funcién
de los microtubulos, por esto existen diferentes isoformas alfa, beta, gama, delta,
epsilon y zeta, cada una con una funcién y localizacién especifica. Estan codificadas
por pequefas familias de genes relacionados. Tubulina alfa esta mas conservada. Las
isoformas de tubulina confieren funciones especificas a las células y funcionalmente
son intercambiables. Tal diversidad es conferida por modificaciones postrasduccionales
como acetilacion, poliglicilacién, tirosinacion y fosforilacion y se llevan a cabo en el
extremo carboxilo-terminal de las proteinas. Por otro lado, las beta-tubulinas son blanco
de farmacos como los derivados de los bencimidazoles porque se bloquea la
polimerizacién de los microtubulos y ello produce pérdida de la homeostasis celular.
Hasta los estudios presentes no se habia llevado a cabo caracterizacion alguna de
estas proteinas en Taenia crassiceps cepa ORF..

Por lo que el objetivo del trabajo fue determinar el nimero de isoformas de tubulina
alfa en cisticercos de Taenia crassiceps cepa ORF. Para ello se obtuvo una fraccion
rica en tubulina, por el método de polimerizacion - despolimerizacién, y se evalud por
medio de electroforesis en 1 y 2 dimensiones (Isoelectroenfoque y SDS-Page) en tiras
de gradiente inmovilizado de pH (IPG strips, Amersham Biosciences) de 3-10 NL y 4-7,
posteriormente se realizd la inmunoelectrotransferencia en membrana de PVDF y se
revel6 con anticuerpo monoclonal comercial anti- tubulina alfa.

Los resultados demuestran la presencia de 15 isoformas de tubulina alfa con un
rango de pl de 4.84 a 6.69, con PM de 53 kDa.

El nimero puede ser debido a las modificaciones postrasduccionales, lo cual es
semejante a lo reportado en cerebro de mamifero en el que se reportan 20 puntos por
IEF. Es posible que el numero de isoformas que han sido encontradas para T.
crassiceps esté relacionado con la adaptacion de estos parasitos en su hospedero, asi

como con sus continuas divisiones requeridas para la gemacién que realizan.




Resumen

Summary

Tubulin is the principal component of microtubules and it is found in all
eukaryotic organisms. The evolution of tubulin is possible in accordance of the
microtubules function, for this reason it could exist different isoforms as alpha,
beta, gamma, delta, epsilon and zeta. Each of these has a specific function and
location. These isoforms are encoded by small families of related genes.
Tubulin isoforms confer specific functions to cells and also are functionally
interchangeable.

Such diversity is conferred by covalent modifications as acetylation,
polyglycylation, tyrosination and phosphorylation. These modifications are
carried out in the carboxyl-terminal of proteins. The beta tubulin is target of
drugs such as members of the benzimidazole compounds, the reason is
because it blocks the polymerization of the microtubules and this leads to loss
of cellular homeostasis. Until the present study, it was not conducted any
characterization of this protein in Taenia crassiceps strain ORF.

The purpose of the study was to determine the number of isoforms of
alpha tubulin in cysticerci of T. crassiceps strain ORF. It was obtain a rich
sample of tubulin, by the polymerization and depolymerization method, and it
was assessed by electrophoresis on first and second dimensions
(Isoelectrofocusing and SDS-PAGE) in strips of Immobilized pH Gradient (IPG
strips, Amersham Biosciences) of 3-10 non-linear and 4-7 linear, then was held
in the inmunoelectro transfer to PVDF membrane and it was revealed with anti
alpha tubulin commercial monoclonal antibody.

The results demonstrate the presence of 15 alpha tubulin isoforms with a
range of pl of 4.84 to 6.69, with PM of 53 kDa. The number of isoforms may be
due to covalent modifications, it's similar as reported in the mammalian brain
with 20 spots by IEF. It is possible that the numbers of isoforms have been
found for T. crassiceps cysticerci’'s are related with the adaptation of these
parasites in their host and its continuing divisions required during budding that

these parasites perform.
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l. Introduccion

1. El citoesqueleto.

1.1 Generalidades y dinamica.

Dentro de la organizacion celular, el citoesqueleto es una entidad
compleja, extensa y con un gran dinamismo, el cual es dependiente de las
condiciones en las que se encuentren las células que lo conforman. Sus
funciones principales son: el mantenimiento de la organizacion interna celular
como la distribucién de los organelos, brindar las condiciones necesarias para
que las células sostengan sus formas y tamafios, mantener la exactitud
requerida para la dinamica del trafico intracelular y sostener el movimiento y
mantenimiento de la integridad celular requerida para la estructuracion de los
tejidos formados [1, 2].

La constitucion del citoesqueleto se basa en la continua asociacién e
interaccién de diferentes tipos de proteinas, las cuales pueden ser o no
flamentosas y, debido a que las proteinas muestran una perfecta coordinacién
en sus ensamblajes o desensamblajes, ello permite que se lleven a cabo tanto
las acciones como las funciones complejas que el citoesqueleto requiere. La
adaptacion del citoesqueleto a los ambientes externos o internos se debe a la
continua estructuracion e integracion de sus constituyentes, en donde los
cambios pueden llegar a ocasionar alteraciones transitorias o permanentes [1].

Los principales componentes del citoesqueleto como los filamentos
delgados de actina, los filamentos intermedios y los microtubulos son de
naturaleza tanto globular como filamentosa. Cuando estas proteinas se
estructuran en su forma filamentosa, para producir la dinamica requerida, las
subunidades monoméricas que las componen se unen unas con otras de forma
precisa y ordenada. El continuo ensamblaje o desensamblaje de los
monoémeros es un proceso dependiente de energia; la actina filamentosa
(también conocida como actina polimerizada o actina F) se forma por la adicion
de mondmeros de actina globular o actina G en un proceso dependiente de
energia producida por el ATP, mientras que en la interaccion de monémeros de

tubulina alfa y beta se favorece en presencia del GTP. A diferencia de los
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polimeros de actina y tubulina, los filamentos intermedios requieren que las
subunidades que los componen se integren en funcion de regulaciones por

fosforilaciéon de las subunidades que los componen [2]

1.2 Variabilidad en la expresion de proteinas.

Aln cuando las proteinas del citoesqueleto son ubicuas en todas las
especies y presentan caracteristicas semejantes, existen diferencias
importantes entre todas ellas y que dependen del desarrollo celular, del
crecimiento tisular, del tipo de organelos o tejidos en los que se encuentren y
del efecto que sufran por la accion de sustancias quimicas o compuestos
farmacedticos. Esto hace necesario que se requieran de proteinas con
funciones semejantes y especificas de acuerdo a las necesidades que quieran
cubrir [1, 2].

Las proteinas del citoesqueleto estan codificadas en el genoma de los
organismos por familias multigénicas de gran complejidad y cuando se
expresan, lo hacen con una gran variabilidad. Sumado a las diferencias con las
que se expresan las proteinas como resultado de las codificaciones de los
genes, existe la variacion de su expresién inducida por fenbmenos como
modificaciones de tipo postranduccional tales como acetilaciones,
arginilizaciones, detirosinaciones, fosforilaciones y poliglutamilaciones [3-5].
Este tipo de modificaciones son la base de la produccion de las isoformas, en
las que este tipo de proteinas producen acciones similares a diferentes
velocidades, bajo el empleo del mismo sustrato, y que generan productos
idénticos como lo que se ha establecido para el caso de la actina [4]. Ejemplos
de la variabilidad con la que se expresan las proteinas estan representados por
la miosina, un motor biol6gico de la actina, la actina misma y la tubulina.

La miosina es el motor biolégico mas estudiado; mediante analisis
filogenético, basado en la comparacion de las secuencia de aminoacidos de su
dominio motor, se le han encontrado hasta 18 clases. Las células de mamiferos
pueden llegar a tener hasta 28 genes que son capaces de codificar a 9 clases
distintas de miosina como |, Il, lll, V, VI, VII, IX; X'y XV [3].

La actina se presenta con varias isoformas catalogadas con base a su

secuencia de aminoacidos y su expresion especifica tisular. Se pueden
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encontrar actinas musculares alfa con cuatro isoformas; dos en musculo
estriado (tanto esquelético como cardiaco) y dos en el musculo liso (tanto
entérico como vascular). Actinas no musculares o actinas del citoplasma
presentes en todas las células, las cuales se expresan con dos isoformas
distintas como la beta y la gama [4].

La tubulina es también otra de las proteinas del citoesqueleto que se
expresa con una gran variabilidad de isoformas como se describe mas

adelante.

1.3 Microtubulos y tubulina.

Los microtdbulos (MT) son polimeros de tubulina y constituyen los
elementos poliméricos del citoesqueleto de mayor tamafo, su diametro
aproximado es de 25 nm, son tubos huecos cuyas paredes estan constituidas
por la asociacion aproximada de 13 protofilamentos (Figura 1), aunque este
nuamero varia dependiendo de la especie en la cual se encuentren presentes.
Cada protofilamento esta constituido como un polimero largo en el que se
alternan las subunidades de tubulina alfa y beta (Figura 1A) las cuales se
arreglan de tal manera que forman una malla [1]. La forma en que se alterna la
asociacién de las tubulina alfa y beta determina que los MT tengan una
polaridad; el extremo de mayor dindmica (en donde se encuentran asociando
continuamente las tubulinas y termina en una tubulina beta) se denomina el
extremo mas, mientras que el de menor dinamica (de donde se dio origen a los
MT e inicia con una tubulina alfa) se denomina el extremo menos. La polaridad
se presenta a lo largo de los MT y no es solo dependiente de los extremos
indicados. Ello brinda las condiciones para que los motores biol6gicos
especificos de estas proteinas polimerizadas; las cinecinas (que se dirigen
hacia el extremos mas o en direccion anterdégrada) y las dineinas (que se
dirigen hacia el extremo menos o en direccion retrograda) lleven su carga de
organelos o vesiculas de un extremo a otro de la célula [1].

La estructura tridimensional de los MT se determind por medio de
difraccion de Rayos X de cristales obtenidos de las proteinas bajo una
resolucion de 18 A, mientras que por medio de microscopia electrénica de

transmisién se determind la estructura de la tubulina con una resoluciéon de 3.7
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A (Figura 1B). Los resultados de estos analisis muestran que los MT estan
formados por protofilamentos, tienen un centro hueco y estan formados por
subunidades; en el caso de la tubulina, por cristalografia, se encontrdé que cada
uno de los monémeros tiene dominios especificos y que la asociacion de ellos
da origen a otro [6, 7] . Cuando se forma el dimero existen 3 dominios
funcionales: en el dominio amino terminal se encuentra el sitio de unién de
GTP, en el dominio intermedio esta localizado el sitio de union a taxol
(Unicamente expresado en tubulina beta) y en el extremo carboxilo terminal se
presenta la region de union tanto de proteinas asociadas a microtubulos
(MAP’s) como de las proteinas motoras [8]. Segun la cristalografia, los
monomeros contienen en su interior estructuras de alfa hélice y beta plegada
que permiten la conformacion de los monémeros, su interaccion y la formacién
de los dominios mencionados. La asociacién de todos los monémeros permite
que los polimeros de tubulina se estabilicen y produzcan las conformaciones
tipicas de los protofilamentos y su asociacion para la formacion de los MT.

Las tubulinas son ejemplo de ser GTPasas por la habilidad que tienen
para hidrolizar al GTP y dar origen al GDP. En el caso de la tubulina, el GTP se
une a la subunidad de la tubulina beta (en un dimero libre) y sufre el
intercambio de su estado libre de GTP a GDP, mientras que ello no sucede si

llega a unirse a la tubulina alfa [1].

