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RESUMEN 

El sistema muscular de Taenia solium, como el de otros cestodas, es ae 

tipo liso, de las proteinas que lo constituyen, tnicamente se ha estudiade 
ampliamente a la paramiosina. En la presente tesis se realizo la curacterizacion 

bioquimica, inmunoquimica y ultraestructural parcial de una miosina tipe Tt. 

Esta proteina tiene peso molecular alto (400 kDa) y gran tamafho .i4% nmj, esta 

constituida por dos cadenas pesadas homélogas y disociables con urea 8M (29C kLa 
cada una) y tiene actividad de ATPasa frente a actina de cisticercos pero no con 
actina comercial. Las cadenas pesadas tienen una porcién globular y una cola 
filamentosa larga. La reaccién con un anticuerpo monoclonal anti-miosina mostré 

que las cadenas pesadas y la miosina nativa tienen epitopos semejantes. La 

proteina se localizé en fibras musculares de cisticercos y tenias y su 
distribucién corresponde a sitios de alta demanda de actividad muscular como 
ventosas, rostelo y la superficie de los proglétidos. Ademds, la miosina se 

encontré libre en el sobrenadante de cultivo de pardsitos y en materia fecal de 
hamsteres infectados, lo que sugiere su empleo para diagnéstico de fT. solium. 

Los resultados obtenidos en este estudio corresponden a la primera descripcion 
morfologica, bioquimica, inmunoquimica y funcional de una proteina del 

citoesqueleto de fT. solium y abren un campo nuevo del conocimiento de este 
parasito, y con esto de la misma relacién huésped-parasito.



ABSTRACT 

Muscular system of Taenia solium, as in other cestedes, ts: f the smooth 

type and of the proteins that constitute muscle, only paramyosin bas been 
extensively studied. In the present thesis, type i! myosin was partially 
characterized by biochemical, immunochemical and ultrastructural methodologies. 

This protein has a high molecular weight (400 kDa) and size 14° mum, if is 

composed of two heavy chains that could be separated with 8% Urew 2.) kDa each) 

and had ATPase activity in the presence of cysticercal actin but not commercial 

actin. Heavy chains contain a globular head and a iong taii and centain similar 
epitopes as those of native myosin, as detected with an anti-myosin monoclonal 

antibody. The protein was located in muscle fibers of cysticerc: and tapeworms 

and its distribution corresponds to sites with high muscular activity demand as 

suckers, rostellum and the surface of proglottids. Furthermore, myosin was found 

free in the supernatant of in vitro cultured parasites and in feces of infected 
hamsters suggesting its potential use for diagnosis of Tf. solium. The results 

obtained in the present study correspond to the first morphological, 

biochemical, immunochemical and functional description of a protein from T. 

solium cytoskeleton, and with this of the host-parasite relationship itself. 
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I. INTRODUCCION 

1. Aspectos generales. 

    T. solium es causante de dcs purari srentes: la teniosis y la 

   cisticercosis. Aunque ambas cntermedades sent rtantes para la salud publica 

de paises en desarrollo como Mexico, @5 1a  isticereosis la que genera mas dafio 

en las personas que la padecen. La tenicsis es una enfermedad benigna que 

unicamente se presenta cuando el parasite aduito ¢ tenia ‘omunmente conocida 

como solitaria) se aloja e infecta ei intestine del ser humano, mientras que la 

cisticercosis se debe a la presencia e infeccion por las formas larvarias 0 

cisticercos, los cuales pueden tener diferente localizacién. El cuadro clinico 

mas grave por cisticercos se da cuando los parasitos se loralizan en el sistema 

nervioso central en donde producen lau enfermedad conocida como 

neurocisticercosis. 

Los factores principales que favorecen estas parasitosis, segun los 

resultados obtenidos en diferentes estudios epidemiolégicos, son: el bajo nivel 

socioeconémico, la carencia de adecuadas condiciones higiénicas y sanitarias, el 

mal manejo del ganado porcino y el desconocimiento del ciclo de vida de este 

pardsito (Flisser, 1994; Sarti et al, 1992; 1997). 

2. Ciclo de vida. 

El ciclo de vida de T. solium comprende tres etapas diferentes de 

desarrollo: El adulto de localizacion intestinal en los seres humanos; el 

metacéstodo que se encuentra principalmente en musculos, cerebro u ojos del ser 

humano o del cerdo; y el huevo que se encuentra dentro de los proglétidos 

gravidos de la tenia, en la materia fecal de portadores humanos y en el medio 

ambiente (Fig. 1). 

Cuando un ser humano ingiere carne de cerdo infectada con cisticercos, una 

vez que éstos han alcanzado el intestino, se desarrollan hasta alcanzar la fase 

adulta (A de la Fig. 1). Para ello, el escélex del cisticerco evagina bajo las 

condiciones que le brindan el pH acido y los componentes de la bilis y se 

adhiere al epitelio intestinal, lo que normalmente sucede dentro del primer 

tercio del intestino delgado (Smyth y McManus, 1989). Una de las incdégnitas que 

atin se encuentra sin resolver, es el porqué a pesar de que existen las mismas 

condiciones para que todos ellos efectuen la evaginacién, aparentemente una sola 

tenia logra su desarrollo y mantenimiento dentro del intestino. Estudios 

efectuados con modelos experimentales de teniosis tales como el hamster dorado, 

el gerbo y la chinchilla inmunosuprimidos, han demostrado que posterior a las 

infecciones es posible recuperar varias tenias de tamafios diferentes y con 

diferente grado de maduracién dependiendo de la inmunosupresién y del tipo de 

huésped (Maravilla et al, 1998). El hecho de que una tenia se logre adaptar, 

establecer y reproducir en el intestino, a pesar de que éste le presente un 

medio biolégicamente hostil es un claro indicativo que para ello los pardsitos 

han conseguido desarrollar una variedad amplia de adaptaciones morfoldégicas, 

fisiolégicas y bioquimicas (Smyth y McManus, 1989) 

El escélex, una vez liberado, se fija al intestino por medio de sus 

ventosas ubicadas en la porcién cefdlica del parasito que funcionan como érganos 

de fijacién. Posiblemente, una de las maneras en que los parasitos podrian 

fijarse temporalmente al intestino, consistiria en que las ventosas absorbieran 

algunas de las microvellosidades del epitelio intestinal de manera semejante a 

lo visto en infecciones de corta duracién con hamsteres infectados 

experimentalmente (Merchant et al, 1998). Luego, una vez encontrado el sitio 

ideal de anclaje de la tenia y a manera de fijacién permanente, los gusanos



- , 2 

podrian establecerse en ce. intertins tal y como lo proponen Carfiedo y cols (1982) 
es decir se adhiriénagne al epiteiis intestinal a través de sus ventosas 

        

Figura 1. Ciclo de vida de Taenia solium. i. .ttras indivar, 25 ane de irs estadios de desarroiloe 

yosas hospeder . respestav at A. Far acar ra. tena que wo aiojpa cn ee) intestino del ser 

humains. B. Huevow yao Se eneuentran Litre medic ambiente > intluid. a en los proglétidos 

grividos de les que previenen., C. Cistscery te iesalizacién muscular o cerebral en tl cerdo 

thespedero intermediario). C’. Cisticcr de lo calizacioén cerebral en el ser humano (hospedero 

attidental 2 parateniccsl. 

gracias a la fuerza que le podrian conferir los misculos situados bajo el cono 

rostelar. Luego, firmemente sujeto el pardsito, de su porcién cefalica 

correspondiente al cono rostelar emergeria plegada la doble corona de ganchos la 

cual seria introducida directamente hacia la submucosa intestinal, sitio en 

donde la doble corona podria desplegarse y gracias a la forma invertida de los 

ganchos lograr que el parasito sufra un efectivo anclaje. Posteriormente, cuando 

la tenia ya esta fijada de manera permanente al intestino, a partir de su cuello 

se irian desarrollando los proglétidos o segmentos hasta conformar toda la 

cadena estrobilar o estrébilo y hasta que este llegue a alcanzar de 2 a 7 m de 

largo y que sus proglétidos terminales se encuentren gravidos llenos de huevos. 

En un estrébilo bien desarrollado se pueden distinguir diferentes tipos de 

proglétidos a partir del inicio del cuello de las tenias. Los proglétidos 

cercanos al cuello son inmaduros y no tienen desarrollados los organos sexuales, 

Mientras que los tltimos segmentos son gravidos y materialmente estan llenos de 

huevos. Entre ambos, se encuentran los maduros, en los cuales ya se han 

desarrollado los érganos sexuales. Como las tenias son hermafroditas, cada 

proglotido contiene organos sexuales masculinos y temeninos. Después de 

aproximadamente 4 meses, desde la fijacién de la tenia, los proglétidos alcanzan 

su desarrollo completo y los gravidos salen con las heces, se rompen y liberan 

los huevos al medio ambiente (Flisser, Madrazo y Delgado, 1997) (B de la Fig. 

a). 
Los huevos que son liberados al medio ambiente resisten condiciones 

relativamente desfavorables, gracias a las diferentes capas que los recubren: la 

mas externa, denominada embridédforo, esta formada por tabiques unidos por una 

proteina cementante (B de la Fig. 1). Esta proteina, una vez que el huevo se 

encuentra en el tracto digestivo del huésped, es degradada por enzimas y gracias 

a ello se logra la liberacién del embrién (Laclette et al, 1982). Una vez que el
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INTRODUCCION 3 

ongr1en ha sido liberado, inicia movimientos de los ganchos, atraviesa el 

;.telio intestinal y llega, a través de la circulacién sanguinea o linfatica, a 

diversos tejidos del huésped en donde los pardsitos se transforman en 

ticercos (C y C’ de la Fig. 1). De esta forma, una vez que los embriones se 

“i desarrollado hasta cisticercos en los tejidos de los cerdos (Fig. 2A), el 

_ le de T. solium se completa y vuelve a iniciar cuando un ser humano ingiere 

» ta carne infectada (A de la Fig. 1). 

    

Figura 2. Metacéstodos o cisticercos. A. Carne de cerdo infectada. B. “isticercos aislados. En A, 

: . © cpservin com> puntos blanees, los cuales cort‘spondsn a ios escdélices 

Sdenadoo. 2. vestculas, que adguieren una forma ovoide en B, se en ventran delimitadas por ia 

reodow shor oy oer el interior de la misma se encuentra contenids eh) fluido vesicular y et 

ex to atic od cyaramente visible. 

3. Morfologia. 

3.1 Cisticercos. 

El desarrollo de las formas larvarias a partir de los huevos en cerdos 

infectados experimentalmente, ha sido muy bien establecida por los estudios 

realizados por Yoshino (1933), luego de una auto infeccién que le permitisé 

desarrollar una tenia en su intestino e infectar cerdos. Hacia los 6 dias post 

anfeccién es posible encontrar macroscépicamente a cisticercos en desarrollo de 

0.3 mm de tamafo. A los 12 dias, los cisticercos se encontraron a nivel de 

higado, cerebro y misculo esquelético. Hacia los 60 o 70 dias post infeccién, 

cuando los pardsitos tienen de 6 a 9 mm, el escélex se encuentra completamente 

formado con su doble corona de ganchos y sus cuatro ventosas y ademas, ya es 

posible la observacion del cuello dentro del receptaculo, que muestra en su 

superficie muchos dobleces como septos los cuales conforman el canal espiral. En 

el hombre se encuentran pardsitos semejantes bien desarrollados, principalmente 

en el sistema nerviose central, el ojo, ¢1 misculo esquelético y el tejido 

subcutanec. 

La observacién a simple vista de cisticercos recién recuperados de los 

tejidos mencionados, muestra que presentan dos regiones dentro del mismo 

parasito: una, la vesicula o vejiga que contiene al fluido vesicular y la otra, 

un tejido blanguccine correspondiente al escélex y cuclle adesado a la cara 

interna de la pared vesicular de la vejiga (Fig. 2B). Al observar a simple vista 

un cisticerco entero, la pared vesicular parece ser una membrana blanquecina, 

translucida, homogénea e hinchada a través de la cual se puede observar el 

escélex invaginado. Cuando la vesicula es vista a través de un microscopio de 

diseccién, se presenta como una superficie llena de surcos finos y su 

apariencia parece finamente granular. En la regién donde se invagina el escélex, 

vista con el mismo tipo de microscopio, se aprecia un pequefio orificio con 

plegamientos circulares (Cardenas-Ramirez et al, 1982). Cuando se observé la 

vesicula por microscopia de luz usando cortes de los pardsitos, se distingue una
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INTRODUCCION 4 

pared vesicular continua que se interrumpe en el orificio o poro dentro del cual 

se encuentra el escélex invaginado (Fig. 3A). 

   to 

Figura 3. Diagrama del corte de un cisticerco., A. Cisticerco entero en cl que su observa el escdiex 

WVajinide, 2a membrana vesicular (MV) y el poro (P). Dentro del escélex 

vaginade {Cl} y la porci‘n cefAlica (PC}. B. Acercamiento del escoélex invagirid on dende se 

ipas regiones indicadas en A. A través del pors :P), ele. lex siidrA desenr liad y 

ido de Sivia, 197.4. 

e aprecian el canal     

    ciservan las 
dari crigen a ia tenia durante el fenémeno de evaginacidn (Tr 

  

   

3.2 Tenias. 

El gusano adulto se desarrolla una vez que el escélex ha evaginado del 

cisticerco en el interior del intestino (Fig. 4A), en el ser humano llega a 

alcanzar longitudes de hasta 6 metros luego de 4 meses de ocurrida la infecciéon. 

La observacién macroscépica de este parasito muestra que es semejante a una 

cinta o listén, en el que la porcién mas delgada corresponde a la zona en que se 

encuentra el escélex dentro de la porcioén cefdlica (Pig. 4B). Luego del escélex, 

se identifica el cuello a partir del cual se desarrolla el resto de la tenia 

denominado estrébilo y el cual aparentemente se encuentra segmentado a lo largo 

de él (Fig. 4C). Como ya fue indicado, a partir del cuello se lleva a cabo el 

crecimiento y diferenciacién del estrébilo ya que en este sitio se encuentran 

concentradas las células embrionarias mitéticamente activas (Lumsden y Hildreth, 

1983) y que en el caso de T. solium, se ha propuesto que podrian corresponder a 

células germinales de acuerdo al marcaje con timidina tritiada usando 

cisticercos recién evaginados con tripsina al 1% (Merchant, Corella y Willms, 

1997). En la cadena estrobilar, los proglétidos a medida que se van 

alejando del cuello, constituyen un gradiente antero-posterior de organogénesis 

reproductora (Fig. 4C), por lo que los proglétidos terminales son gravidos 

(Lumsden y Hildreth ,1983). Estos mismos autores argumentan que aunque los 

proglotidos estan divididos a la observacién directa, ello es una impresién 

falsa porque realmente lo que existe es una constriccién superficial que da 

origen a la segmentacién y en el interior del tejido parasitario todo es 

continuidad (Fig. 4C). Cuando hay necesidad de que se separen los proglétidos 

terminales, lo cual es un aspecto atin desconocido, se generan planos de ruptura 

determinados por constricciones musculares localizadas entre los proglétidos; 

tales rupturas, argumentan, se presentan en segmentos totalmente diferenciados y 

gravidos y ello permite que sean expulsados junto con la materia fecal. 

Posiblemente, el hecho de que no exista una separacion real entre cada 

proglétido, puede radicar en que el estrdébilo requiere de una cierta fortaleza 

en la unién entre sus segmentos lo cual le impide fracturarse facilmente y ellv, 

ademas, le permite resistir las condiciones hostiles a los que se enfrente a 

causa de los movimientos peristalticos intestinales. Luego, bajo la presion del 

aumento en la formacién y desarrollo de otros proglétidos no maduros ni 

diferenciados, los proglétidos terminales tienden a separarse lo que asegura al 

gusano adulto mantener el ciclo de vida. Una explicacién bioldégica al 

hermafroditismo de T. solium es facilitar que continuamente se estén 

reproduciendo (Lumsden y Hildreth, 1983) y por lo tanto asegurar el ciclo de 

vida.
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4, Estructuracién morfolégica. 

4.1 Cisticercos. 

  

La citoarquitectura vista a nivel microscopico de tour estodos 

en general, incluyendo los de T. solium, no es muy scmple's, 1 rede 

presentar variaciones importantes ocasionadas por el tamarn: 4 | de los 

parasitos (Lumsden et al, 1982). Para una mayor comprensict, ci cme se encuentra 

configurada, se iniciara la descripcion de lo concerniente a ia ver. ula y 

posteriormente al rostelo invaginado. 
4.1.1 Pared vesicular. La observacion directa de ic: tafiver on Vives al 

microscopio invertide de luz, muestra que tienen movimients continua de toda su 

superficie irregular. Cuando se observan cortes de los parasitcs “on microscopia 

de luz, con aumentos mayores a 60 x y con 
tinciones especificas (Cardenas~Ramirez et al, 1982), la pared vesicular muestra 

varias estructuras: la capa mas externa, a lo largo de la cua: se observan 

numerosas protuberancias, muestra una superficie rugosa, bajo la cual se 

encuentra un tegumento sincicial, continuo y extendido en toda la longitud de la 

superficie externa de la pared. La observacién con aumentos de i°0x, de las 

bases de estas protuberancias, muestra que en ellas se encuentra una capa fina 

fibrilar de fibras musculares, la cual podria tener correspcndencia con la 

musculatura circular dinamica descrita por Ramirez-Bon et al (1982). Este 

sincicio esta limitado por dos membranas, una que da hacia el exterior y otra 

hacia el interior del pardsito; por debajo de esta Ultima, denominada también 

membrana basal, se encuentra una capa muscular definida en donde se localizan 

los citones o células subtegumentales, las células flama, los depositos de 

glucégeno y de lipides. Por debajo de esta region celular, el tejido se vuelve 

mas laxo y ahi contiene canales, ductos, elementos musculares y células de 

distribucién irregular. Esta porcién de tejido laxo de los pardsitos es la que 

posiblemente entra en contacto directo con el fluido vesicular. 

A nivel de microscopia de barrido, cuando se observan porciones fijadas de 

la pared vesicular de cisticercos y a bajo aumento, la superficie presenta 

innumerables protuberancias que estdn formadas por musculatura circular en 

contraccién que se localiza en la base de ellas. Estas protuberancias pueden ser 

mas © menos prominentes debido a los movimientos musculares continuos que se dan 

en esos sitios y que en su conjunto generan el movimiento de la superficie de 

los paradsitos que se menciond anteriormente. Cada una de las protuberancias, en 

su superficie externa esta totalmente cubierta por microvellosidades, mientras 

que la superficie interna es irregular y en ella se observan a los elementos 

celulares (células subtegumentarias, etc.) y extracelulares como las fibras de 

coladgena(Ramirez-Bon et al, 1982). 

La observacién por microscopia electrénica de transmisién de cortes de los 

parasitos muestra que la porcién externa del tegumento corresponde a una 

membrana plasmatica tipica, plegada en microvellosidades, lo cual le otorga una 

semejanza con la porcién luminal del intestino (porcién superior de la Fig. 5A). 

En apoyo a esta semejanza, segin lo ebservado y propuesto por Lumsden y cols 

(1982) para metacéstodos de otros céstodos y por Ramirez-Bon y cols (1986) para 
de T. col los de fT. sclium, la compesicién interna de las micro 

parecida a la que se encuentra en las del epitelio intestinal; en las porciones 

internas centrales de estas microvellosidades se encuentran centros cilindricos 

de ramilletes de microfilamentos distribuidos longitudinalmente, los que 

presumiblemente estan compuestos de actina y lo cual permitiria la motilidad del 

epitelio vesicular a través de complejos de actina~miosina. En relacién a la 

membrana basal, también se ha demostrado que dicha membrana sufre procesos de 

interdigitacién hacia la regién celular por lo que se establecen puentes 

citoplasmaticos que comunican al tegumento con las células subtegumentales, y 

per ello, a través de los mismos se realizan los fenémenos internos de 

um, la composicién interna de microvellosidades cs muy
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transporte de microvesiculas. En la region tegumental que + encuentra entre el 

espacio que brindan las membranas plasmatica y bivai, Wey tran cantadad de 

microvesiculas y mitocondrias (Fig. 5A). Por abaio de. t+ ranente, se han 

A B c 

  

   Figura 4. ParAsitos adultos o tenias. A. Esviiex recién oe. 201 hae tf OE 

ricroscepia electrfnica de barrido [(tomade de Cinedy er be inferior ie guierde 

ot observa la pared vesicular del cisticercn. B. Err efu.aca de tooatr a.ad° de una    t dette 

  

nia vist3 per mizrascopia electréni-a je bartid 

      

  

‘irena de qamchos jain con restos de tetide dol oirtestisn root cede: eottee Ft 

ventngas youl cuelia se cbserva en la pacte infeti rae ye won vert hie a 

boucA4les, IMSS... C. Forcién del estribiic ge ana Tenis, rod - t 2 ' tad 

Rregravides de oun ejemplar adulto recuperads de in qert: de li semanas of beso topad 

Maravilla «#t ai, 1998) y en donde se observan les poros genitiles (Fo, 4+. ramas uterayas (Rt y el 

aterco (i Ob. 

identificado seis sistemas celulares diferentes (Ramirez-Bon et al, 1982), todas 

las células tienen componentes semejantes tales como ribosomas libres, un 

aparato de Golgi, mitocondrias, microttibulos y microvesiculas: 1) Las células 

subtegumentarias que contienen niicleos esféricos u ovoides con cromatina 

granular fina, de las cuales nacen extensiones de citoplasma que unen al 

tegumento con ellas (puentes citoplasmaéticos) y que son las encargadas de 

elaborar los componentes que permiten la constitucién de las membranas y el 

tegumento. 2} Las células de almacenaje que contienen grandes cantidades de 

glucégeno alfa y gotas de lipidos y su citoplasma estan en contacto con las 

membranas plasmaticas de otros tipos celulares. 3) Las células flama, asi como 

las ducto o protonefridiales, forman al sistema excretor, las primeras tienen un 

numero variable de cilios acomodados en forma hexagonal y libres en la luz de 

los ductos colectores. Los cilios estan formados por filamentos constituidos por 

microttibulos (9 + 2). 4) Las células ducto se encuentran unidas entre si 

formando un sincicio y cada una de estas se encuentra conectada a ductos 

colectores diferentes. Los ductos, a los cuales se unen las células ducto y en 

donde las células flama presentan sus cilios, son tubulos largos y distribuidos 

en la superficie externa e interna de la pared vesicular (Ramirez-Bon et al, 

1982) y la cual forman un entretejido tridimensional que ha podido ser 

visualizado luego del tratamiento del tejido de la vesicula con tripsina 

(Cardenas-Ramirez et al, 1982). 5) Los miocitones son células musculares 

productoras de fibras, cada una de ellas se une a través de puentes 

citoplasmaticos a los grupos de miofibrillas que corren entre la membrana basal 

del tegumento, los citones tegumentarios y las células de almacenamiento (Fig. 