1.3.1 Genes y evolucion.

La familia génica de tubulinas consiste de seis subfamilias distintas pero
altamente conservadas: la de tubulinas alfa, beta y gama. De estas, las
tubulinas alfa y la beta son las més abundantes en los eucariontes y son las
que mas se han estudiado. La tubulina gama se encuentra en centriolos. Hay
tres familias adicionales que han sido menos estudiadas: las tubulinas delta
encontradas en Caenorhabditis elegans, las tubulinas epsilon encontradas en
Saccharomyces cerevisiae vy las tubulinas zeta encontradas en Trypanosoma
cruzi[9, 10].

Se ha encontrado que la mayor parte de las secuencias de aminoacidos
inferidos de los genes de tubulina estan conservadas en las proteinas y que

son importantes para definir la funcion de las proteinas; por ejemplo, el sitio de
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union del GTP se ha localizado entre los residuos de las posiciones 70-73 y
corresponden a las secuencias LEPG en tubulina beta y a LEPT en la tubulina
alfa. En tubulina alfa hay una lisina en la posicién 40 que puede ser acetilable.
Sin embargo, estos sitios pueden variar en funcién de las especies en las que
se estudien [9]. La homologia a nivel de aminoacidos entre las dos cadenas
alfa y beta es de 36-42%. Tanto la tubulina alfa como la beta surgen de la
duplicacién de un gen ancestral, cada ortélogo de tubulina es Unico en los
eucariontes, aunque parece ser que la familia completa de las tubulinas tiene
un ancestro procarionte que se ubic6 al mismo tiempo que la proteina FtsZ, el
cual es un componente del sistema de citocinesis de las eubacterias. Segun lo
estudiado al momento la proteina FtsZ tiene una estructura semejante al ser
compuesta de protofilamentos. Aunque éstos estan formados de mondémeros y
no de dimeros [11-13]. Se desconoce el momento en que se llevé al cabo la
triplicacion de los genes con lo que se produjeron los diferentes paralogos.

Se ha establecido que existen multiples isotipos o variantes de genes de
tubulina alfa y beta entre los eucariontes, las plantas, los hongos y los protistas.
Las variaciones entre los isotipos de tubulinas en un mismo organismo pueden
deberse a cambios puntuales de posicion. Para los mamiferos parece existir 6
isoformas de tubulina alfa y 7 de beta [14], en helmintos como los adultos de
Fasciola hepatica se ha establecido que hay por lo menos 5 isotipos de tubulina
alfa y 6 de tubulina beta, los cuales parecen los mismos en ndmero de los
encontrados en otro trematodo estudiado como es el Schistosoma mansoni
[15]. En el céstodo, Echinococcus multilocularis, se ha establecido que hay tres
genes de tubulina beta, los cuales se expresan de forma diferencial

dependiente del estadio parasitario [16].

1.3.2 Expresion de las proteinas.

Debido a la diversidad de papeles bioldgicos que desempefian los
MT, su distribucién intracelular es amplia. Se les encuentra expresados como
proteinas en citoplasma, axones, husos acromaticos, cilios, flagelos de
diferentes tipos celulares. La importancia de los MT en el dinamismo del
citoesqueleto es porque se estructuran para formar los rieles sobre los que se

desplazan los organelos y las vesiculas durante el
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ubulina alfa
molécula de
tubulina

protofilamentos

ubulina beta

Unién a Taxol

A B

Figura 1. Microtubulos y tubulina. A. Microtibulos vistos al microscopio electrénico de
transmision tanto en su forma alargada como en un corte transversal. Se muestran diagramas
de la disposicion de los protofilamentos y las tubulinas alfa y beta.B. Diagrama de estructura
del dimero de tubulina generada del analisis cristalografico de la proteina, en donde se indican
los dominios de unién a GTP y a taxol. Tomada de Beese et al. 1987 [6, 7].

tréfico vesicular o los cromosomas durante la division celular. Su constitucion
favorece que las células ciliadas o flageladas tengan movimientos que les
permita su desplazamiento de un lugar a otro 6 que impulsen o muevan los
fluidos a través de la superficie celular [17].

No todos los genes se expresan como proteinas en los tejidos, se estima
que del total de genes, s6lo se expresan 2 o 3, mientras que las secuencias
restantes son seudogenes. Cuando se expresan los genes como proteinas
tienen una gran variabilidad que determina su funcion. Dicha funcion depende
de las condiciones en que se les induce su expresion. A nivel de la
composicién de aminoacidos, las isoformas tienen una gran semejanza lo que
determina su actividad biolégica similar. La expresion diferencial depende de
factores como el desarrollo celular y tisular, el tipo de organelo o tejido en el
que se encuentren y el contacto con sustancias quimicas o farmacos. En virtud

de que las isoformas tienen distintas propiedades de utilizacion de sustratos

8
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idénticos, llegan a tener diferentes velocidades de transformacion de productos
y son susceptibles de ser evaluadas mediante diversas estrategias
experimentales tanto de tipo bioquimico como inmunoquimico[18-20]. Debido a
que las variaciones en su composicion de aminoacidos estan definidas (en
muchas de las ocasiones so6lo son de uno o varios aminoacidos) ello puede ser
empleado estratégicamente para hacer la preparacibn de anticuerpos
especificos en contra de esas regiones [19].

La variabilidad en la expresion de proteinas en el citoesqueleto es una
muestra de la plasticidad con que opera esta estructura celular. La
conservacion y las variaciones continuas en la expresién entre las especias son
garantia de las células puedan obtener los requerimientos necesarios. Por lo
anterior, queda de manifiesto que es importante conocer mejor a las proteinas,
llevar a cabo una adecuada caracterizacién molecular de ellas y determinar su
variabilidad de expresion de acuerdo al ambiente en el cual se desempenfan.

No hay cambios extensos en la composicién de los aminoacidos en las
secuencias de las isoformas. Por ejemplo, para las actinas las modificaciones
se dan entre uno o dos amino&cidos localizados en el interior de los primeros
diez aminoacidos que componen su region amino terminal [21]. Cuando se
realizan modificaciones postransduccionales, se incluye la adicién de algunos
grupos especificos con lo que se producen cambios en las propiedades de las
proteinas. Esto ocurre con la arginilizacion (un proceso en el que se adicionan
residuos de arginina) de isoformas de actina, en las que los organismos que lo
sufren dejan de tener movimiento de las células [20].

Las isoformas se pueden evaluar mediante estrategias de identificacion,
aislamiento, secuenciacion y determinacién de su comportamiento. Para
determinar el niumero de isoformas que se encuentran expresando en los
organismos bajo diferentes circunstancias y de reciente introduccion en el
estudio del citoesqueleto, es el empleo del andlisis protedmico. A través de
este sistema existe la posibilidad de estimar el numero de isoformas que se
encuentran expresando en un momento determinado y la influencia en la
expresion en ciertas condiciones de estudio y momentos de la vida celular. Por
ejemplo los estudios que se han hecho para actinas de Taenia solium [22]. Se
ha demostrado que la expresién de isoformas de proteinas del citoesqueleto

como la actina y la miosina es dependiente del tejido en estudio y del desarrollo
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de los organismos; por ejemplo la expresion diferencial de isoformas de
miosina es dependiente de las necesidades de contraccion muscular y se
refleja en diferentes propiedades bioquimicas de las proteinas [23], también
como se ha demostrado en T. solium [24]y T. crassiceps[25].

En el caso de tubulina la variabilidad en la expresion de sus isoformas es
mas amplia debido a los fenédmenos de modificacién postransduccional. Lo que
ha estudiado entre los genes de las tubulinas alfa y beta es que hay un nimero
amplio de isotipos que son motivo de que se produzcan amplias variedades de
isoformas de proteinas [14, 17, 26].

Las tubulinas cuando se expresan como proteinas son globulares que se
componen de varios polipéptidos. Pueden ser de distintas subclases
correspondientes a las alfa, beta, gama, delta, epsilén y zeta como ya se habia
indicado. Cuando interaccionan los mondémeros de tubulina alfa y beta para
formar los heterodimeros la unién es de tipo no-covalente. Los heterodimeros
son la unidad funcional que induce al autoensamblaje para formar a los MT, lo
cual es un proceso dependiente de la temperatura (a 37°C los MT se
polimerizan, mientras que a 4°C se despolimerizan). Cada monémero tiene un
peso molecular de 50-55 kDa y en su secuencia primaria de aminodacidos se
encuentra que tienen aproximadamente 450 aa [27, 28]. Estudios recientes de
las tubulinas gama, delta y epsilon han mostrado que estas proteinas estan
relacionadas con el huso mitético y son de localizacion al nivel de centrosomas
[29-33].

Las proteinas asociadas a microtubulos (MAP) tienen como funcion
darle estabilidad. Son 22 proteinas. Su papel biolégico es interactuar con los
MT para regular o promover la polimerizacién de tubulina y cuando se aisla a
los MT o la tubulina ellas copurifican cuando se efectian ciclos de
polimerizacion y despolimerizacién [34]. La accién de las MAP’s es compleja
porque tienen multiples dominios de unién con microtubulos, a esto se debe el

entrecruzamiento entre los filamentos.

2. Proteinas del citoesqueleto en ténidos.

En ténidos se han realizado pocos estudios relacionados con las proteinas
del citoesqueleto y se han enfocado basicamente a la caracterizaciéon de
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proteinas musculares. Se ha estudiado tanto a la actina como a la miosina
muscular de diferentes estadios parasitarios de T. solium [22, 24, 25], asi como
a la paramiosina [35]. En el caso de la actina y la miosina se ha encontrado la
expresion diferencial de isoformas. Por ejemplo, la miosina convencional tipo Il
caracterizada en cisticercos se encontrd que tiene varias isoformas
dependientes del estadio de desarrollo de los parasitos [25] mientras que para
la actina se encontraron 7 isoformas expresadas en los cisticercos [22]. La
cantidad de proteina expresada, o la expresion de algunas de ellas, parece ser
dependiente del estadio de desarrollo de los parasitos (Reynoso-Ducoing O,
comunicacién personal).

Ante esta variabilidad en la expresion de algunas de las proteinas del
citoesqueleto en T. solium mencionadas y sabiendo que existe una cantidad de
proteinas relacionadas las cuales se expresan en los organismos eucariontes.
Cabe la posibilidad de que para la tubulina se encontraran similitudes en su
expresion y por ello tiene que ser estudiado. En otros parasitos como los
helmintos, se sabe que la variabilidad es tan precisa en las tubulinas beta que
los hace blancos especificos de farmacos antihelminticos. Esta variacién puede
producir el desarrollo de la resistencia a farmacos antihelminticos como en el
caso del bencimidazol. La explicacién de porque se genera resistencia ante un
farmaco podria ser uno de los ejemplos mas claros de induccion de expresién
diferencial de las tubulinas ante la presencia continua de un sustancia hacia la
cual se modifica el sitio blanco [36]. Se han realizado estudios relacionados con
la caracterizacion de tubulina alfa en cisticercos de T. solium y de T.
crassiceps[37, 38]. El motivo de la caracterizacion de esta proteina se debe a
que se cuenta con una gama de anticuerpos comerciales anti- tubulina alfa que
han mostrado ser reactivos en contra de esta proteina en los parasitos. Esto ha
permitido la caracterizacién de ella desde diferentes enfoques relacionados con
su distribucién celular, su analisis proteémico y la evaluacion del efecto de
sustancias derivados de los bencimidazoles.

En cisticercos de T. solium se ha encontrado que la tubulina alfa esta al
nivel del tegumento de la pared vesicular, asi como en células flama
localizadas en el parénquima tisular de los gusanos invaginados. La tubulina
alfa no co-localiza con la red de filamentos de actina polimerizada, ni con la

miosina tipo Il distribuida en las fibras musculares de los cisticercos. Se ha
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observado su expresién en los penachos ciliares de las células flama. Esto
parece indicar que el papel de la tubulina en estos sitios es para favorecer los
movimientos de fluidos que deben realizar estas células para la eliminacion
hacia los ductos protonefridiales en un fendémeno de eliminacién de lo que ya
no necesitan [37]. El efecto de derivados de los bencimidazoles ocasiona la
alteracion del penacho ciliar de las células flama y la alteracién en la funcién de

estas células, lo cual ocasiona la muerte de los parasitos [38, 39].
3. Infecciones parasitarias producidas por ténidos

3.1 Enfermedades producidas por T. soliumy tratamiento.

La cisticercosis y teniosis son enfermedades parasitarias causadas por el
cestodo T. solium. Afectan a seres humanos, es en especial la cisticercosis un
problema de salud publica en México y otros paises del mundo que padecen de
estas enfermedades. La cisticercosis también es un problema sanitario porque
afecta al cerdo. Como es una zoonosis su presencia es mas importante porque
afecta el sistema nervioso central (neurocisticercosis) de los seres humanos
infectados al ingerir alimentos contaminados. Al ser humano le produce
enfermedades incapacitantes, costosas y complejas para su tratamiento
médico [40]. En ambos tipos de enfermedades parasitarias, los farmacos
cestocidas de eleccién son el albendazol un derivado del bencimidazol y el
prazicuantel una quinolina.

El tratamiento quimioterapeutico de eleccidn para la neurocisticercosis es
el albendazol [41] y su uso se ha recomendado por ser una mejores maneras
de controlar de forma inmediata y a menor costo este tipo de enfermedad. Por
la importancia clinica de la teniosis y cisticercosis producidas por T. solium, se
han llevado a cabo diversos estudios relacionados con el conocimiento del ciclo
de vida de estos parasitos, la epidemiologia de las enfermedades, las formas
de transmisién, las medidas de intervencidon y se han establecido como
posibles formas de control de las parasitosis el futuro empleo de métodos de
vacunacién [42]. Sin embargo, a pesar de los estudios poco es lo que se ha
hecho en relacion a la biologia celular y la fisiologia de los parasitos y mucho
menos en lo que se refiere al estudio del citoesqueleto.

Los estudios que se han realizado han sido pocos debido a que es dificil
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contar con los parasitos bajo condiciones semejantes y en cantidad suficiente
para efectuar los andlisis. Por esta causa se han utilizado modelos
experimentales como el de la cisticercosis murina producida con T. crassiceps
de la cepa ORF.

3.2 Modelo de cisticercosis murina producida por T. crassicepsy el
desarrollo de farmacos cestocidas.

Los cisticercos de T. crassiceps de la cepa ORF son parasitos faciles de
obtener en el laboratorio, se reproducen asexualmente por gemacion, sélo se
mantienen en el estadio de cisticerco porque no tienen escoélex invaginado y se
recuperan en grandes cantidades de la cavidad peritoneal de ratones [43]. Los
parasitos miden entre 3 y 5 mm, son translicidos y pueden ser mantenidos en
cultivo in vitro durante el tiempo suficiente para evaluar el efecto de diferentes
condiciones a los que sean sometidos los parasitos [44]

Debido a que los cisticercos de T. crassiceps y los de T. solium comparten
caracteristicas morfologicas con respecto a su pared vesicular y a que las
condiciones de cultivo in vitro a las que se les ha sometido son simples, se les
ha considerado como un modelo Util para la evaluacién de la actividad
cestocida de diversos compuestos derivados del bencimidazol y prazicuantel
[39, 44-46], asi como para el estudio de diferentes aspectos de su biologia
celular [25, 47].

3.4 Tubulina como blanco de farmacos antihelminticos.

La molécula de bencimidazol, como base de muchos antihelminticos se
han utilizado en la terapia farmacolégica antiparasitaria desde hace mas de 40
anos. El blanco de estos parasitos es la tubulina beta, algunos parasitos han
generado resistencia y por ello se han generado otros derivados
bencimidazélicos como el mebendazol, febendazol y albendazol [48]. Un
derivado del bencimidazol, el triclabendazol, ha mostrado ser especifico en el
tratamiento de la infecciones parasitarias producidas por F. hepatica porque
estos parasitos tienen una expresién de tubulinas beta distintas de los otros
helmintos [49]. El uso indiscriminado de estos compuestos quimicos sobre todo
en la medicina veterinaria, ha ocasionado el desarrollo de resistencia a los

tratamientos basados los derivados de bencimidazoles [48, 50].
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En estudios in vitro donde se emplearon cisticercos de T. crassiceps para
evaluar el efecto de la combinacion de los farmacos prazicuantel y albendazol,
se encontrd que los parasitos sufrian alteraciones severas en su superficie,
donde se alter6 la estructuracién de las microvellosidades y por lo cual se
consideré que los parasitos tuvieron alteraciones en su capacidad para tomar
nutrientes [39]. Mientras que el prazicuantel produjo una paralisis espastica de
los parasitos, lo cual favorece su eliminacion y destruccion, los cisticercos
tratados con el sulféxido de albendazol (el principio activo del albendazol)
tuvieron alteraciones severas al nivel del tegumento y de los penachos ciliares
[44]. En estos sitios se ha demostrado que hay expresion de tubulina alfa [37] y
en la que al hallarse presente en el tegumento participa al llevar a cabo el
trafico vesicular para la internalizacién de proteinas y con esto tener la nutricién
de los parasitos ya que carecen de sistema digestivo. Las células flama son
importantes para mantener la viabilidad de los parasitos por la motilidad de sus
cilios que contienen tubulina. Estos resultados pueden estar relacionados con
que el albendazol tiene como proteina blanco a la tubulina beta y cuando se
une a esta proteina, inhibe su polimerizacién y bloquea la formacion de
microtUbulos lo que inicia una cascada de cambios bioquimicos vy fisiologicos
que danan a los parasitos. El sitio de unién de la tubulina beta y el albendazol
se estima que esta localizada en la regién amino terminal y la regién intermedia
de la proteina en H. contortus [51].

Debido a que en el grupo de Investigacion del Dr. J. Ambrosio se ha
trabajado en la identificacion y caracterizacion de tres diferentes proteinas del
citoesqueleto de T. solium y T. crassiceps con enfoques de tipo bioquimico,
inmunoquimico, protedémico y de biologia celular; en el presente proyecto de
tesis se busco llevar a cabo estudios relacionados con la caracterizacion
inmunoquimica de tubulina alfa en cisticercos de T. crassiceps de la cepa ORF.
La tubulina es una proteina que ha sido estudiada en otros organismos pero
hasta este proyecto no se han llevado acabo estudios en estos parasitos. La
importancia de conocer mas de los MT vy la tubulina en estos parasitos podria
favorecer el mejorar el conocimiento de la biologia celular de ellos, con lo cual
se podrian evitar problemas como el desarrollo de resistencia al uso de
farmacos antiparasitarios. Para esto es necesario realizar investigaciones

relacionadas con la biologia celular, bioquimica y fisiologia en la que se
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empleen técnicas como la gendmica, la protedbmica, la ecologia, la

epidemiologia y la genética [36, 51].
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Il. Hipotesis

2. Hipotesis.

Debido a la expresion diferencial de diversas isoformas de proteinas del
citoesqueleto como actina y miosina en cisticercos de T. solium, existe la
posibilidad de que se encuentren distintas isoformas de tubulina alfa en
cisticercos de Taenia crassiceps cepa ORF por ser una de las proteinas del

citoesqueleto de mayor conservacion entre las especies.
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lll. Objetivos.

3. Objetivos

3.1 Objetivo general

3.1.1 Determinar la presencia de isoformas de tubulina alfa,
mediante inmunodetectién, en cisticercos de T. crassiceps de la
cepa ORF.

3.2 Objetivos particulares

3.2.1 Obtener un enriquecido de tubulina de cisticercos de T.
crassiceps cepa ORF.

3.2.2 Efectuar separaciones electroforéticas en una y dos
dimensiones del enriquecido de tubulina.

3.2.3 Efectuar la identificacion de las isoformas de tubulina alfa
mediante su deteccién inmunoquimica con el anticuerpo

monoclonal comercial anti- tubulina alfa TU-02.
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IV. Materiales y Métodos

4.1. Modelo experimental de cisticercosis murina.
Ratones de la cepa BALB/c, hembras de 5 semanas de edad, se infectaron por
via intraperitoneal con 30 cisticercos de T. crassiceps de la cepa ORF
recuperados de la cavidad peritoneal de otros ratones previamente infectados

bajo el mismo esquema.

4.2. Obtencion de parasitos.
Después de 3 a 4 meses de infeccion, los ratones se sacrificaron por
dislocacion cervical y los parasitos se recuperaron de la cavidad peritoneal. Se
lavaron con SSAF con la finalidad de eliminar los restos de tejidos del huésped.
Se realizd la seleccion de los parasitos con base a su tamano para tenerlos
homogéneos para los estudios. Finalmente, los parasitos se fraccionaron en

lotes y se guardaron en congelacion a -20°C hasta su utilizacion.

4.3 Obtencion de fracciones enriquecidas de tubulina y proteinas
asociadas a los microtubulos.
Se probd la técnica descrita por Lubega et al. en 2002 [52] esta técnica esta
basada en ciclos de polimerizacién y despolimerizacién, se utiliza taxol como
agente estabilizante de los microtubulos formados. Para realizar los analisis
posteriores se decidid utilizar la técnica descrita por Shelanski et al en 1973
[34] con la finalidad de obtener un enriquecido de tubulina mediante ciclos de
polimerizacion y despolimerizacion. Los parasitos seleccionados se lavaron con
una solucién amortiguadora PEM (Solucién amortiguadora PIPES 100 mM pH
6.6, MgCl, 1 mM, EGTA 1 mM, EDTA 0.1 mM, DTT 1 mM, GTP 0.1M)
combinada con una mezcla comercial de inhibidores de proteasas libre de
EDTA (1 tableta/10 mL, Complete, Roche), asi como de DTT 1.0 mM y GTP 0.1
mM a 4 °C. Los parasitos se homogenizaron con un homogenizador Pro
modelo 200 bajo condiciones definidas (pulsos de 30 seg, 30 segundos de
reposo, 4°C) y el homogenizado obtenido se centrifugd a 28,000 g durante 60
min a 2°C. Los sobrenadantes se colectaron a 4°C y se les agreg6 un volumen

equivalente de la solucion PEM, a esta solucion se le agregd una cantidad
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suficiente de GTP y DTT con la finalidad de obtener una concentracion final de
1mM de ambas sustancias. El sobrenadante tratado se incub6 durante 20-25
min en un bano maria a 37°C. Finalizado el tiempo de incubacion, se adicion6
una solucion al 15% de sacarosa en un volumen equivalente al 10% del
volumen total de los sobrenadantes. Se centrifugd a 100,000 g por 30 min a
37°C y los botones resultantes se colectaron y resuspendieron en la solucion
PEM fria complementada con DTT y GTP como ya se indic6 anteriormente
(apéndice 1). Las suspensiones se incubaron a 4°C por 30 min y se
centrifugaron a 100,000 g por 30 min a 2°C, se recupero el sobrenadante y se
incubd durante 30 min en bafo maria a 37°C. Se adiciond una vez mas, la
solucién de sacarosa y se centrifugd a 100,000 g por 30 min a 37°C. Se
recuperd el boton y se traté con PEM complementado con DTT y GTP.
Finalmente, las muestras se fraccionaron en alicuotas y se almacenaron a -

70°C hasta su utilizacion.