5B). 6) Las células nerviosas, no se han localizado a nivel de pared vesicular, 

aunque el sistema nervioso se identifica por los axones nerviosos. A parte de
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los elementos celulares descritos, sé han demostrado que existen otros 

extracelulares como las fibras de colagena, que se encuentran 

estrechamente asociadas con las capas de fibras musculares y posiblemente, el 

tejido conectivo que rodea al misculo actta como un punto de unién de grupos 
particulares de miofibrillas. En suma, la pared vesicular de los cisticercos es 

un érgano complejo disefiado para la proteccién y el mantenimiento del parasito 
invaginado. Esta estructura es la que directamente interacttta con el huésped, y 
realiza la mayor parte de funciones de la larva que estan relacionadas con su 

ambiente tales como la alimentaci6én, la excrecién y la defensa contra el sistema 

inmune del huesped (Ramirez-Bon, 1982). 

4.1.2. Escélex y cuello. Como en el caso de la pared vesicular, en estas 

regiones también se distingue tanto al tegumento como las células que componen 

el parenquima. Sin embargo, presentan caracteristicas propias. La observaci6n 
del escélex y cuello a nivel de microscopia de luz, muestran que se encuentran 
anvaginados dando forma a un canal espiral, al final del cual se encuentran 

tanto las ventosas como el rostelo constituido por el cono rostelar y su doble 
corona de ganchos caracteristica (Figs. 3A, 3B y 4B). Observaciones a aumentos 

mayores de 40x y usando tinciones especificas del cono rostelar, muestran que en 
esta regién hay gran cantidad de material fibrilar y en microscopia electrénica 

de transmisién aparecen ductos excretores a los cuales se encuentran unidas 
densas redes de células flama, fibras musculares gruesas, multitud de redes de 

elementos nerviosos y células de almacenamiento (CAardenas-Ramirez et al, 1982). 

Segun lo descrito por Slais (1970) el sistema excretor, representado por 
las células flama y los ductos mencionades y el cual por ser muy primitivo se le 

considera protonefridial, nace en el escélex y cuando el parasito aun no ha 

evaginado, se mantiene empacado dentro de la capa fibrosa del canal espiral 
junto a los corpusculos calcareos. En este sentido, segun este mismo autor, 

existen dos tipos de canales laterales que se originan desde la superficie de la 

pared vesicular y se dirigen en forma de zigzag hacia el rostelo pero se 

desconoce cual es su funcionalidad. Por otra parte, cuando las ventosas y el 

cono rostelar se observan en cortes tangenciales, en su base se encuentra una 
malla densa de fibras gruesas que estan asociadas a células musculares 

(Cardenas-Ramirez et al, 1982). 

El tegumento del parasito invaginado en la regién mas enrollada del canal 

espiral, es muy grueso en comparacién con el de la pared vesicular, esta 

comprimido, tiene un alto contenido fibroso y en sus dobleces contiene gran 
cantidad de corpusculos calcareos y una gran cantidad de fibrillas. La 

conformacion de ramilletes de las fibrillas da origen a una red fina que les 

permite adquirir una disposicion andloga a la de las fibras musculares que se 

observan en regiones diferentes de los cisticercos (Fig. 5B). El tejido fibroso 

tiene una distribucion diferente dependiendo de si el pardsito se encuentra 

evaginado o sin evaginar: en el primero de los casos, las fibras estan 

distribuidas paralelamente al eje del escélex, mientras que en el segundo caso, 

las fibras cubren la porcién del escélex que estA en contacto con la cavidad 

vesicular. Tanto la distribucién, como la presentacién de los tejidos de los 

pardsitos invaginados, podrian estar relacionados con las acciones de 
a mn x te el fenémenc de ef Lonome ae ren para su desenrs Vlamicnts ira ents aqurante mene conlraccion yue se requieren para su desenrollanm 

evaginacién (Slais, 1970). 

En lo relacionado con el contenido celular de la superficie del canal 

espiral, éste es muy similar al de la vesicula; sin embargo, en esta ultima, hay 

una mayor cantidad de células subtegumentales y las fibras musculares corren en 

dos direcciones en Angulos rectos, una con respecto a la otra, formando una red 

continua densa. 

mh
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Figura §. Observacién al microscopio electrénico de transmisién de un corte de cisticerco. A. De la 

borte supeci.gc a la infericre se observan a la membrana vesicular en la que destacan las 

e.cp veiict.idades como ribetes de cepillo, el tegqumento, la zona de tejido laxo, una fibra muscular 
jo cruza la imagen y en a ia cual se encuentra unido el miocitén tegumentario. B. Amplificacién de 

1s imajen A en la cual se cbserva el miocitén unids 4a través de un puente a la fibra muscular y en 

+1 que destacan el gran nucleo. Dentro de la fibra muscular se encuentran las miofibrillas en forma 

de ramilletes acomodados en forma paralela (Tomado de Ramirez~Bon et al, 1982}. Las flechas indican 

las fibras musculares dentro de las cuales se encuentran las miofibrillas. 

4.2 Tenias. 

La composicién del tegumento del escélex y proglétido de las tenias es muy 

semejante al de los cisticercos y por ello, es posible que muchos 

eventos fisiolégicos de ambos paradsitos sean semejantes y se relacionan con la 

alimentacién, asi como funciones protectoras contra enzimas o anticuerpos del 

huésped (Ubelaker, 1983). Sin embargo, a pesar del parecido, la localizacién de 

los parasitos podria involucrar mecanismos diferentes para favorecer su 

infeccién. 

A través del escélex las tenias logran sujetarse eficientemente al 

epitelio intestinal de su huésped, ya que su composicién del mismo (cono 

rostelar, ganchos y ventosas) (Fig. 4B) favorece que se mantengan ante el 

ambiente dificil que podrian producir tanto los movimientos peristAlticos 

intestinales como el paso de alimentos parcialmente digeridos a través de la luz 

intestinal. Por lo tanto, esta regién de los pardsitos juega un papel importante 

en su sobrevivencia, aunque también podria participar en otros fenémenos como la 

absorcién y secrecién de sustancias gracias a su fuerte interaccién con el 
tejido intestinal del huésped. Las observaciones realizadas durante infecciones 

experimentales apoyan la posibilidad de que a través del tegumento del escélex 

ocurra la absorcién directa de nutrientes o de que, se efectue la secrecién de 

sustancias del pardsito ya que se ha visto que las tenias se sujetan al 

intestino de hamster (Merchant et al, 1997; 1998). El escélex de las tenias de 
?. solium, como el de toda la familia Taeniidae es acetabulado y de tipo 

penetrativo, lo cual es una caracteristica que les permite a las tenias la 

capacidad de penetrar la mucosa intestinal, fijarse a las microvellosidades 

por medio de sus ventosas, llegar hasta las criptas de Lieberkiihn y anclarse en 

estos sitios mediante sus ganchos como lo muestran las observaciones
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obtenidas de infecciones experimentales en hamster (Merchant et al, 1998). As: 

como la posibilidad de que la fijacién y dafio que las tenias generan en la 
mucosa intestinal les permite adquirir suficientes cantidades de nutriente-: 

provenientes de los recambios y destrucciones celulares. Estos nutrientes 

podrian satisfacer los requerimientos nutricionales que las tenias recien 
evaginadas tienen para su desarrollo. La secrecién o eliminacién de sustancias, 
podria tener sustento en la demostracién de que en el escolex de los parasitcs 

anvaginados se encuentra la desembocadura de los canales protonefridiaies 
(Cardenas~Ramirez et al, 1982; Slais, 1970), que constituyen el sistema de 

excrecion (Ramirez-Bon et al, 1982). Asociado a la funcion excretora de le 

canales protonefridiales, también segiin Slais (1970), en esta zona se encuentra 

la mayor parte de gldndulas por lo que ahi podrian darse diferentes tipos de 

secreciones, que podrian tener algun papel importante en la relacion huesped 

pardsito, como la destruccién del tejido intestinal durante la fijacion de las 

tenias en el hamster infectado experimentalmente (Merchant et al, 1998). La 

excrecién de sustancias por las tenias, no s6lo podria estar ejemplificada por 

las sustancias de accién necrosante discutidas, sino que debido al contacto 

directo con el huésped y asociado al dafio generado, otras sustancias de origen 

parasitario podrian alcanzar la circulacién del huésped, lo que explicaria 
porque se detectan antigenos de tenias en el suero y las heces de animales y 

humanos infectados (Ambrosio et al, 1997; Correa et al, 1999; Martinez- 

Guarneros, 1998; Wilkins et al, 1999) 

La otra parte de las tenias, importante por su tamafio y su contenido, vs 

el estroébilo (Fig. 4C). Como ya se habia comentado, esta parte de las tenias 

esta formada por una cadena larga de segmentos o proglétidos que se generan a 
partir del cuello del parasito y que se diferencian y maduran conforme mas se 

alejan de él, en los proglétidos maduros y gravidos, al microscopio de luz, se 

identifican los érganos sexuales completos y los huevos. No existe, hasta el 

momento, evidencia alguna de los factores que determinan que los proglétidos se 
generen, maduren y se diferencien. Sin embargo, a partir de estudios hechos con 
tenias recién evaginadas, se ha propuesto que el origen de las componentes 

celulares de los proglétides provienen de la diferenciacidén de células 
germinales localizadas en la zona parenquimatosa medular del cuello situada por 

debajo de las ventosas (Merchant et al, 1997). Segun lo propuesto en estos 
estudios, las células germinales una vez que se diferencian se colocan por 

debajo de la membrana tegumentaria. 
En lo relacionado con la nutricién de las tenias, aunque no existe estudio 

alguno al respecto, se ha propuesto que durante los primeros momentos de 

su fijacién al intestino del huésped, ellas adquieran sus nutrientes a través 

del tegumento lecalizado en el escélex; aunque, una vez que el estrébilo se 

encuentra formado, es posible que la adquisicién de nutrientes se realice 

principalmente a través del tegumento de los proglétidos en donde es posible que 

los almacenen. Los eventos metabélicos y la contraccién muscular también se 

realizan en el estrébilo que esta estructurado de tal manera que permite 

satisfacer todas las demandas termodindmicas requeridas en la extraordinaria 

produccién de biomasa que se necesita para el crecimiento exponencial de cada 

uno de sus componentes. La composicién del parénquima, el cual rodea a los 

  

érganos repreductores, se cspecializa cn cl almaccnamicnto de carbohidratos y 

lipidos y a su vez, todo el parénquima se encuentra rodeado de un tegumento 

especializado en la absorcién y que se presenta a lo largo de las tenias porque 

el tejido somatico es sincicial y en donde la regionalizacién especifica es 

minima ya que existe un grado alto de conservacién relativa a la composicién 

celular. Todo el tejido somatico (tegumento, fibras musculares, ductos 

excretorios y conglomerades nerviosos), como ya fue indicado, tiene una 

distribucién continua a lo largo y ancho de los gusanos. Bajo estos términos, la 

forma mas simple de ver la organizacién fisiolégica y estructural del estrébilo, 

es como si pareciera un intestino vuelto al revés, en el cual se encierran y 

adaptan los érganos reproductores, ademas de que ello no genera energia para
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alimentacién o proteccién y sélo se dedica a reproducirse ‘Lumsden y Hiware's, 
1983). La composicién del interior de los céstodos adultos permite gue ne ten jar 

sistemas circulatorios o digestivos y los productos de desecho sean canalizade: 

a través de los canales excretores por medio de los cilios de las células flama 

al exterior de forma semejante como sucede en los cisticercos {Lumsden y 
Hildreth, 1983; Smyth y McManus, 1989). 

5. Sistema muscular en céstedos. 

Los invertebrados estan constituidos por un sistema de musculatura lisa, 

en el que sus fibras musculares (también denominadas células musculares 
contienen miofilamentos o miofibrillas (Lowy y Hanson, 1962!. Estos 

miofilamentos, que son gruesos y delgados, tienen una estructura altamente 

ordenada la cual es semejante a la encontrada en los vertebrados, aunque en ic 
referente a las fibras musculares de los parasitos, éstas no llegan a ser 
exactamente iguales a las de los seres humanos (Fig. 5B). 

Debido a que los céstodos tienen un sistema muscular de tipo liso y al 

hecho de que en Tf. solium, las tenias se alojan en el intestino de sus 
hospederos, se considera conveniente el conocer cual es la semejanza que guarda 

el misculo liso de los seres humanos con el que pudieran tener los parasitos. En 
el ser humano, el intestino, el estémago, el utero y los uréteres tienen 

musculatura lisa, cada una de las células que compone dicho musculo es larga y 

delgada (longitud de 50-400 um y 2-10 pm de ancho) y los desmosomas favorecen la 
unién entre ellas. Todas las células en su conjunto, forman una red que descansa 

sobre fibras finas de colAgena con las cuales se encuentran intermezcladas. 
Estas células, por no tener una distribucién regular, pierden el acomodo tipico 

estriado de las fibras musculares cardiacas y esqueléticas y su conformacicon en 
el misculo liso genera que se desplazen unas sobre otras mucho mas lentamente 

(100 a 1000 veces) que como lo hacen las de misculo estriado. Por estas causas, 

los misculos lisos son adecuados para mantener una contraccién prolongada, sin 
que haya fatiga y que utiliza el minimo de energia. Ademas, los musculos lisos 

presentan plasticidad en sus movimientos, comparados con la rigidez de otros 
tipos de misculo, al grado de que pueden encontrarse relajados completamente 

atin en estados en los que se acortan o se adelgazan (Rileg, 1989). 

Segin los andlisis de los patrones de difraccién de rayos X de los 

masculos intactos de moluscos como Mytilus, los miofilamentos gruesos tienen un 

didmetro variable (130- 1500 A), estan constituidos de paramiosina y presentan 

semejanza estructural con los del misculo psoas de conejo que contienen 

principalmente miosina, ya que en ambos extremos de los miofilamentos hay 

adelgazamientos clasicos que determinan su principio y su fin. Los miofilamentos 

delgados tienen un diametro de 50 A y estan constituidos por actina polimerizada 

o F como también lo estdn los del misculo psoas. Estudios con miofibras aisladas 

de diferentes tipos de misculo de otros moluscos mostraron que los miofilamentos 

gruesos estén constituidos por un centro bipolar de paramiosina y una capa 

superficial compuesta de miosina, mientras que los miofilamentos delgados estan 

constituidos por actina. Esta composicién de los miofilamentos gruesos permite 

que los organismos invertebrados logren desarrollar fuerzas musculares de alta 

tensién, las cuales pueden ser sostenidas por periodos prolongados de tiempo y 

que utilizan poco consumo energético, como sucede en el caso de las almejas 

cuando estas mantienen algtn contenido en su interior (Szent~Gyorkyi, Cohen and 

Kendrick-Jones, 1971). Mediante el empleo de anticuerpos monoclonales anti- 

miosina se ha demostrado que en el nematodo Caenorhabditis elegans, en un mismo 

miofilamento grueso, pueden existir dos diferentes tipos de miosina dependiendo 

de la regién de miofilamento observado (Epstein et al, 1985) lo que puede 

determinar la forma en que se agregen y ensamblen los miofilamentos gruesos 

dentro de una miofibra y posiblemente repercute en el tipo de movimiento 

muscular de estos organismos.
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Existen diferencias entre ©. sistema muscular de invertebrados y los 
musculos de vertebrados; per ecenp.c, €h lo: primeros el sistema muscular es 

liso, no estriado y el alineamient: lateral de las miofibras del aparato 
contractil es menos regular que e¢1 sie » musculos estriados de los segundos. 

Esta sola diferencia podria ser la causante de que los deslizamientos de los 

miofilamentos durante los mecanismcs ccntractiles sea diferente lo cual podria 
estar directamente relacicnads ven la aita ~antidad de paramiosina contenida en 

los miofilamentos gruesos de ics invertetrados tLowy y Hanson, 1962). No se 

descarta que existan semejanzas entre jas tibras musculares de los invertebrados 
y los vertebrados y que algunos aspectcs funcionales de estos ultimos estuvieran 

presentes en los elementos contractiles de los invertebrados (Lumsden y Byram 
III, 1967). 

El conocimiento de la distribucion completa del sistema muscular en 

invertebrados, especificamente en parasitos helmintos se ha fortalecido y 

ampliado con el uso de la microscopia de fluorescencia combinada. Por 
ejemplo, con la microscopia confocal con marcaje de faloidina-rodhamina, que 

interacciona especificamente con la actina F o polimerizada, ha permitido 

establecer la distribucién de los diferentes sistemas musculares activos y 

gracias a ello se ha establecido en céstodos adultos la existencia de dos tipos 
diferentes de sistemas musculares: el somatico y el no somatico (Mair et al, 

1998). 

Sistema muscular somatico. A este sistema se debe la forma y la locomocién 

de los parasitos. Las fibras musculares de este sistema se encuentran en mayor 
cantidad y presentan una localizacion tisular profunda, hay fibras de diferentes 
tipos, entre las que destacan las circulares externas y las longitudinales 
internas, las cuales en conjunto debido a su interaccién parecen conformar una 

red tridimensional. En los céstodos, las fibras musculares se encuentran en 
capas internas en donde predominan las de tipo longitudinal que a su vez 
presentan una estratificacion en capas externas corticales y medulares internas, 

junto con otras transversales y dorsoventrales. 

Sistema muscular no somAatico. Lo constituyen las fibras musculares 

contenidas en 6rganos de adhesién, en el sistema digestivo de aquellos 
pardsitos que lo contengan y en los tractos reproductores. Dentro de esta 

clasificacion pueden caber las fibras de tipo estriado, asi como las que 
contienen paramiosina. En las ventosas, las fibras musculares presentan una 

constitucién compleja que podria correlacionar a su funcidén, la contraccién de 
las fibras musculares orientadas de forma meridional, causan la apertura de los 

bordes de las ventosas, mientras que la contraccién de las fibras musculares 
orientadas de forma ecuatorial, en conjunto con las radiales, las cuales se 

encuentran por dentro y por fuera de los bordes de las ventosas, permiten que la 

ventosa adquiera la forma de una copa de succién, con lo que se favorece su 

adhesién al tejido del huésped. Este fendémeno ha sido demostrado en parasitos 

monogéneos que parasitan peces (Halton et al, 1998). Este tipo de organizacién 

muscular podria explicar la contraccién de las ventosas y el movimiento de los 

ganchos en T. solium (Fig. 4B) cuando las tenias se adhieren al epiteliv 

intestinal de los h4msteres infectados experimentalmente (Merchant et al, 1998} 
y se apoya en la distribucién de fibras musculares que contienen paramiosina 

(Laclette et al, 1995) y la gran cantidad de miosinas que se encuentra en estas 

zonas (Ambrosio et al, 1997). 

En lo que se refiere al rostelo armado con ganchos de los céstodos que lo 

contienen, se sabe que en céstodos diferentes a fT. solium en cada par de ganchos 

hay tres sistemas musculares asociados: Un sistema que permite que los ganchos 

se extiendan y que se denomina protractor, otro sistema que permite que los 

ganchos se encuentren juntos y el cual se denomina abductor y finalmente, un 

sistema que permite el empuje de los ganchos hacia el tejido del huésped y el



9
o
e
o
s
e
e
o
o
e
e
e
o
e
e
s
v
e
e
e
e
a
o
e
e
e
a
e
d
e
e
e
e
o
e
e
o
e
a
e
e
o
 

e
e
e
 
e
e
e
 

eo 
8
 
8
 

cual se ha denominade retractcr. Sin embargo, a pesar de que se sabe que tales 

sistemas de musculatura existen en los parasitos, no existe conocimiento alguno 

de como se presenta ia “cordinacion del sistema muscular (Smyth y McManus, 

1989). De hecho, a pesar de que se considera que los ganchos son importantes 

para la penetracion en la pared intestinal, no se conoce su papel exacto en 
ninguno de los estadios parasitarios en los que se encuentran. Se ha propuesto, 

en el caso de las oncosferas que los ganchos les podrian servir para sujetar a 
la larva que emerge al intestino y con ello permite la penetracion de esta 
ultima hacia el interior dei antestino. 