4.4. Separacion electroforética en una dimension de las fracciones
enriquecidas con tubulina y proteinas asociadas.
Se determin6 la concentracion de proteinas por un método modificado de
Lowry por el Estuche comercial Protein Assay DC (Bio-Rad) (apéndice 2).
Posteriormente cantidades de las muestras proteicas con 30 ug de proteina por
carril, la cual fue mezclada con un volumen equivalente de Buffer de Laemmli
(Bio-Rad). Las muestras se hirvieron por 5 minutos, después las muestras se
cargaron en los carriles. Se realizé una separacion electroforética en geles de
poliacrilamida al 10% bajo condiciones reductoras utilizando - mercaptoetanol.
Las muestras se separaron en geles de poliacrilamida que se corrieron a
50V/30 min. Posteriormente a 80V/90 min. Se utilizaron marcadores de peso
molecular comerciales Precision Plus Protein Prestained Standards (Bio-Rad).
Al concluir la separacion electroforética se recuperaron los geles de las
camaras y se tifiieron con Azul de Coomassie utilizando las tabletas Phast Gel
Blue R-350 (Pharmacia) (apéndice 4).
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4.5. Separacion electroforética por isoelectroenfoque y doble
dimension.
El primer paso consistié en la separacién de las proteinas mediante su punto
isoeléctrico a través de una separacion por isolectroenfoque. Para ello se
utilizaron 2 tiras comerciales de gradiente inmovilizado de pH (Tiras IPG
Amersham Biosciencies) (apéndice 5) con intervalos no lineales de pH de 3 a
10ylinealde4 a?7.
Para la separacion de las proteinas por su peso molecular se realizé el la
separacién en una electroforesis en doble dimensién mediante el empleo de
electroforesis convencional en geles de poliacrilamida prehechos comerciales.
Se utilizaron 2 diferentes formatos de acuerdo al tamano de la tira: para tiras de
7 cm los geles verticales Zoom de gradientede 4-12% (Invitrogen) y para las
tiras de 18 cm los geles horizontales Excel Gel SDS en gradiente de 8-18%
(Amersham Biosciences). Las condiciones de separacion electroforética se
describen en el apéndice 8.

4.6. Inmunodeteccion de la tubulina alfa.
Las proteinas se transfirieron a membranas de PVDF. La deteccion de tubulina
se efectlo con el anticuerpo primario anti- tubulina TU-02 y con el anticuerpo
secundario anti- IgG de ratén conjugado a peroxidasa de rabano (apéndice 7).
La unidén inespecifica de los anticuerpos se evitd por blogueo de las
membranas de PVDF con BSA y el lavado de las membranas (apéndice 7). En
revelado de las proteinas se hizo con DAB y peroxido de hidrégeno como
sustratos, mientras que la quimioluminiscencia se hizo con un estuche
comercial. Las imagenes obtenidas se registraron y analizaron como se indica
en el apéndice 8.

Anticuerpo utilizado

Nombre Isoforma Tino d Anticuerpo | Especie en
ipo de
del Marca que .p secundario la que se
. anticuerpo .
anticuerpo reconoce a usar produjo
IgG- HPR-
Santa | Tubulina raton i
TU-02 Monoclonal Ratén
Cruz alfa Santa Cruz
lgG-HR
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V. Resultados

5.1 Obtencion de cisticercos y extraccion de tubulina.

Los parasitos obtenidos de la cavidad peritoneal tenian un tamano
uniforme de aproximadamente 3 y 4 mm de diametro, eran translicidos y
presentaban movilidad al ser observados al microscopio de diseccién. En el
caso de las gemas que se encontraron en varios de ellos, éstas se separaron
faciimente al lavar a los parasitos. Luego de su procesamiento, para la
extraccion de tubulina, se encontré que el homogenizado era una suspensién
blanquecina, la cual cambié de tonalidad a un color rosado durante algunas
fases de la extraccion y ello se asoci6 a los cambios debidos a la
polimerizacion de la tubulina. A lo largo de pasos de extraccion, se logrd hacer
la cuantificacion del contenido de proteina y se corroboré después de la
electrotransferencia de las proteinas a membranas de PVDF y su revelado con

los anticuerpos anti- tubulina alfa.

5.2. Separacion del enriquecido de tubulina.

Se efectlo una extraccion la cual es especifica para tubulinas como la
descrita por Lubega et al. en 1993 [53] y que estaba basada en la estabilizacién
de los MT por medio del taxol. También se probé el método descrito por
Shelanski et al. en 1973 [34].

Segun las evaluaciones electroforéticas, como la que se muestra en el
gel presentado en la figura 2, para cada uno de los pasos de extraccién se
presentd un patrén electroforético distinto (Figura 2, carriles 2-10); En el carril
2, correspondiente al extracto inicial, se observé la presencia de una banda de
alrededor de los 50 kDa (indicada con un asterisco). En el carril 3 y 4 se
observ6 que hubo desaparicién de varias bandas localizadas entre los 37 y 25
kDa y las situadas entre los 75 a 37 kDa se enriquecieron. Después de 17
pasos de procesamiento de las muestras (Figura 2, carril 5), en el intervalo de
75 a los 50 kDa hubo enriquecimiento de varias proteinas situadas en los
pesos moleculares de 150, 75, 50 y 40 kDa. En todos los carriles se trabaja con
concentraciones semejantes de proteina (830 pg) en los carriles 3 y 4 se

observa un ensanchamiento del carril ya que se tuvo que aumentar la cantidad
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de volumen para conseguir la concentracién deseada.
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Figura 2. Separacion electroforética del enriquecimiento de tubulina en muestras de
cisticercos. Después de la homogenizacién de los tejidos parasitarios en solucion
amortiguadora de PIPES pH 6.6 se procedié a enriquecer la fraccién de tubulina mediante
polimerizacion y despolimerizaciéon inducida por alteraciones de la temperatura de
procesamiento de muestras. Carriles 2-5 pasos del proceso de enriquecimiento para su
separacioén electroforética (30 ug de proteina/carril). En el carril 1 se muestran los marcadores
comerciales de peso molecular. El gel de poliacrilamida se tifio con azul de Coomassie y la
imagen se obtuvo mediante el fotodocumentador UVP y el paquete computacional Labworks.

En la figura 3 se muestra la comparacién de la separacion
electroforética, el proceso de enriquecimiento de la tubulina bajo las dos
técnicas de enriquecimiento empleadas: Lubega (Figura 3A, carriles 2 y 3) y
Shelanski (Figura 3A, carriles 4 y 5) y el reconocimiento del anticuerpo TU-02
contra tubulina alfa. En ambos casos hay un enriquecimiento de proteinas
localizadas al nivel de los 50 kDa (zona indicada en las figuras
correspondientes).Con ambas técnicas los extractos iniciales parecen ser
semejantes, en el caso de los enriquecimientos es la de Shelanski en donde
hay un mayor numero de bandas localizadas entre los 37 y 100 kDa y al nivel
de los 50 kDa se observa una banda. Esta banda se observa ligeramente bajo
la técnica de Lubega.

El analisis del reconocimiento del anticuerpo TU-02 por DAB, mostr6é que
en todos los casos hubo deteccion de tubulina alfa, en la de Lubega se
reconocieron dos bandas localizadas entre los 25 y los 37 kDa, mientras que
en el caso de Shelanski hubo a una banda localizada en los 50kDa. Hubo otras
bandas reconocidas en las muestras evaluadas, pero la reactividad del

anticuerpo fue menor para ellas.
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Figura 3. Evaluacion electroforética y de inmunoquimica del enriquecimiento de tubulina.
Para todos los casos se utilizaron 30 pg de proteina/carril. Figura A gel tefiido con Azul de
Coomassie. Figura B. Reactividad de las proteinas después de su tranferencia a membrana de
PVDF vy revelada con el anticuerpo TU-02 en presencia de DAB. En el carril 1 se observan
marcadores comerciales de peso molecular. En los carriles 2 y 3 se muestra el tratamiento con
la técnica de Lubega y en los carriles 4 y 5 con la técnica de Shelanski. En los carriles 2 y 4
estan los extractos iniciales y en los 3 y 5, los enriquecidos.

El revelado del reconocimiento del anticuerpo TU-02 mediante
quimioluminiscencia se muestra en la figura 4. A diferencia de lo observado en
la figura 3, en lo referente al revelado en presencia de la DAB, se encontrd que
la reactividad del anticuerpo es intensa hacia la tubulina localizada en
aproximadamente los 50 kDa de las muestras de los parasitos, sin embargo
para el caso de la muestra inicial hubo reactividad hacia otras bandas
localizadas al nivel de los 75 kDa y 30 kDa. En el enriquecido, carril 2, sélo
hubo reactividad a una banda de aproximadamente 50 kDa y una ligera
reactividad en una banda en 30 kDa. Segun las estimaciones del PM basada
en los marcadores el peso molecular obtenido es de 53 kDa. En el carril 4 se
muestra la reactividad a tubulina contenida en la muestra de testiculo de ratén
utilizado como control de reaccion.

La deteccién de las posibles isoformas reconocidas por el anticuerpo TU-
02, se muestra en la figura 5. Hubo reactividad positiva del anticuerpo TU-02 y
revelada por quimiluminiscencia varios puntos situados en los 50kDa. Estos
puntos se contaron en total de 11 y se localizaron dentro del intervalo de pH de
5.37 y 6.26 después de haber sido separados en tiras IPG NL de 3-10. Debido

a que bajo este sistema de separacién
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Figura 4. Evaluacién inmunoquimica de la tubulina alfa utilizando AcM TU-02. Revelado
mediante quimiluminiscencia. Carril 1, extracto inicial. Carril 2, extracto final. Carril 3,
marcadores de pesos moleculares. Carril 4, testiculo de raton. 30 ug de proteina/carril.

no se lograba distinguir la separacién de algunos puntos, y dado que ya se
sabia en que intervalo de pH estaban siendo detectadas con el AcM TU-02, se
intento su separacién en tiras de IPG de 7 cm con un intervalo de pH que
abarca los puntos encontrados y que se estim6 debia ser de intervalo lineal de
4 a 7. Se encontr6 que este procedimiento logré la mejor separacion de las
isoformas de tubulina alfa y se contabilizaron alrededor de 15 que se estimaron

con un intervalo de pH entre 4.84 y 6.69 como se muestra en la figura 6.

Todos los ensayos de isoelectroenfoque y separacion electroforética en
doble dimension se realizaron al menos 3 réplicas por cada experimento y la
estimacién del numero de isoformas se hizo en todos los experimentos. Las
figuras presentadas corresponden a geles y membranas de PVDF
seleccionadas de todos los experimentos.
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Figura 5. Evaluacion inmunoquimica de isoformas de tubulina reconocidas con AcM Tu-
02 en tiras IPG 3-10NL. Revelado mediante quimioluminiscencia de una muestra de fraccién
enriquecida separada por isoelectroenfoque en tiras IPG 3-10 NL de 18 cm con el anticuerpo
TU-02.
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Figura 6. Evaluacion inmunoquimica de isoformas de tubulina reconocidas con AcM TU-
02 en tiras IPG 4-7 L. Revelado mediante quimioluminiscencia de una muestra de fraccién
enriquecida separada por isoelectroenfoque en tiras IPG 4-7 L de 7 cm con el anticuerpo TU-
02. En el carril 1 se muestra la reactividad del anticuerpo a la tubulina de testiculo de ratén
utilizada como control positivo.