En lo que se refiere al travtc alimenticio y reproductor, se ha visto que 

existen sistemas mus vulares ccn mayor preponderancia de fibras musculares de 

tipe circular y pecas longitudinales internas. La funcién de estas fibras 

musculares podria tener que ver con la regulacioén de la apertura y cerrado de 

esfinteres, mientras que en la taringe, el cirro y el pene se encuentran otros 

de tipo fibras musculeares radiales bien desarrolladas (Halton et al, 1998). En 
Diclidophora merlangi (Halton et al, 1998), se ha puesto en evidencia la manera 

como los sistemas musculares actuan en el parasito completo; cada una de las 

fibras musculares que interviene actua de manera antagonista, cuando las 

circulares se contraen, las longitudinales se relajan y por ello los gusanos se 
vuelvan delgados y alargados. En accion contraria, los gusanos se vuelven mas 

cortos y gruesos. Cuando los musculos dorsoventrales se contraen, aparentemente 

los parasitos se vuelven mas lisos, mientras que si son las fibras musculares 

diagonales las involucradas, los parasitos presentan movimientos ondulatorios 

del cuerpo. Posiblemente, en el caso de T. solium, cuyo estado adulto es largo y 

ancho, exista un sistema muscular semejante que le permita extenderse y 

relajarse continuamente frente a los movimientos intestinales de su huésped, 

como lo sugiere la distribucién de miosina en proglétidos (Ambrosio et al, 

1997}. 
Es posible que algo semejante a lo descrito para las fibras musculares 

contenidas en otros gusanos planos, puedan ser encontradas en tenias de Tf. 

solium: Por ejemplo, se ha visto que la mayor parte de las fibras musculares 
contenidas en los tractos reproductores son circulares y algunas pocas internas 
son longitudinales. Se ha visto que los esfinteres estan formados de 

concentraciones de fibras musculares circulares y que en el caso del cirro se 
encuentran fibras musculares radiales bien desarrolladas (Mair, Maule, Shaw y 

Halton, 1998). 
Debido a que los helmintos, son organismos invertebrados, en ellos podrian 

encontrarse aspectos semejantes que se relacionan con su composicién y 

funcionalidad muscular y posiblemente, dado que los céstodos tienen un sistema 

muscular de tipo no estriado, podrian presentan una distribuci6én y ordenamiento 

diferente de las fibras musculares que estaria asociada al estadio de desarrollo 

de los parasitos. 

5.1 Cisticercos. 
En los metacéstodos, segtin las observaciones que se han hecho utilizando 

tinciones de hematoxilina fosfotungstica de Mallory (Slais, 1970), las células 

musculares son simples, alargadas, curvas y cortas. Pueden encontrarse 

entrelazadas formando mallas musculares a nivel del tegumenio del escélex 

invaginado o en forma de ramilletes distribuidos debajo de las membranas basales 

y los citones subtegumentarios a nivel de la pared vesicular. Las fibras curvas, 

que en algunos casos se denominan circulares, se encuentran uniendo las bases de 

las protuberancias descritas anteriormente. En algunos casos, las fibras 

musculares de la pared vesicular parecen enlazarse a un sistema muscular 

transverso. A nivel ultraestructural, cada uno de los miocitones contiene varios 

ramilletes de miofibrillas en su sarcoplasma, las que se distribuyen de manera 

paralela. El nucleo de las células generalmente se encuentra en un espacio que 

sobresale del sarcoplasma e incluso se separa alguna distancia de la porcion
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sarcoplasmatica que contiene a las miofibrillas y su union se establece a través 
ae un puente citoplasmatico (Fig. 5B) (Ramirez-Bon et al, 1982). 

En el interior del sarcoplasma, ademas de miofibrillas gruesas y delgadas, 

se encuentran microtubulos de aspecto semejante a los tubulos T encontrados en 

las fibras musculares de misculo estriado de los céstodos y de los que se 

desconoce su funcién, granulos de BP-glucégeno y mitocondrias (Lumsden y Byram 

III, 1967). Estos dos ultimos componentes se encuentran principalmente 
distribuidos en la periferia del sarcoplasma. Por el exterior de la fibra 

muscular, que corresponde al espacio extracelular, se encuentra tejido conectivo 

antersticial de aspecto finamente filamentoso y segtn las observaciones a nivel 

ultraestructural de cortes de cisticercos de T. solium, algunos de esos 

filamentos finos podrian unirse a ciertas miofibrillas de los miocitones 

'Ramirez-Bon et al, 1982). Cuando se observan cortes transversales de 

miofilamentos gruesos, estos parecen ser circulares con diadmetros que van de 180 

a 540 °A, lo cual depende del plano en que hayan sido cortados. Se ha descrito 

que la estructura fina de las fibras musculares de los céstodos es semejante a 

ia de otros platihelmintos, ya que en sus sistemas musculares también se 

encuentran fibras musculares constituidas de miofilamentos gruesos y delgados 
semejantes. Cuando los miofilamentos gruesos se observan en cortes tangenciales, 

estan rodeados de miofilamentos delgados, en apariencia ambos tipos se 
encuentran unidos por extensiones que van de uno a otro miofilamento. En cortes 

longitudinales, los miofilamentos se acomodan en lineas paralelas y en las zonas 

donde aparentemente se dan las uniones, se encuentran cuerpos densos 

fusiformes asociados a los sarcolemas o citoplasmas de las células musculares 

{Lumsden y Byram III, 1967). 

A nivel de escdlex invaginado, el sistema muscular esta constituido de un 

sinfin de miofibras entretejidas las cuales parecen formar una malla que se 

sitta en medio de la pared vesicular que da hacia el exterior del parasito y el 
canal espiral. Mientras que en la zona en donde se encuentra el escélex y la que 

esta en contacto con el resto la vesicula, la distribucién muscular es menos 

organizada y pierde la apariencia descrita. 

Cuando se observan a nivel ultraestructural cada una de las fibras 

musculares situadas por debajo de la membrana basal, en su interior se 

distinguen distribuidas longitudinalmente a todo lo largo de elias una gran 
cantidad de miofibrillas, en algunas regiones del sarcolema, en el que estan 

inmersas las miofibrillas, se presentan extensiones de las membranas que forman 

los puentes citoplasmaticos y los cuales se enlazan a los miocitones formando un 

sincicio continuo (Ramirez-Bon et al, 1982). Esto se ha descrito para los 

céstodos en general (Lumsden y Byram III, 1967) (Fig. 5B). En el caso de los 

miocitones se observa que cada uno contiene un nucleo grande y que en su 

citoplasma se pueden encontrar mitocondrias y glucdégeno. 

Las miofibrillas que se pueden observar en los cisticercos no sélo estan 

contenidas dentro de las fibras musculares, ya que se presentan en otros sitios 

tales como las microvellosidades que conforman la superficie de los cisticercos 

y a nivel de la luz de los canales que se encuentran asociados a las células 

flama. En las microvellosidades, las microfibrillas estan distribuidas 

longitudinalmente y son delgadas por lo cual presumiblemente estan constituidas 

de actina. A nivel de células flama, sobre todo en la region de los cilios que 

se encuentran en la luz de los canales protonefridiales, se observa estan 

constituidos internamente de miofibrillas de distribucién longitudinal, las 

cuales presentan un patrén de acomodo caracteristico (Ramirez-Bon et al, 1982). 

A mayor aumento, algunas de las miofibrillas de las fibras musculares contenidas 

en la pared vesicular parecen unirse a fibras de colagena delgadas, finas y 

extracelulares que en su conjunto forman el tejido conectivo que rodea a las 

fibras musculares (Ramirez-Bon et al, 1982).
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5.2. Tenias. 

En relacién a los pardsitos adultos, la distribucién muscular es diferente 

dependiendo de la regién de observacion: en la porcién cefalica la distribucion 
y composicién de las fibras son muy semejantes a lo que se ha descrito en el 

escélex invaginado dentro de los cisticercos. Sin embargo, a nivel de la cadena 

estrobilar, la composicién y distribucién de las fibras musculares deben ser 
totalmente diferente. Seguin Lumsden y Hildreth (1983) en la porcién medular de 
los proglétidos se encuentran fibras distribuidas de forma longitudinal, otras 

en forma transversal en las regiones corticales del estrébilo y otras circulares 
que principalmente estdn situadas en las uniones aparentes de los proglétidos. 

En relacién a las fibras musculares que se encuentran en las estructuras 

del sistema reproductor (cirro, ductos genitales, etc.), también Lumsden y 

Hildreth (1983) mencionan que hay una distribucién diferente de fibras 

musculares que deben estar asociadas a los 6rganos, pero no existe hasta el 

momento evidencia de tal asociacion. 
A pesar de lo poco que se conoce con relacién a la distribucién de las 

fibras musculares en tenias, es posible que ésta se relacione con el 

funcionamiento de las mismas; Lumsden y Hildreth (1983) mencionan que las fibras 

somaticas principales de los céstodos adultos deben tener una actividad lenta 
para favorecer que existan fuerzas contractiles ligeramente extendidas, lo cual 

a su vez permite que los parasitos se sostengan de manera firme frente a los 

movimientos peristalticos de su huésped ya que de otra manera estos movimientos 

podrian ser suficientes para provocar su expulsién. En este sentido, cabria la 

posibilidad de que la distribucién de las fibras musculares en las tenias tenga 

algo de parecido al tejido muscular liso del intestino de los seres humanos 
(Kimber, 1960; Smyth y McManus, 1989) ya que este tipo de musculo se contrae 

lentamente, posee mayor extensibilidad y sostiene un estado permanente de 

contraccién o tono atn cuando se corten todas sus conexiones nerviosas como 

sucede durante la peristalsis del tubo digestivo (Kimber, 1960). 

Es posible como lo mencionan Lumsden y Hildreth (1983) que la constitucion 

de las fibras musculares de los proglétidos determine que se separen o no de la 

cadena estrobilar. Las fuerzas musculares que ahi se encuentran uniendo cada 

proglétido pueden llegar a favorecer que estas regiones interproglétido se 

constrifian y permitan que los proglétidos se separen y con ello se provoque su 

expulsién del intestino. 

Aparentemente, los misculos de los céstodos adultos no se encuentran muy 

conectados con terminales nerviosas, aunque en el caso de escdélex se ha 

observado que existe asociacién de estructuras nerviosas y musculares (Cardenas— 

Ramirez et al, 1982) y esto hace pensar que sus movimientos son de tipo mas 

miogénico y que la transmisién de estimulos excitatorios entre las mismas 

células musculares es frecuente gracias a sus conexiones de tipo sincicial. 

6. Componentes del citoesqueleto. 

Son escasos los estudios relacionados con la caracterizacién molecular de 

los componentes del citoesqueleto de fT. solium e incluso, esto sucede también 

con los gusanos planos en general (Mair et al, 1998; Halton et al, 1998). El 

antigeno B o paramiosina (AgB) es el mas estudiado, se tiene un amplio 

conocimiento pbioquimico (Guerra ef al, 1982), domunequimico (Lacleite et 

al, 1989; 1992), celular (Laclette et al, 1987; 1995) y molecular (Laclette et 

al, 1991). Sélo existe un reporte para la caracterizacién de dos genes de actina 

(Campos et al, 1990) y recientemente se ha iniciado la caracterizacién 

inmunoquimica y bioquimica de las miosinas tipo II (Ambrosio et al, 1997). 

6.1. Proteinas del citoesqueleto 

El citoesqueleto de cualquier organismo esta organizado por una red de 

fibras constituidas por filamentos de actina, microtibulos y filamentos
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intermedios y gracias a esta composicicn =* i+ jra mantener la estructura y 
erganizacién de las células, se realizan m.vimtitntes de ajuste y de 

transporte intra y extracellular de acuerde a ta: necesidad morfofisioldégicas y 

se efecttan movimientos de desplazamiente a trates de sus .ubstratos. Estos 
filamentos, de forma individual o en conctunt:, tienen ia  «apacidad de 

polimerizacioén y despolimerizacion en tiempo: jeterminade: y en lugares 
especificos de la célula y le permiten ete tuar tcaas las tunciones de 

transporte y desplazamiento mencionadas. Lax preteinas estructurales del 

citoesqueleto a pesar de ser componentes impertantes de las celulas y de que 

representan blancos potenciales para quimicterupia “McManus y Bryant, 1995), han 

sido poco estudiados en céstodos. 

6.1.1. AgB o Paramiosina. Como ya se mencions anteriormente, las 

paramiosinas forman parte del citoesqueleto de animales invertebrados e 

invertebrados menores como los parasitos y se han estudiado principalmente en 
moluscos y anélidos (Dowben, 1969). Su papel biologico en los moluscos esta 

asociado al mantenimiento de la contraccién muscular con la menor cantidad de 

energia dependiente del ATP y lo que favorece una prolongada tensi6én muscular y 

se debe a la interaccién con filamentos de actina, de miosina y paramiosina 

{Cohen, 1982). La caracterizacién inicial del AgB en cisticercos, mostro que es 

una proteina inmunodominante localizada en células tegumentarias y en el lumen 

del canal espiral (Laclette, Merchant y Willms, 1987}, aunque posteriormente, 
mediante localizacién inmunohistoquimica con anticuerpos anti-paramiosina, se 

redefinié que la proteina se encuentra principalmente en las fibras musculares 

situadas en pared vesicular y que en las tenias presenta una distribucién acorde 

con la composicién de fibras musculares circulares y longitudinales (Laclette et 

al, 1995). Una vez que se hizo la determinacion de la composicién de aminodcidos 

del AgB, se encontré que tenia una alta homologia con paramiosinas de otros 

pardsitos, por lo que desde ese momento se le denominé paramiosina de T. solium 
{Laclette et al, 1991). Segtin las observaciones de la distribucién de esta 

paramiosina, asi como lo que se sabe de otros organismos invertebrados, es 

posible que la proteina interaccione con miosina (Laclette et al, 1995) y lo 

cual también es apoyado por la localizacién en fibras musculares semejantes de 

la miosina tipo II (Ambrosio et al, 1997). 

Aparentemente el AgB tiene un papel importante en la relacion huésped- 
pardsito (Laclette et al, 1989; 1992), ya que se ha visto que es capaz de 

activar al Clq del Complemento a través de su porcién amino terminal, pero por 

otro lado, su regién carboxilo terminal tiene la capacidad de inducir a la 

produccién de anticuerpos. Aun no existe explicacién de porque la proteina, a 

pesar de ser estructural, se secreta por los parasitos y porque no presenta 

regién lider que determine esta propiedad. 

6.1.2. Actina. Las actinas son proteinas estructurales muy conservadas y 

estan presentes en todos los organismos. Por lo general, son proteinas 

codificadas por varios genes que se pueden originar luego de haber sido 

modificadas postransduccionalmente. Esto explica porqué existen isoformas con 
propiedades fisicas y quimicas semejantes las cuales se han conservado a lo 

largo de la evolucién, io que permite su interaccién especifica con otras 

proteinas que se asocian a ellas y lo que les permite a las actinas mantener el 

sitio de unién especifico con el ATP. Independientemente de las isoformas, las 

actinas se encuentra en forma polimerizada denominada actin F que participa en 
las actividades biolégicas relacionadas con los movimientos musculares y la 

forma monomérica o actina G, la cual no tienen participacion en dichos 

movimientos (Bray, 1992). 

A pesar de que las actinas son constituyentes importantes para el 

citoesqueleto y que han sido muy estudiadas, en los céstodos ténidos no se ha 

hecho una caracterizacién molecular a fondo, de ahi que la tinica informacién en
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T. solium esté relacionada con la cara terizacion de dos genes uno denominado 

pATS y otro pAT6, el pAT6 se expresa en cinticercos y aunque se ha logrado 

aislar el ARN mensajero correspondient*’, aun se desconoce cual es su 

distribucién topografica en los tejidos de los parasitos (Campos y col, 1990). 

En estudios que se han hecho con Diphylicbothrium dendriticum, un cestodo no 

tenido y que infecta gaviotas, se han aislado y secuenciado seis genes de 

actina, de los cuales dos presentan una secuencia homéloga a pATS y pAT6 

(Wahlberg y Johnson, 1997) y que han sids localizados en estos parasitos 

mediante experimentos de hibridizacicn if situ (Wahlberg, 1997) e incluso se ha 

intentado determinar por histoquimiva is lccalizacion de las actinas en los 

tejidos de los paradsitos mediante e. enpieo de faloidina conjugada a rodamina 

(Wahlberg, 1998). Los resultados que s+ han oktenido de la caracterizacién en 

otros helmintos como Echinococcus granui: sus, muestran evidencias de que las 

actinas de estos parasitos tienen caracteristicas diferentes cuando se les 

compara con las de mamiferos; se ha en-ontrado que el ARN mensajero es mas 

pequefio, se produce una sola clase de actina y es posible que existan mas de dos 

genes que codifiquen para la proteina (McManus and Bryant, 1995). 

La presencia de genes de actina diferentes, indica que existen 

modificaciones postranduccionales durante su expresién, lo que sugiere que no 

solamente existen 3 diferentes tipos de actina (alfa, beta y gamma), sino 

también diferentes isoformas de las mismas, las cuales podrian diferenciarse 

principalmente por la composicion de sus aminoacidos en las regiones amino 

terminales (Herman, 1993). En los céstodos, podria haber la expresién de 

diferentes isoformas de actina en un mismo momento como lo sugieren 

los resultados de hibridacion in situ en pardsitos de D. dendriticum (Wahlberg, 

1997), lo cual muy posiblemente pueda darse en cisticercos y tenias de Tf. solium 

(Reynoso-Ducoing et al, 2000). Algunos resultados recientes de localizacién de 

actina, analisis por geles uni y bidimensionales de actina purificada de 

cisticercos, cisticercos en evaginacién y tenias, sugieren la presencia de 

diferentes isoformas en cada estadio de desarrollo y de isoformas comunes entre 

ambos estadios de desarrollo (Ambrosio et al, datos no publicados). 

6.1.3. Miosina. Las miosinas, al igual que las actinas, son proteinas muy 

conservadas entre las especies, aunque en la actualidad se han descrito hasta 15 

familias diferentes, las miosinas tipo II o convencionales han sido las mas 

estudiadas. La construccién de un Arbol filogenético de miosinas tipo II muestra 

que existen grupos de miosinas que corresponden a diferentes organismos, por 

ejemplo las miosinas de nematodos y trematodos estan muy cercanas (Sellers, 

Goodson and Wang, 1996) pero atin se desconoce si las que pudieran ser 

encontradas en céstodos podrian ser ubicadas en la parte en la que se encuentran 

agrupadas las de los helmintos dentro de dicho 4rbol filogenético (Fig. 6). 

La cadena pesada de miosina (peso molecular aproximado de 200 kDa) 

presenta una regién globular o cabeza, un cuello y una porcién filamentosa 

larga (Lodish et al, 1999) (MY de la Fig. 7). En la cabeza se encuentran los 

sitios de interaccién con actina y el sitio de actividad de ATPasa. En el cuello 

se encuentran las cadenas ligeras o regulatorias de dicha actividad, y en el 

filamento se encuentran principalmente las zonas que determinan la variabilidad 

de estas proteinas. Casi toda la miosina es helicoidal y solv una pequefia parte 

no presenta tal caracteristica y es la zona que interacciona con otras proteinas 

como la paramiosina (Cohen y Parry, 1998). La interaccién de dos cadenas pesadas 

de miosina genera un dimero denominado también miosina nativa (peso molecular 

aproximado de 500 kDa) y gracias a esta conformacién, una sola de las cabezas de 

la miosina nativa interacciona con un solo monémero de actina en la actina F y 

con ello desarrolla su actividad de ATPasa importante para producir 

desplazamiento de los filamentos gruesos que contienen miosina, sobre los
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amentos delgados que contienen a la actina y con lo cual se genera una fuerza 

'::27 que repercute en el movimiento muscular (Vale and Milligan, 2000) 
Al igual que las isoformas de actina, las de miosina se expresan en 

+. alas musculares o no musculares en patrones de tiempo y espacio bien 
readulados y también la variacién en la expresién de las miosinas es un aspecto 

iependiente del tipo de célula o tejido o bien el desarrollo de un érgano 
teterminado. Se ha encontrado que para cada isoforma de actina hay una isoforma 

miesina correspondiente, lo cual garantiza su mejor actividad biolégica 

» rman, 1993). Resultados preliminares de actividad enzimdtica de ATPasa de 

‘4. .ina gue han sido obtenidos con miosinas y actinas purificadas de diferentes 

‘rasatas tenidos, tanto en su forma larvaria como adulta, muestran que tales 
. t.vidades enzimaticas son diferentes y podrian estar asociadas a formas 

terentes de miosinas y actinas (Cruz-Rivera et al, datos no publicados). 
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Figura 6. Arbol filogenético obtenido para la cClasificacién de miosinas tipo II. Diferentes 

.cruencias de bases de ADN reportadas para el dominio del motor de miosinas tipe II, recuperadas 

desde el banco de datos GenBank y comparadas por el sistema de unién cercana por CLUSTALW, muestran 

que hay mucha cercania entre las miosinas de los helmintos {zona marcada}(Tomado de Sellers, Goodson 

and Wang, 1996).
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Figura 7. Esquema de la comparacion entre paramiosina y miosina tipo II. Como se observa 

ambas profteinas est4n formadas por homodimeros. A diferencia de la miosina (MY}, la paramiosina (FM. 

ne conniene cegién globular (G) en la porcién amino terminal y su regién filamentosa (F] es menir er. 

dimensiones que la de la miosina. Ambas proteinas presentan una regién no a@-hélice en sus extremns 

carboxilo terminal (Tomada de Cohen and Parry, 1990). 