Los resultados obtenidos con la estimacién de los pl y el numero de isoformas
obtenidas en los experimentos se muestran en la tabla I. Para estos fines se
efectuaron célculos manuales de los valores de los puntos isoeléctricos, con
base a los nomogramas presentados en apéndice 8, de acuerdo a lo indicado

por el proveedor de las tiras IPG.

Tiras IPG 3-10 Tiras IPG 4-7
PM PM
NL L
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1 5.37 53 4.84 53.68
2 5.49 54 5.06 54 y 52
3 5.60 54 5.26 53.5
4 5.66 53 5.41 54
5 5.75 53 5.54 53.5
6 5.80 53 5.81 53.5
7 5.93 53 5.85 53.5
8 5.97 53 5.99 53.5
9 6.03 53 6.07 53.5
10 6.09 53 6.16 53.5
11 6.26 53 6.25 53.5
12 6.32 53.5
13 6.69 54
14 5.25 34.6
15 5.41 34

Tabla 1. Isoformas de tubulina alfa de cisticercos de T. crassiceps cepa ORF. Se
muestran los puntos isoeléctricos calculados para las isoformas de tubulina reconocidas por el
AcM TU-02 mostradas en las figuras 5 y 6.
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VI. Discusion de Resultados

Aunque las tubulinas han sido ampliamente estudiadas en organismos
eucariontes, poco se ha hecho al respecto en los céstodos y especificamente
en ténidos. Esto resulta contradictorio como se describi6 en la introduccion en
relacién al tratamiento de la neurocisticercosis, porque las tubulinas son
consideradas como blancos de farmacos cestocidas y los efectos positivos de
éstos farmacos son claros [44, 54] y al menos en T. solium no se conoce nada
de esta proteina.

En la presente tesis, debido a los problemas de la obtencién de material
suficiente para estudio de tubulinas y a la variabilidad con la que los parasitos
son obtenidos cuando existen infecciones naturales, se decidi6 utilizar el
modelo experimental de cisticercosis murina por T. crassiceps de la cepa ORF.
Se enlistan las ventajas encontradas en el modelo: Los parasitos en estudio
Unicamente se encuentran en la fase larvaria como cisticercos. Como no tienen
escoélex, no existe riesgo de que alcancen otro estadio parasitario intermedio
que pueda afectar los resultados de caracterizacion de tubulina para el estadio
en estudio. Al reproducirse asexualmente por gemacion son una fuente para
obtener cantidad suficiente de proteina e incluso es factible sincronizar la
infeccion.

El principal objetivo de la presente tesis, fue la identificacion de la
tubulina en extractos parasitarios, obedece a varias circunstancias: 1. La
caracterizacion bioquimica e inmunoquimica de las proteinas musculares
actina y miosina tipo Il en los mismos tipos de cisticercos, mostraron que los
parasitos expresan varias isoformas y en el caso de T. solium, parecen ser
expresadas diferencialmente dependiendo del estadio de desarrollo de los
parasitos [22, 24, 25, 55]. Por lo cual si se utilizaban estrategias similares de
caracterizacion se obtendrian resultados equivalentes. Al dia de hoy no hay
estudios relacionados con tubulina en ténidos y se pens6 que los resultados
serian novedosos para conocer mas acerca de la biologia celular de los
parasitos. 2. Mediante la técnica de inmunohistoquimica se ha caracterizado la
tubulina alfa con el uso de anticuerpos monoclonales comerciales anti tubulina

en tejidos de cisticercos de T. solium y en los de T. crassiceps de la cepa ORF
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[387, 38, 56] por ello se decidié utilizar el anticuerpo monoclonal TU-02, ya que
este anticuerpo reconocia a la tubulina alfa en el parasito a estudiar. Se prob6
este anticuerpo contra extractos recuperados de los parasitos con el objetivo de
detectar la proteina. Con la experiencia adquirida en la aplicacion del
isoelectroenfoque y la doble dimension en geles de poliacrilamida para
identificacién de las isoformas de actina [22], podrian detectarse isoformas de
tubulina alfa reconocidas en los tejidos. 3. Los sitios reconocidos por el
anticuerpo a utilizar en los tejidos de los parasitos segun marcajes
fluorescentes son a nivel del tegumento sincicial continuo y a nivel de los
penachos ciliares dentro de las células flama de gusanos invaginados. La
expresion intensa de tubulina en estos sitios se debe a que es donde se lleva el
proceso de internalizacién de los nutrientes [47], este proceso de endocitosis
requiere que las vesiculas con los nutrientes se desplacen a lo largo del MT [1].
4. Al ser la tubulina una de las proteinas mas complejas de aislar porque los
polimeros son inestables y requieren condiciones especiales durante su
obtencién [34]. Se plante6 utilizar el modelo experimental de cisticercosis
murina montado en el laboratorio para contar con una cantidad suficiente de
proteina para los experimentos. 5. Los cisticercos del modelo murino se han
considerado como un modelo adecuado para el estudio de farmacos que
podrian danar a los cisticercos de T. solium [44, 57] y en los que se demostro
que con el tratamiento in vitro de albendazol los cisticercos resultan dafados
en las estructuras tisulares [44] en las que hay una elevada expresion de
tubulina alfa y lo cual puede ser evidencia indirecta de que los MT resultan
alterados por el tratamiento de derivados de el bencimidazol como ya habia
sido establecido desde hace tiempo[48, 58] y como se establecié para los
cisticercos de T. crassiceps cepa ORF [57].

El primer paso consistié en la evaluacion electroforética de los extractos
obtenidos bajo los ciclos de polimerizacién y despolimerizacion con base a la
temperatura [52] como se muestra en la figura 2. Los pasos incluidos es
cuando la proteina se encuentra polimerizada. En la cita original se establece
que bajo las condiciones de inducciéon a la despolimerizacion a 4°C, su
polimerizacion a 37°C y estabilizacion de los polimeros por la adicion de taxol
(un agente estabilizador de MT el cual tiene la propiedad de unirse

especificamente a tubulina beta [6, 7]) se permiten el enriquecimiento de los
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MT vy la tubulina. En los resultados que se obtuvieron se consider6 que debido
al enriquecimiento aparente de las proteinas situadas entre los 75 y 50 kDa,
dentro de las ellas podria estar la tubulina. Esto se confirm6é con la
inmunodeteccién de la tubulina con el AcM TU-02 y se mostrd en la figura 3B
en los carriles 2 y 3. Sin embargo, al comparar bajo el mismo tipo de ensayo a
la tubulina enriquecida bajo las condiciones de la técnica de Shelanski, se
encontrdé que aparentemente hubo una mejor recuperacion de la tubulina bajo
esta ultima técnica. En la figura 3B (carriles 4 y 5), bajo las condiciones
descritas por Shelanski, la cual es una estrategia en la que se evita el uso del
taxol y hace uso de un mayor numero de ciclos de polimerizacion vy
despolimerizacién dependientes de temperatura, asi como el empleo de
sacarosa [34], estas condiciones preservan mejor a la tubulina y por ello
disminuye la reactividad con otras bandas de menor peso molecular.

De acuerdo a la figura 4, el proceso de extraccién permitid la obtencion
de un enriquecido de tubulina. Aun cuando se obtiene tubulina bajo la técnica
de Lubega, la forma de extraccion podria haber generado condiciones que
favorecieron la degradacion de la tubulina, por lo cual se detectaron bandas
situadas alrededor de los 35 kDa. En la identificacion de tubulinas de
Leishmania mexicana mediante espectrometria de masas posterior a la
separacion electroforética por geles bidimensionales, se mostré que ademas de
la tubulina completa es posible encontrar fragmentos de tubulina, tanto alfa (28
kDa) como tubulina beta (27 y 18 kDa) [59]. Es posible que el tipo de
tratamiento de las muestras favorezca que las tubulinas (por ser proteinas muy
labiles) se autodegraden y se les encuentre con pesos moleculares menores.
En estudios realizados por Mandelkow et al. en 1985 [60] se demostrd que la
tubulina de cerebro de cerdo, obtenida por ciclos de polimerizacion y
despolimerizacibn en presencia de temperatura, es susceptible de
autodegradarse en funcion del tiempo. Después de 120 min, se generan
fragmentos de 42, 36, 31, 23, 19, 17 y 13 kDa como se pudo haber dado en la
tubulina de cisticercos de T. crassiceps y que se mostr6 en la figura 2, 3 y 4.

La confirmacién de que es tubulina alfa lo reconocido por TU-02 en los
extractos enriquecidos mostrados en la figura 3B, se observa por la
comparacién con lo detectado en la muestra de testiculo de ratén considerada

como un control positivo para la tubulina y que se muestra en la figura 4. Se
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utilizod testiculo de raton porque se sabe que hay una alta cantidad de tubulina
en estos tejidos en donde se observa el reconocimiento del AcM TU-02 como
se mostro en la figura 4 en elcarril 4 [61]. EI PM calculado para la tubulina alfa
de los cisticercos de T. crassiceps es de 53 kDa y aparentemente la cantidad
de tubulina es menor que la que estaba presente en la muestra control o bien
dado que el AcM se preparé contra tubulina de ratén, hay un mayor nimero de
determinantes antigénicos en esta especie que en la de los parasitos.

El uso de anticuerpos con fines de reconocimiento de isoformas
de proteinas del citoesqueleto no es nuevo [62, 63], en el grupo de
investigacién en el que se llevd a cabo la presente tesis se ha utilizado esta
estrategia para detectar diferentes isoformas de actina separadas mediante
geles bidimensionales [22]. El que los anticuerpos reconozcan varias formas de
una misma proteina esta relacionado con el hecho de que en todas ellas existe
un epitopo comun con el anticuerpo que reacciona; TU-02, segun el fabricante,
es una clona murina producida en contra de los aminoacidos 1-451 que
representan a toda la longitud de la tubulina alfa de origen porcina y la cual se
recomienda para detectar a esta tubulina en ratén, rata, humano y cerdos. Se
considera como un anticuerpo control para la deteccién de RNA mensajeros de
tubulina alfa en diferentes tipos de lisados celulares. No existe descripcion del
fabricante acerca de cudl es la composicion exacta de aminoacidos
reconocidos por el TU-02. Por la reactividad del AcM TU-02 hacia la tubulina de
cisticercos de T. crassiceps de la cepa ORF (Figuras 3By 4) y lo
que describe el fabricante, debe existir una secuencia de aminoacidos
semejante con la correspondiente en la tubulina de testiculo de ratén.

Desde que se implementd el uso de los geles bidimensionales como una
técnica que permite caracterizar todas las proteinas desde una mezcla
compleja, se establecio su utilidad para separacion de isoformas de proteinas
con base a las diferencias en sus puntos isoeléctricos [64]. Esto se debe a que
se apoya en 2 herramientas para la separaciéon de las proteinas como es el
isoelectroenfoque y la separacion electroforética en geles de poliacrilamida.
Estas técnicas se consideran parte del andlisis proteomico. El
isoelectroenfoque de las proteinas con base a su punto isoeléctrico, es una
propiedad exclusiva de cada proteina por su composicion de aminoacidos. Se

debe a que las proteinas se mueven de forma distinta en gradientes de pH
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definidos [63-65]), también se asocian estos movimientos al PM de la proteina
y se convierte en una caracteristica exclusiva de las proteinas. Por esto es una
forma de lograr su identificacion antes de que se llegue a la determinacion de
su secuencia completa de aminoacidos [66]. Se puede distinguir una isoforma
que tenga una variacién de un sélo aminoacido con respecto a otra por esta
técnica y si las isoformas tienen determinantes antigénicos comunes, éstos
pueden ser hechos reaccionar con anticuerpos especificos [63].