Por lo anteriormente mencionado, en la presente tesis se presentan los 

estudios relacionados con la caracterizacién bioquimica, inmunoquimica y 

morfolégica de la miosina tipo II de fT. solium, asi como se presentan 
propuestas de la importancia que la proteina podria tener en la relacién 

huésped-parasito. 

II. HIPOTESIS Y OBJETIVOS. 

Hipétesis: 

Es posible identificar, localizar y caracterizar parcialmente a la miosina 
tipo II de faenia solium, asi como determinar su semejanza con lo reportado 

para este tipo de proteinas. 

Objetivo General: 

Identificar, aislar, caracterizar bioquimica e inmunoquimicamente, asi 

como determinar su localizacién en los tejidos de los pardsitos, de la miosina 

tipo II de Tf. solium. 

Objetivos Particulares: 

1. Identificar y aislar miosina tipo II de cisticercos y tenias. 
2. Efectuar una caracterizacién inmunoquimica parcial de la miosina mediante 

anticuerpos monoclonales anti-miosina de T. solium. 

3. Determinar mediante inmunolocalizacién con los anticuerpos monoclonales 

anti-miosina, la distribucién de miosina en cisticercos y tenias recuperadas 
de hamsieres infectados experimentalmentc. 

4. Determinar bioquimicamente, mediante la determinacién de la actividad 

biolégica de ATPasa en presencia de actina, de la miosina aislada de 

parasitos. 

5. Determinar la posible funcién biolégica de la miosina de los pardsitos y 

establecer la importancia de su presencia en la fisiologia de los pardsitos, 
asi como dentro de la relacién huésped-parasito.
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Figura 7. Esquema de la comparacién entre paramiosina y miosina tipo II. Camo se observa 

ambas proteinas est4n formadas por homodimeros. A diferencia de la miosina (MY), la paramiosina CPM: 

no cerntiene regién glcbular (G) en la porcién amino terminal y su regidn filamentosa (F] es menor er. 

dimensiones que la de la miosina. Ambas proteinas presentan una regién no a-hélice en sus extremes 

earboxile terminal {Tomada de Cohen and Parry, 1990}. 

Por lo anteriormente mencionado, en la presente tesis se presentan los 

estudios relacionados con la caracterizacién bioquimica, inmunoquimica y 
morfolégica de la miosina tipo II de f. solium, asi como se presentan 

propuestas de la importancia que la proteina podria tener en la relacién 

huésped-parasito. 

II. HIPOTESIS Y OBJETIVOS. 

Hipotesis: 

Es posible identificar, localizar y caracterizar parcialmente a la miosina 

tipo II de Taenia solium, asi como determinar su semejanza con lo reportado 

para este tipo de proteinas. 

Objetivo General: 

Identificar, aislar, caracterizar bioquimica e inmunoquimicamente, asi 

como determinar su localizacién en los tejidos de los paradsitos, de la miosina 

tipo II de fT. solium. 

Objetivos Particulares: 

1. Identificar y aislar miosina tipo II de cisticercos y tenias. 

2. Efectuar una caracterizacién inmunoquimica parcial de la miosina mediante 

anticuerpos monoclonales anti-miosina de T. solium. 

3. Determinar mediante inmunolocalizacién con los anticuerpos monoclonales 

anti-miosina, la distribucién de miosina en cisticercos y tenias recuperadas 

de hamsteres infectados experimentalmente. 

4. Determinar bioquimicamente, mediante la determinacién de la actividad 

biolégica de ATPasa en presencia de actina, de la miosina aislada de 

parasitos. 

5, Determinar la posible funcién biolégica de la miosina de los pardsitos y 

establecer la importancia de su presencia en la fisiologia de los parasitos, 

asi como dentro de la relacién huésped-parasito.



MATERIALES Y METODOS 19 

III. MATERIALES Y METODOS. 

Disefio Experimental 

  

Inteccion experimental de hatter 
gon cisticerces y teespees 

de tentar 

Preparacién de extract 

Lemans zacien te ratese 
y obtencién de hipridicaae 

  

       
  

  

  

Evaluarion de produccién y tecenocimento | 
de los anticuerpos monoclonales ant ;-mosina i 
  

1 
Expansion d= hibridane 
  

  

  

Evaluacién de produccion y reconocimiento de Act 
Cenaeiscién y mantenimiente en N2 Lig. de hibridomas 

Recuperacién de los sccrenadante: 
de cultivo de nibridoms 

I ~ 

      

  

      
  

  
  

        
  

  

  

I L a : 
Deteminacion de clase y subclase Evaluacion del reconocimento Evaluacsn itmurebasteguimi “4 hoa y marcas. 

de antics tpoe monoclonales a extractes ceudes de T. sodium en ceiworter 4 tenite PAT ioat eco de 
de parasites At. eth uh mone Lonal e¢ 

| T TT ~ 

Determinacién del reconocumenta Disterbuciés, de msceira rapturs de ores taptuca de marina libetada 
de los anticuerpos monoclonales en Te scliup por paraeiters ou tay wk wees durante infecciones 
4 miosins tipo Ii en T. soliua experimentales y hatarales                 
  

] 
Ayslamento de 

miosina tipo II de parasites 

  

      

  

-———L. —— ———_ 
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‘btencion de | Evaluacion inminoldgica | 
actina de T. solium dei reconocimento 

de les anticuerpos           

1. Obtencién de pardsitos y de extractos crudos de tenias. Cisticercos. Los 

pardsitos se recuperaron de carne de cerdo infectado naturalmente, inmediatamente 

Gespués de su sacrificio. Una vez obtenidos los parasitos se lavaron 
exhaustivamente con una solucién amortiguada de fosfatos salina pH 7.2. Los 

pardsitos, dependiendo de la finalidad de su uso, se dividieron para obtener de 

ellos la actina y la miosina, para mantenerlos en cultivo in vitro en RPMI 1640 

complementado con solucién de HEPES al 0.2%, glutamina 2 mM, piruvato de sodio 1 mM 

y bicarbonato de sodio 0.007% (condiciones de cultivo: 37°C, CO; al 5% y humedad 

telativa del $53) o se les sumergié en una solucion de inclusién (Tissue-Tek. Miles 

Scientific Laboratories), la cual se sometidé inmediatamente a congelacién en 
nitrégeno liquide y asi, los cisticercos incluidos y congelados se mantuvieron a — 

20°C hasta su procesamiento para la obtencién de cortes en un criéstato (American 

Optical Corporation] a -20°C. Tenias. Estos parasitos se obtuvieron luego de la 

infeccién experimental de hamsteres dorados inmunosuprimidos. Grupos de hamsteres 

(Mesocricetus auratus) de 10 semanas de edad, de ambos sexos, se desparasitaron una 

semana previa a la infeccién experimental con 30 mg/Kg de praziquantel (Cysticid, 

Merck) y se infectaron por administracién oral con 5 cisticercos recién recuperados 

de la carne infectada de cerdo. Para mantener la infeccién, los hamsteres fueron 

inmunosuprimidos con 2 mg de metil-prednisolona (Depomedrol, UpJohn) administrada 

por via subcutanea a intervalos de 15 dias posteriores de la infeccién. Luego de 30 
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dias postinfeccién, los animales se sacrificaron «on eter y de sus intestinos se 
hizo la recuperacién de las tenias. Estos parasitos, inmediatamente después de su 
recuperacién, al igual que con los cisticervos, se dividieron dependiendo de su uso 

futuro. En el caso de su congelacién en la solucior de inclusién, los parasitos se 
fraccionaron para su mejor manejo en la porcion cetalica, regién del cuello y 
proglétidos. En el caso de extractos crudos de tenias, los cuales fueron utilizados 
para las inmunizaciones de los ratones y la obtencion de hibridomas productores de 
anticuerpos monoclonales, una vez que los parasitos se recuperaron, se lavaron 
hasta por 5 ocasiones con solucién salina amortiguada con fosfatos pH 7.2 (SSAF) y 

posteriormente se hicieron homogenizaciones en un polytrén en presencia de KCl 3M 

bajo bafio de hielo. Posteriormente, se procedié a la extraccién de 24 h a 4°C por 

agitacioén continua y suave de la suspension, la cual se clarificé posteriormente 

por centrifugacién (2000 g, 30 min., 4°C). El sobrenadante obtenido se dializé 

contra SSAF y se centrifugd nuevamente (2400C g, 69 min., 4°C) hasta recuperar el 

sobrenadante respectivo el cual se filtré a traves de una membrana con poros de 

0.22 pm de didmetro y se concentré bajo presién positiva con nitrégeno (Allan et 

al, 1990). Posteriormente se hizo determinacion de la concentracién de proteina de 

los extractos obtenidos. 

2. Aislamiento de miosina nativa. La proteina se preparé a partir de tejidos 

de cisticercos a través de extracciones salinas (Dowben, 1969}, para le cual los 

pardsitos se homogenizaron durante 20 min. en presencia de un bafio de hielo en 

presencia de una solucién de NaCl 0.2 M amortiguada a pH 6.5 con KH-P04 e 

inhibidores de proteasas [fenilmetilsulfonilfluoruro 3.4 mM y Acido 

etilendiaminotetraacético 2.5 mM (EDTA)]. Luego la suspension resultante se 

centrifugé (12000 g, 30 min., 4°C) y el precipitado obtenido se resuspendié en KCl 

0.6 M. La solucién resultante, rica en componentes del citoesqueleto, con la 

finalidad de hacer una recuperacién mejor de la miosina, se sometié a dilucién de 

la concentracién del KCl mediante la adicion gota a gota de agua destilada 

suficiente para alcanzar una concentracién del KCl de 0.04 M y con ello se logré la 

precipitacion de la miosina nativa. Luego, para estimacién de la concentracién de 

la proteina se utilizé un kit comercial basado en la reaccién con azul de 

Coomassie. Posteriormente la evaluacién de la pureza de la proteina se hizo 

mediante su analisis por geles de poliacrilamida al 6%, bajo condiciones reductoras 

y en presencia de Urea 12M (Harlow y Lane, 1988). 