La electroforesis bidimensional se ha utilizado de manera frecuente para
el estudio de proteinas en diferentes parésitos como S. mansoni, en donde se
han hecho comparaciones de los proteomas entre etapas de desarrollo del
parasito [67]; en Schistosoma bovis se han comparados los proteomas del
tegumento de hembras y machos, asi como de productos de secrecion y
proteinas del tegumento [68]; en Plasmodium falciparum se ha logrado
diferenciar la presencia de proteinas de diferentes etapas del parasito dentro
del vector [69] y se han establecido diferencias entre las proteinas del huésped
y las del parasito [70, 71] y en el caso de Leishmania donovani se han logrado
hacer deteccion de modificaciones postranduccionales durante la diferenciacion
de los parasitos por espectrometria de masas [72].

En lo que se refiere a la caracterizacion de tubulina, se ha estudiado
ampliamente en nematodos y trematodos; pos estudiso se han hecho en
algunos cestodos como Hymenolepis diminuta, E. granulosus 'y E.
multilocularis [16, 73, 74]. En estos parasitos se ha intentado el abordaje de
aspectos gendmicos, bioquimicos, histoquimicos e incluso, en el caso de E.
granulosus y E. multilocularis, se ha buscado evaluar a la tubulina como
proteina blanco de bencimidazoles [16, 75]. A través de estudios proteémicos
se ha identificado tubulina en diversos parasitos como Leishmania, T. cruzi, T.
brucei y Giardia lamblia [76-80] y en todos los casos se ha identificado una
mayor cantidad de proteinas a las esperadas. En el presente trabajo de
investigacién, mediante IEF en tiras de IPG y separaciones electroforéticas en
segunda dimension en geles de poliacrilamida, combinadas con
inmunoelectrotransferencia, se logrd la identificacién de varias isoformas de
tubulina alfa como se muestra en las figuras 5, 6 y se presentan los puntos
isoeléctricos en la tabla |I. El AcM TU-02 mostré tener capacidad de

reconocimiento de la tubulina alfa y sus isoformas en los parasitos de estudio.
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Con base a las figuras 5 y 6 se identificaron 15 isoformas, cuando la
separacién de las proteinas se hizo con tiras IPG de 3-10 NL se encontraron
11, mientras que al emplear tiras IPG 4-7 L se encontraron 15 y lo cual debe
estar relacionado con la capacidad de resolucion al utilizar este ultimo tipo de
tiras. Aln siendo tiras de menor tamano (7 cm) se logré incrementar la
resolucidon de la separacién de las proteinas debido a que se ampli6 la ventana
de pH y se obtuvieron 13 isoformas de PM de 53 kDa, mientras que se
observé, usando estas mismas tiras, dos isoformas de PM menor de 37 kDa.
Estas ultimas, de acuerdo a lo descrito anteriormente, podrian tratarse de
isoformas producto de la degradacion de la tubulina alfa por el tratamiento
seqguido y las cuales fueron reveladas por el tiempo de exposicién durante el
revelado de las placas utilizadas. La identificacion de las isoformas se logrd por
el empleo del paquete computacional PDQuest. El calculo del pl de las
isoformas presentada en la tabla I, se realiz6 manualmente considerando los
parametros que el fabricante indicé.

La determinacion de los valores experimentales de pl de las isoformas
de tubulina de los cisticercos que se situ6 en el intervalo de 4.84 y 6.69 bajo el
analisis con tiras IPG 4-7 L (ver tabla |) aparentemente corresponden con lo
calculado teéricamente. Los pl se encuentran en el intervalo de 4.92 a 5.18 y
se calcularon con el programa PM/pl Tool
(http://au.expasy.org/tools/pi tool.html). Para el nematodo C. elegans vy lo cual

se pudo efectuar porque existe apertura al genoma del parasito. Los valores
experimentales obtenidos en la presente tesis se encuentren dentro de los
intervalos de pl esperados para las tubulinas, sin tomar en cuenta que varias
de las tubulinas alfa identificadas podrian haber sufrido algun tipo de
modificacion postransduccional.  Segun los resultados cabe esperar la
posibilidad de que existan mas de cinco genes que codifiquen para las
tubulinas alfa en los cisticercos de T. crassiceps de la cepa ORF y sélo hasta
que se haya establecido el genoma respectivo podra aclararse. Una alternativa
a ello podria contar con el genoma de T. solium, en el que mediante el uso de
secuencias marcadas y expresadas (del ingles “expressed sequence target
reads” o EST’s) [81]. Se han identificado regiones de genes que codifican para
proteinas del citoesqueleto y dentro de ellas se encuentran los genes de

tubulina de los cuales aun se desconocen las secuencias génicas, el nimero

32



de genes y las posibles isoformas de los mismos que codifiquen para estas
proteinas. En F. hepatica un helminto cercano a los céstodos, se conoce que
existen por lo menos 4 genes de tubulina alfa y 3 de tubulina beta mediante la
estrategia de analisis por EST’s, se encontrd una quinta isoforma de tubulina
alfa, asi como 3 isoformas mas de tubulina beta [15].

El numero de isoformas de tubulina encontradas en el presente proyecto
de tesis parece correlacionarse con lo reportado para el nematodo
Caenorhabditis elegans en el que se encontraron 9 genes que pueden codificar
a la proteina, aunque en otros parasitos como Onchocerca volvulus y H.
contortus sélo se ha descrito una isoforma [82, 83]. En trematodos, como S.
mansoni se han identificado 2 isoformas, mientras que en F. hepatica se han
propuesto que podrian existir entre 5 y 6 isoformas, correspondientes a los
genes de tubulinas alfa y beta [15] los cuales aun quedan por ser demostrados.
En céstodos, sb6lo se ha identificado una forma de tubulina tanto en
Hymenolepis diminuta como en Spirometra erinaceieuropaéei.

La contribucién importante de la presente tesis, es que por primera vez
se demuestra que hay un niumero mayor de isoformas para la tubulina alfa de
cisticercos de T. crassiceps. No es extrafo que exista un niumero tan amplio de
isoformas de un solo tipo de tubulina, como se describié anteriormente. Se ha
establecido que hay varias isoformas tanto para la tubulina alfa como para la
beta como lo encontrado en cerebro de cerdo para el que se demostrado la
existencia de alrededor de 20 isoformas [14, 17, 26]. Una de las causas por las
que en los metazoarios exista una amplia cantidad de isoformas, se podria
deber a que en los organismos hay mas de un gen con capacidad de
codificacion para la proteina [10, 14, 84, 85] para cada una de las proteinas
que se expresen podria existir un proceso de alteracion de su expresién debido
a cambios inducidos por modificaciones postransduccionales con lo cual
aumentaria la cantidad de proteinas expresadas [86, 87]. Estas modificaciones
que sufren las proteinas pueden dar lugar a que desempefien funciones
especificas [88] y pueden ser condicionantes para que se diversifiquen las
tubulinas; en el caso de la tubulina alfa se ha propuesto que las modificaciones
que sufre la proteina puede permitir una dinamica diferente entre el ensamble
de los microtubulos y la morfogénesis. Una de las mas grandes ventajas de

que las proteinas hayan sufrido modificaciones de tipo postransduccional es el
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hecho de que estos cambios pueden ser empleados para generar anticuerpos
especificos en contra de las proteinas y con ello se puede lograr la
identificacibn de diferentes formas modificadas de las tubulinas.
Recientemente, la introduccion del analisis de la determinacién de la secuencia
de aminoacidos mediante espectrometria de masas ha permitido establecer
otra forma de determinar si una proteina ha sufrido alguna modificacién
postransduccional [62, 89].

Para tubulina alfa se ha demostrado que los cambios significativos se
deben a modificaciones postransduccionales [26]. Entre ellos destacan las
tirosinaciones y las acetilaciones: Tirosinaciones. Se deben a la adicién de
residuos de tirosina en los extremos carboxi-terminales lo cual produce
microtUbulos estables para la formacion de flagelos, cilios primarios, centriolos
y bandas marginales. Acetilaciones. Este tipo de modificaciones producen
cambios en la morfogénesis de los flagelos de Chlamydomonas, asi como la
formacion de MT morfolégicamente distintos y que se han detectado en el
citoplasma de ceélulas diversas. Este tipo de modificaciones en tubulinas
parecen generar mayor estabilidad de los MT frente a procesos de
despolimerizacién inducida por farmacos pero no por temperatura fria. De
acuerdo a esto, cabria la posibilidad de que por los resultados observados en la
presente tesis, en la que bajo el enriquecimiento con la técnica de Lubega (que
incluye taxol y un menor numero de eventos de polimerizaciéon y
despolimerizacion) se haya inducido a una mayor degradacion de la tubulina
alfa de cisticercos de T. crassiceps, en comparacion con lo obtenido bajo la
técnica de Shelanski, y lo cual pueda estar relacionado con caracteristicas
especificas de los MT formados por la tubulina alfa de estos parasitos.

Recientemente, para las tubulinas, se han establecido que existen mas
variaciones de las proteinas por modificaciones postransduccionales como las
palmitoilaciones, fosforilaciones, poliglutamilaciones y poliglicilaciones, lo cual
es un claro ejemplo de la gran variedad de isoformas de proteinas que se estan
expresando en los parasitos.

El efecto de farmacos cestocidas, basados en las moléculas del
bencimidazol y en las cuales su blanco farmacolégico son las tubulinas
Unicamente tienen efecto sobre las tubulinas de los parasitos y no en la de sus

hospederos. Dependiendo del tipo de tubulina de los parasitos, el efecto de
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este tipo de farmacos es distinto como lo muestra el triclabendazol que sélo es
efectivo en contra del trematodo F. hepatica [90].

Las isoformas de tubulina alfa encontradas para los cisticercos de T.
crassiceps podrian tener actividades especificas en funcion de los sitios en las
que se les encuentre; aunque como se comenté hay evidencias de que el AcM
TU-02 reacciona con tubulinas alfa que se encuentran en el tegumento sincicial
y en las células flama. Con los presentes resultados no hay evidencia alguna
de que tipo de isoformas se encuentren en que region de los parasitos y cabria
la posibilidad de que ello pudiera ser aclarado luego de que se hiciera un
aislamiento e identificacién de las mismas isoformas, con el mismo anticuerpo,
en las que se hayan analizado diferentes partes de los tejidos de los parasitos.
Una de las alternativas al respecto podria ser la obtencién de células flama de
los cisticercos, la identificacion y la cuantificacion de los niveles de expresion
de las isoformas de las tubulinas de estas células mediante el analisis
protedmico empleado en el presente trabajo de tesis.

Como resultado de lo obtenido aqui se vislumbran nuevas vias para el
desarrollo de farmacos selectivos con base a lo que se conoce. Por ejemplo, el
conocimiento de expresion diferencial de isoformas de tubulina podria tener
aplicacion tanto en el redisefo o disefio de farmacos antiparasitarios que se
usan en contra de estos parasitos. Como se ha indicado, la tubulina es un
blanco para el tratamiento de las enfermedades producidas por T. solium, pero
la selectividad de los farmacos en contra de esta proteina podrian estar en
funcion de la expresion diferencial de isoformas dependiente del estadio de
desarrollo de los parasitos y de los sitios de ataque por dichas sustancias. Se
ha planteado que el uso no controlado de este tipo de farmacos, como en el
caso de la cisticercosis cerebral debida a T. solium, es posible que se
complique por la resistencia que los parasitos presentan al uso del albendazol
[45] y con esto se disminuye la efectividad de su uso. Por esta razon, es
necesario encontrar alternativas para el tratamiento terapéutico que incluya el
desarrollo de farmacos cestocidas con base al disefio racional de farmacos, el
uso de combinaciones de farmacos o nuevas formulaciones [45] y en las que
las tubulinas, sean el blanco de ataque. Posterior a esto, sera posible optimizar
la dosis, eficacia y especificidad de las moléculas contra los parasitos. Una de

las alternativas para lograr estos fines seria el empleo de la quimica medicinal
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para el diseno o redisefio de sustancias farmacoldgicas, la cual en conjunto con
los conocimientos de la biologia celular y fisiologia de los parasitos permitiria,
asociados a la parasitologia la genoémica y la protedmica, el desarrollo de
nuevos o mejores farmacos cestocidas como ha sido establecido para el
control de las enfermedades producidos por helmintos [49].

Para aprovechar lo que se ha descrito para las estrategias planteadas
para el desarrollo de farmacos antiparasitarios, es clara la necesidad de
conocer la estructura, la composicién y la expresiébn de las proteinas
consideradas como blancos farmacoldgicos. Las tubulinas forman parte de
familias multigénicas que codifican a varias proteinas, lo cual implica la
expresion de multiples isoformas en las que estan incluidas las modificaciones
postransduccionales. Si estas modificaciones otorgan especificidad a las
proteinas involucradas, las cuales pueden ser modificadas por el medio en el
que se encuentren o por otras proteinas con las que interaccionen, ello debe

de ser considerado al momento de evaluar la interaccion proteina-farmaco.
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VII. Conclusiones

La cisticercosis experimental murina es un modelo adecuado para estudiar la
expresion de tubulinas en la fase larvaria de estos parasitos. Debido a que este tipo de
cisticercos son muy semejantes a los de T. solium, ello representa una oportunidad de
explorar lo que podria tener en la importancia biolégica de estos parasitos y que ello
incida en el conocimiento de su biologia celular y su fisiologia.

La obtencién de enriquecidos de tubulina de cisticercos mediante ciclos de
polimerizacién y despolimerizacidn muestra que es posible enriquecer la proteina desde
los tejidos parasitarios, pero que las proteinas presentan ciertas caracteristicas
biolégicas que pueden producir que se degrade durante su tratamiento.

El anticuerpo monoclonal comercial TU-02, en combinaciéon con el andlisis
electroforético bidimensional y la inmunoquimica, mostré ser adecuado para lograr la
identificacion y determinacion del punto isoeléctrico de las isoformas de tubulina alfa de
cisticercos de T. crassiceps cepa ORF.

Los cisticercos de T. crassiceps de la cepa ORF, recuperados a los 4 meses de
infeccién, presentan 13 isoformas completas y 2 fragmentos de isoformas de tubulina
alfa reconocidas por los AcM TU-02. Estas isoformas tienen valores de pl calculados
experimentalmente semejantes a las obtenidas te6ricamente para nematodos.

Cabria la posibilidad de que existan mas de 5 genes que codifiquen para
isoformas distintas de tubulina alfa de cisticercos de T. crassiceps de la cepa ORF y
que otras mas se expresen debido a modificaciones postransduccionales que se
puedan dar en los parasitos.

Cabria la posibilidad de que el efecto del albendazol, sobre la polimerizacién de
tubulinas de cisticercos de T. crassiceps de la cepa ORF, esté relacionado con alguna

de las isoformas tubulinas alfa detectadas en el presente proyecto de tesis.
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VIIl. Perspectivas

Es necesario continuar con el analisis de las caracteristicas bioquimicas,
inmunoquimicas y genémicas de las tubulinas de los parasitos en estudio para
definir sus propiedades bioldgicas en los parasitos, asi como continuar con los
estudios protedmicos que permitan establecer los valores reales de su punto
isoeléctrico, peso molecular, composicion de aminoacidos y de modificacion
postransduccional que hayan sufrido durante su expresion. Con la identificacion
de que existen varias isoformas de tubulinas alfa es necesario establecer el
numero de genes que las codifican, asi como determinar cuédles de ellas
pueden sufrir modificaciones postransduccionales, la importancia podria tener
ello para la fisiologia de los parasitos y la importancia de ello en la relacién
huésped-parasito

La evaluacion por andlisis protedmico de la expresién de isoformas de
tubulinas en funcion del tratamiento con farmacos como los derivados de
bencimidazoles, entre los que se incluye al sulfoxido de albendazol y
sustancias con potencial antiparasitario, permitira definir cudles de ellas
resultan afectadas por el tratamiento. Comprobar que el blanco de las
moléculas derivadas de los bencimidazoles es una de las isoformas de la

tubulina y lo cual seria adicional a lo reportado desde hace mas de 20 afnos.
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X. Apéndices

Apéndice 1 Soluciones utilizadas

Soluciéon PEM. Solucién amortiguadora PIPES 100 mM pH 6.6, MgCl> 1 mM, EGTA 1
mM, EDTA 0.1 mM, DTT 1 mM, GTP 0.1M

Solucién PIPES. Solucién amortiguada PIPES 100 mM. 0.452 g de PIPES en 15 mL de
agua 18.2 Q

SSAF. Solucién salina fisiolégica amortiguada de fosfatos pH 7.2

MgCl, 100 mM. 0.0101g en 0.5 mL de agua 18.2 Q

EGTA 100 mM. 0.019g en 0.5 mL de agua 18.2 Q

EDTA 100 mM. 0.018g en 0.5 mL de agua 18.2 Q

GTP 200 mM (Guanosine-5’triphosphate Sigma). 0.0418g en 0.4 mL de agua 18.2 Q
DTT 100 mM (Ditiotreitol Amersham Biosciences). 0.0077g en 0.5 mL de agua 18.2 Q
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Apéndice 2. Cuantificacion de proteinas.

La técnica empleada se hizo de acuerdo a lo establecido en el Estuche DC (Bio-Rad
DC Protein Assay):

La curva patron se prepara a partir de una solucion stock de 10 mg/mL de albumina
sérica bovina fraccion V (Sigma) a las siguientes concentraciones 0, 0.5, 1, 2, 3, 5
mg/mL. La albumina sérica se diluye en el mismo buffer que la muestra a cuantificar.

Se prepara el reactivo de trabajo (A’) a razén de 20 uL del reactivo S por cada mL de
reactivo A. Posteriormente, en una placa de 96 pozos se adicionan por duplicado 5 puL
por pozo cada una de las concentraciones de la curva estandar y por triplicado 5 pL por
pozo de cada una de los experimentos a cuantificar. Se agregan 25 uL de reactivo A’ en
cada pozo y finalmente, se agregan 200 pL de reactivo B en cada pozo. La placa se
agita para mezclar los reactivos.

La reaccion se deja reposar 15 min. Finalmente se mide absorbancia a 750 nm.

El mezclado de los reactivos. Para favorecer la reaccidén se dejan reposando durante 15

min. Finalmente se miden los valores de absorbancia a 750 nm.

Reactivo A: Solucion alcalina de tartrato de cobre.

Reactivo B: Reactivo de Folin diluido (mezcla).

Reactivo S: Detergente SDS.

Reactivo A’: 20 pulL reactivo S + 1 mL reactivo A (se debe preparar en el momento de

usarse)
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Apéndice 3. Electroforesis en una dimensién en gel de poliacrilamida.

Geles de poliacrilamida al 10% con 0.1 % de SDS, de 8 x 5.5 cm camara Mini Protean 3
Cell fuente Power-Pack 3000 de Bio-Rad.

Preparacion de geles

Se prepararon por separado las mezclas del gel separador y concentrador como se
indica en al tabla 1.

Se depositd primero el gel separador y al polimerizar la solucién conencentradora al 4%

se coloca el peine.

Gel Gel
Soluciones

concentrador | separador
Concentracién del gel 4% 10%
Acrilamida-Bisacrilamida

1.33 mL 10 mL
30%
Tris- HCI 0.5 M pH 6.8 25mL |-
Tris-HCI1.5MpH88 |- 7.5 mL
SDS 10% 100 uL 300 puL
H.O 18.2 6.1 mL 12.05 mL

Adicionar hasta el momento de hacer el gel

TEMED 10 uL 15 ulL
PSA 10% 50 uL 150 uL

Tabla 1. Soluciones requeridas para la preparacién de los geles de poliacrilamida (4 mini-geles).

El proceso indicado a continuacion esta basado en el uso de una camara para
electroforesis Mini Protean 3 Cell (Bio-Rad), una fuente de poder Power-Pack 3000
(Bio-Rad) y los accesorios recomendados por el fabricante. La preparacion de geles se
realiz6 de acuerdo a lo descrito por Laemmli 1970 [91].
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Apéndice 4. Tincion de proteinas en geles de poliacrilamida por Azul de

Coomassie R-350.

Preparacién

Una tableta de Azul de Coomassie Phasta Gel se disuelve en 80 mL de agua destilada
en agitacion, se agregan 120 mL de metanol, se agita hasta lograr la solubilizacién total
del colorante. Se filtra la solucién y se mezcla en proporcién 1:1 con una solucién de

acido aceético al 20% en agua destilada.

Tincion.

El gel se lava con agua destilada durante 1 min y se incuba en el colorante durante 1
hora. Posteriormente se retira la solucién del colorante y se procede a quitar el exceso
de colorante al destefir en una solucion de metanol al 50% y acido acético al 10% en

agua destilada.
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Apéndice 5. Isoelectroenfoque.

El proceso se siguié de acuerdo a las instrucciones recomendadas por el fabricante (2-
D Electrophoresis Principles and Methods). Se utilizé el equipo Protean IEF (Bio-Rad).

Primera dimensién

A) Seleccion de tiras IPG. Se emplearon tiras de Amersham Biosciences de dos
tamanos diferentes: de 7 y 18 cm con diferentes intervalos de gradiente de pH: de 3 a

10 no lineal y de 4 a 7 lineal

B) Rehidratacion de tiras IPG. La rehidratacion se efectu6 de la misma manera para
ambos tipos de tiras, lo que varia es el volumen final. Para la tira de 7 cm el volumen
fue de 125 pL con 50 ug de proteina y para la tira de 18 cm el volumen fue de 350 pL
con ug de proteina. Como primer paso las charolas de rehidratacién se lavaron con
extran al 2%, se nivelaron y en ellas se depositoé la mezcla de rehidratacion. La mezcla
contenia la proteina, 8 M de Urea 2% de CHAPS, DTT 1.3 %, el anfolito
correspondiente a la tira empleada al 0.2 % y azul de bromofenol al 0.002%.
Posteriormente se colocaron las tiras con la cara y se adicion6 1 mL de aceite mineral
por carril para la tira de 7cmy 3 mL para la tira de 18 cm.

Se incubd durante 14 horas a TA.

C) Isoelectroenfoque. En la charola de corrimiento de Isoelectroenfoque se colocaron 2
puentes de papel filtro humedecidos con agua desionizada 18.2 Q por carril sobre cada
uno de los electrodos y se paso la tira a esta charola. El gel quedé en contacto con los
puentes humedos y se cubrié con 1 0 3 mL de aceite minera y se programé el IEF Cell
dependiendo del tamafo de las tiras empleadas como se muestra en la tabla siguiente:
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Tipo de tira de
isoelectroenfoque
(IEE) Tira IPG (cm)

Longitud 7 cm de 4-7 pH

Longitud 18 cm de 3-10 NL

Condiciones de Voltaje | Tiempo Pendiente | Voltaje | Tiempo Pendiente

corrimiento (V/hr) (min) del voltaje | (V/hr) (min) del voltaje

Paso 1 250 20 Lineal 250 20 Lineal

Paso 2 4,000 120 Lineal 10,000 | 150 Lineal

Paso 3 4,000 10,000 Répido 10,000 | 40,000 Répido
V/Hr

Con 50 pA por tira a una temperatura de 20°C.
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Apéndice 6. Electroforesis en doble dimensién en gel de poliacrilamida.

Dado el tamafo de las tiras empleadas, se emplearon dos equipos con sistemas de
electroforesis de doble dimension diferentes: uno vertical y otro horizontal.

Segunda dimension Vertical para tiras IPG de 7 cm de largo. Transcurrido el
isoelectroenfoque, las tiras se incubaron 15 min en agitacién y a TA en 5 mL de
solucién amortiguadora de equilibrio compuesta de Urea 6M, glicerol al 30%, SDS 2%
solubilizados en Tris-HCI 1.5 M a pH 9.8 y complementada con 50 mg de DTT en 10
mL, transcurrido el tiempo las tiras se colocaron en otro tubo de ensaye que contenia 5
mL de una solucion amortiguadora de equilibrio complementada con 125 mg de
iodoacetamida (IAA) y se incubaron durante 15 min bajo agitacion continua. Finalmente,
las tiras se enjuagaron con agua desionizada de 18.2 Q y éstas se colocaron sobre
geles de poliacrilamida en gradiente de 4 a 12% prehechos (NUPAGE Novex 4-12%
Bis-Tris 200 M, Invitrogen). Los cuales previamente se colocaron en una cdmara de
electroforesis XCell Sure Lock Mini-Cell (Invitrogen). La orientacién para colocar las
tiras se hizo de tal forma que el catodo estuviera junto al carril utilizado para los
marcadores de peso molecular Precision Plus Protein Prestained Standards (Bio-Rad).
La tira se fij6 con 200 uL de agarosa al 0.5%. Se utilizaron como controles 3uL de
marcadores de peso molecular Precision Plus Protein Prestained Standards (Bio-Rad).
También se utilizd solucidén de extracto crudo de testiculo de ratdn diluida en la solucion
amortiguadora de corrida.

Posteriormente, la separacion electroforética se realiz6 en presencia de una solucién
amortiguadora de corrida a 200 V por 40min. Finalmente, los geles se pusieron en

contacto directo con membranas de PVDF para electrotransferir las proteinas.

Segunda dimension Horizontal para tiras IPG de 18 cm de largo. El proceso se
siguidé de la misma manera solamente cambio el volumen de la solucion de equilibrio
que fue de 10 mL por incubacion. El equipo empleado fue un Multiphor Il (Amersham
Biosciences). Las tiras se colocaron directamente sobre el gel de poliacrilamida descrito
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en el apéndice 6. Los geles se encontraban adheridos a placas de acetato, los cuales
se habian colocado sobre una placa de enfriamiento de ceramica del equipo con 4.5 mL
de aceite mineral. Para cerrar el circuito, por debajo de cada extremo de la tira, se
colocaron puentes de papel filtro humedecidos con agua desionizada 18.2 Q. Para
separacion electroforética, se colocaron las soluciones amortiguadoras en gel y, sobre
los carriles libres a los lados de los extremos de las tiras de IPG, se colocaron 7 ulL de
marcadores de peso molecular pretefiidos. La separacion electroforética se llevé a cabo
en 2 pasos: En el primero se utilizaron condiciones de 125V, 20 mA y 20 W durante 40
min. En el segundo se utilizaron condiciones de 600 V, 40 mA, 40 W durante 105 min,
tiempo en el cual el frente de los marcadores tenidos llegd al &nodo. Posteriormente, al
finalizar la separacién electroforética, los geles con las proteinas se separaron
cuidadosamente desde las placas de acetato mediante el accesorio Film remover
(Amersham Biosciences).
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Apéndice 7 Electrotransferencia e inmunoquimica.

Los geles corridos se transfirieron a membranas de PVDF (Millipore). Las
membranas fueron previamente activadas con metanol y colocadas en el equipo segun
recomendaciones del fabricante. El equipo que se utilizd fue una camara de
transferencia semiseca Trans-Blot SD (Bio-Rad) a condiciones de 15 V durante 30
minutos. Posteriormente las membranas se incubaron en agitacion por 1 hr a TA en una
solucién amortiguadora de bloqueo constituida por 2% de albumina sérica bovina en
solucion salina balanceada con Tween 20 al 0.3%. Se lavé con SSAF y Tween 20 al
0.3% durante 5 minutos cada lavado y se repitié 3 veces. Las membranas se incubaron
a TA durante 1 hora en agitacion con el anticuerpo primario anti- tubulina alfa comercial
(TU-02, Santa Cruz) diluido (1:1000) en solucion de bloqueo. Las membranas se
lavaron nuevamente en SSAF con Tween 20 al 0.3%. El siguiente paso fue incubar en
presencia del anticuerpo secundario anti- IgG de ratéon conjugado a peroxidasa de
rabano (Zymed) diluido 1:1000 en solucién de bloqueo por 1 hora a TA en agitacion. Al
terminar se lavé 3 veces con SSAF con Tween 20 y se lavo 3 veces mas con SSAF
unicamente. El reconocimiento antigeno-anticuerpo se revel6 mediante la reaccion
enzimatica de la peroxidasa, se uso 3,3-diaminobencidina tetrahidrocloruro (DAB) como
sustrato, en presencia de H2O; al 30%. La reaccion de revelado se detuvo por la adicidén
de H,O destilada. Las membranas reveladas se secaron y se levaron al equipo
fotodocumentador para la obtencion de las imagenes y analisis de las mismas.

De proteinas separadas electroforéticamente en geles unidimensionales.
Las proteinas separadas se transfirieron a las membranas de PVDF (Millipore). Las
membranas fueron previamente activadas con metanol y colocadas en el equipo segun
recomendaciones del fabricante. El equipo que se utilizd fue una camara de
transferencia semiseca Trans-Blot SD (Bio-Rad) bajo condiciones definidas (15 V, 30
minutos). Para efectuar los ensayos inmunoquimicos las membranas se incubaron por
1h a TA en una solucién amortiguadora de bloqueo. Se utilizo una solucion Tween-20 al
0.3%, polvo de bloqueo proporcionado con el estuche de revelado ECL Advanced

(Amersham Biosciences). En otras ocasiones para no utilizar el polvo de bloqueo se
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empleo albumina sérica bovina al 2%. Todos los reactivos se disolvieron en una
solucién de Tween-20 al 0.3% disuelto en SSAF y posteriormente, tres veces con
SSAF. Las membranas se incubaron a TA durante 1 hora en agitacién con el anticuerpo
primario anti tubulina alfa comercial (TU-02; Santa Cruz) diluido en solucién de bloqueo
1:1000. Las membranas se lavaron nuevamente con SSAF con Tween al 0.3%. El
siguiente paso fue incubar en presencia del anticuerpo secundario anti- IgG de ratdn
conjugado a peroxidasa de rabano (zymed) diluido en solucién de bloqueo 1:1000. Al
terminar se lavdo 3 veces con SSAF con Tween 0.3% y 3 veces con SSAF. El
reconocimiento antigeno-anticuerpo se revelé6 mediante la reaccidon enzimatica de la
peroxidasa. Se us6 3.3-diaminobencidina tetrahidrocloruro (DAB) como sustrato en
presentencia de H202 al 30%. La reaccién de revelado se detuvo por la adicion de H20
destilada. Las membranas reveladas se secaron y se llevaron al equipo
fotodocumentador para la obtencion de las imagenes y analisis de las mismas.

De proteinas separadas electroforéticamente en geles bidimensionales. De
la misma manera a lo descrito para la IET de geles unidimensionales, se hizo la
inmunoelectrotransferencia para los geles bidimensionales. Para el reconocimiento de
la tubulina alfa se utilizaron los mismos anticuerpos (primario y secundario), sin
embargo el revelado de estas membranas se hizo mediante quimioluminiscencia con el
estuche comercial ECL Advanced (Amersham Biosciences) y la exposicion de las
membranas fue a peliculas fotograficas (Kodak). El revelado de las peliculas se realizd
por inmersion de estas durante 30 seg. en la solucidén de revelado comercial (Kodak),
se lavaron con agua corriente y se colocaron en el fijador comercial (Kodak) durante
aproximadamente 10 min. Finalmente, las peliculas reveladas se secaron al aire y se
capturaron sus imagenes en el fotodocumentador. Con la idea de monitorear el
revelado en el equipo fotodocumentador, las peliculas obtenidas de la exposicidén a las
membranas y hechas reaccionar con el reactivo quimioluminiscentes, se colocaron en

el fotodocumentador y registraron a intervalos de tiempos definidos.
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Apéndice 8 Captura, registro y analisis de imagenes.

Electroforesis unidimensional. Para estos fines se emplearon dos formas de
captura, de registro y anadlisis de imagenes: una mediante el sistema fotodocumentador
de andlisis de imagenes UVP con el programa de cémputo Lab Works Analysis
Software Version 3.0.02.00 y, el otro, un equipo fotodocumentador Chemidoc XRS de
Bio-Rad con el programa de computo Quantity One version 4.6.036. En el caso del
equipo fotodocumentador Chemidoc XRS se ajustaron y se utilizaron condiciones de
captura de las imagenes especificas, las cuales se enlistan a continuacién: filtro nimero
3004 62 mm (Ambar) y el ajuste del programa a una sensibilidad 10, ancho de linea 4.1
mm, filtro de ruido 1.87, tamafo de escala 5.

Posteriormente, ya con las imagenes obtenidas y mediante el programa Quantity One
se hicieron estimaciones de los pesos moleculares aparentes de las fracciones

proteicas a través del uso del patrén de marcadores de peso molecular.

Electroforesis bidimensional. El andlisis, registro y captura de las imagenes
para este tipo de electroforesis se hizo mediante el programa PDQuest. Las peliculas
reveladas por quimioluminiscencia se capturaron de acuerdo a las siguientes
condiciones del equipo fotodocumentador: sensibilidad 4.39, tamafo de escala 7, pico
minimo 2481, modelo gaussiano, fondo radio 37, suavizador mediano 3x3. Cuando la
captura se realizo directamente en el fotodocumentador de acuerdo a las siguientes
condiciones: chemiluminescence no Light 2x gain, iris abierto completamente, tiempo
de exposicion total 1000 seg. tiempo inicial de exposicibn 400 seg. Posterior a la
captura de las imagenes, se hicieron calculos para ubicar las isoformas de tubulina alfa
de acuerdo a la reactividad de los anticuerpos y a los controles utilizados. Los puntos
isoeléctricos se calcularon manualmente con base a lo descrito pro el proveedor
(Amersham Biosciences) de la siguiente forma: como referencia se utiliz6 el triptico
técnico ‘Immobiline Drystrip Visualization of pH gradients’ No. 18-1140-60 (ofrecido por
el fabricante), se busco el punto isoeléctrico en las graficas provistas por el proveedor

como las que se muestran a continuacion:
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Immobiline DryStrip pH 3 - 10NL, 7, 13,18 and 24 cm
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