3. Anticuerpos monoclonales anti-tenia. Los anticuerpos fueron preparados de 

acuerdo a lo propuesto por Goding (1983), Harlow y Lane (1988) y Craig, MacPherson 

y Nelson (1986) con modificaciones menores. Para ello, ratones Balb/c fueron 

inmunizados intraperitonealmente con 0.2 mg de un extracto de parasitos adultos 

recuperados de hamsteres infectados experimentalmente con cisticercos de fT. solium, 

este extracto se mezclé tanto con Adyuvante completo de Freund como con incompleto 

para las inmunizaciones. Sélo durante una ocasion se hizo la inmunizacién de los 

ratones con la mezcla del extracto y del adyuvante completo, mientras que con la 

mezcla en la que estaba presente el adyuvante incompleto se utilizé para dos 

jinmunizaciones mas. Una inmunizacién final se aplicé por via intravenosa unicamente 

empleando el extracto de los pardsitos. Luego de 4 inmunizaciones (en intervalos de 

10 a 14 dias} se sacrificaron a los ratones y se les retiré su bazo del cual se 

hicieron las recuperaciones de las células B. Las células recuperadas se fusionaron 

con células de mieloma murino (X63/Ag8.653) en presencia de polietilenglicol 4000. 

Luego, las células se mantuvieron en un medio de cultivo Optimem I complementado 

con suero bovino fetal inactivado al 5%, al cual se le adicioné una mezcla de 

antibiéticos (estreptomicina / penicilina en cantidades de 1000000 Unidades 

Internacionales), L-glutamina 2mM, azaserina 0.0045M e hipoxantina 0.075mM (medio 

HAT). Luego de 3 semanas de cultivo de las células sobrevivientes bajo condiciones 

definidas (37°C, humedad relativa del 95% y CO, al 7%), las células se cultivaron 

por dos semanas mas en presencia del mismo medio de cultivo sélo que en ausencia de 

la azaserina. Transcurrido el tiempo de cultivo, los sobrenadantes de cultivo se 

xrecuperaron y se evaluaron por ELISA como se describe posteriormente. Una vez que
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se sgentifivaren los pozos en los cuales se encontraban las células productoras de 
LCuerpes unti-tenia, se clonaron por dilucién limitante y se mantuvieron en 

meaic Optimem complementado con suero fetal bovino al 5% y antibidéticos al 1%. Una 

. yoe las eiulas se expandieron y se confirmé que continuaban manteniendo la 

laora. de anticuerpos monoclonales anti-tenia en los sobrenadantes de cultivo, 

© thygelaren en N liquido o bien se utilizaron para inocular ratones Balb/c para 
iMauciries a la produccioén de liquide de ascitis como se indica posteriormente. 

   
ar, 

  

    

4. Purificacién y marcaje de anticuerpos monoclonales. Con la finalidad de 

  

   

realicar ia ‘aptura de miosina de los parasitos se llevé a cabo la purificacién y 
el marcu's engimatico de los AcM 4B3. Para la obtencion de suficiente cantidad de 
antacuerpos, +e administraron alicuotas de hibridomas productores de AcM 4B3 bajo 
el eLquema ae ineculacioén recomendado por Harlow y Lane (1988). Después de 15 dias 

nintracion de 0.5 ml de pristan las células se inyectaron por via 

iuntraperitcneal en ratones y transcurridas dos semanas de la inoculacion, se 
colecto «i liguido de ascitis por puncién de la cavidad peritoneal, se aclaré por 

centrifugacion (3000g, 10 min.) y el sobrenadante se utilizé como fuente de AcM 
4B3. Como primer paso de purificacion (Harlow y Lane, 1988) se hicieron tres 

ciclos de precipitaciones del liquido de ascitis con (NH,)2S0, saturado al 33% 
ajustado a pH 7.8. El precipitado se resuspendié en solucién salina fisioldégica pH 
7.2 (SSAF), se dializé exhaustivamente y la solucién obtenida fue sometida a 

filtracion en columna de cromatografia de afinidad Affi Gel-protein A-MAPS II 

iBioRad). El proceso de elusién y obtencién de las fracciones se hizo con pocas 

modificacicnes de acuerdo a lo recomendado por el fabricante; a la solucién que 

contenia los anticuerpos se le dejé en interaccién con el gel contenido en la 

columna durante 2 horas a temperatura ambiente 6 bien, en algunos casos, durante 

toda la noche a 4°C. Las fracciones (1 ml) recuperadas durante la elusién, fueron 

colectadas en 100 nl de SSAF 10X e inmediatamente se les hizo una estimacion de su 

contenido de proteina por absorbancia a 280 nm en un espectrofotémetro (SPECTRONIC 
21D). Todas las fracciones con proteina se mezclaron y dializaron como se indicé 

anteriormente y luego la solucién resultante se evalué para la determinacién de su 
contenido de proteina usando un micrométodo comercial (Bradford, BioRad) 

utilizando inmunoglobulinas G de conejo como proteinas estandar. Se evaluéd la 

pureza de los anticuerpos obtenidos a través de su analisis por SDS-PAGE al 12.5 % 

bajo condiciones reductoras con B-mercaptoetanol (Towbin et al, 1979). Los 

anticuerpos asi obtenidos fueron evaluados en cuanto a su reconocimiento a miosina 

por inmunopunto. Una vez que se consideré que los anticuerpos cubrian los 

requisitos de pureza, se les sometié a conjugacién con fosfatasa alcalina 

comercial (FA, Boehringer Manheim) de acuerdo al método de dos tiempos utilizando 

glutaraldehido (Avrameas et al, 1989): se diluyeron 6 mg de FA solubilizados en 60 

hl de glutaraldehido al 1% (PolySciences Inc)en una solucién amortiguadora de 

fosfatos 0.1 M pH 6.8 para su activacién. Luego de 18 h de activacion a 

temperatura ambiente, se eliminé el exceso de glutaraldehido mediante filtracién a 

través de una columna (0.9 x 50 cm) de Sephadex G25 equilibrado con NaCl 0.15 M, 

se le determino el contenido de proteina a cada fraccién (1 ml) de la misma manera 

que se hizo en la purificacioén de los anticuerpos monoclonales, se mezclaron las 

fracciones seleccionadas y se les concentré por presién positiva con N) hasta 1 

mg/ml. Los anticuerpos fueron dializados exhaustivamente en presencia de NaCl 0.15 

M y mezclados en proporcioén de 3 mg de anticuerpos por 60 pl de la solucién de 

enzima activada y en presencia de una solucién reguladora de carbonato/ 

bicarbonato 1 M pH 9.5. Transcurrido el tiempo de la reaccién 

anticuerpo-enzima (18 h, 4°C), los sitios libres activos se bloquearon con 100 pl 
de lisina 1M (12 h, 4°C), de tal manera que el volumen final de la solucién total 

permitiera que la lisina alcanzara una concentracién de 0.1 M. Después de 

bloquear, la solucién se sometiéd a didlisis exhaustiva con SSAF ajustado a pH 8 

con la finalidad de eliminar el exceso de lisina y de equilibrar la solucién. El 

exceso de enzima se eliminé mediante filtracién en cromatografia en columna de 

sepharosa G-25 y se usé SSAF como eluyente. A Las fracciones recuperadas (1 ml) se 

les determiné actividad enzimAtica por adicién del sustrato 4-Nitrofenil fosfato 

de ia ay 
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(4NPF). Este sustrato habia sido preparado con 20 mg de 4NFF solubilizado en 15 mb 
de solucioén amortiguadora de dietanolamina 1.0 M pH 9.8 y 5 ml de agua destilada. 

Para la determinacién de la actividad enzimatica de FA en las placas, se 

adicionaron 100 nl de la solucién amortiguadora-sustrato a cada pozo y se dejé que 
se llevara a cabo la reaccién enzimatica (1 h, 37°C) y luego del desarrollo del 

color, se hicieron las mediciones de absorbancia con un filtro de A=405nm en un 

elisémetro (BioRad 2550). De igual manera, para pozos duplicados, se hizo la 

deteccién de proteina por su absorbancia a 280 nm y una vez que se seleccionaron 

las fracciones que tenian actividad enzimatica y proteina, fueron mezcladas y 
concentradas a 1 mg/ml mediante presién positiva. Finalmente, para comprobar que 

los AcM 4B3-FA mantenian su reconocimiento a las miosinas, se hicieron 

evaluaciones mediante ELISA e inmunopunto,. Con la finalidad de tener una 

estimacién cuantitativa de los anticuerpos marcados, fueron titulados por su 

reactividad en ELISA de la siguiente manera: A 100 pl de miosina de cisticercos 

(25tg/ml) previamente adsorbida a micropozos, se les adicionéd 100 pl de AcM 4B3-FA 

previamente diluidos en diluciones seriadas (1:20 a 1:5120). Una vez que los 

anticuerpos fueron titulados, la solucién con glicerol (1:1) y se le fraccioné en 
alicuotas, las cuales fueron almacenadas a -20 °C hasta su uso. 

5. Preparacién y purificaci6én de anticuerpos policlonales anti-miosina. Se 

someti6é la miosina solubilizada en KCl 0.6M, a electroforesis en gel de 

poliacrilamida al 6% bajo condiciones reductoras (SDS-PAGE) empleando un gel 

preparativo al que se aplicé una carga de 600 wig de proteina. El gel fue tratado 

con una solucion de acetato de sodio 4M (Harlow y Lane, 1989; Higgins y Dahmus, 
1979) se visualizaron las bandas del gel, se cortaron y separaron la fraccién 

correspondiente a la miosina nativa (> 200 kDa), que se homegenizé 1:1 con 
adyuvante completo de Freund (ACF, Sigma) y la suspensién resultante se 

administro, por via subcutdnea en el lomo de un conejo Nueva Zelanda de acuerdo a 

lo propuesto por Harlow y Lane (1989). Cada 15 dias se repiti6éd la inmunizacion 
pero con adyuvante incompleto de Freund (AIF, GIBCO BRL). Se calcularon los 

titulos de anticuerpos anti-miosina producidos en ELISA con miosina semipurificada 

como antigeno (25 ug/ml) previamente diluida en una solucién amortiguadora de 

carbonatos a pH 9.6. Después de alcanzar titulos de anticuerpos de 1:3200 se 
obtuvo la sangre por puncién cardiaca, se separé el suero, se fraccioné en 

alicuotas y congelaron a -20°C hasta su uso. 
Los anticuerpos se purificaron por precipitacién con sulfato de amonio 

saturado al 40% y filtracién en columna de afinidad de proteina A-Sepharosa 
(Sigma). La columna se equilibré con 3 volimenes de SSAF 0.1 M pH 8.0 y se 

incubaron los anticuerpos en la columna durante 2 h o toda la noche a 4°C. Para 
eluir las proteinas no adsorbidas al gel, la columna se lavé 5 veces con SSAF. 

Para la elusién de las inmunoglobulinas G adsorbidas al gel se aplicé una solucion 
de Acido acético 0.1 M diluido en NaCl 0.15 M. Cada una de las fracciones 

obtenidas (1-1.5 ml) se recuperé en 100 wl de SSAF 0.5 M pH 8.0 e inmediatamente 

después se les midié la absorbancia a 280 nm. Las fracciones seleccionadas se 

mezclaron, dializaron exhaustivamente contra SSAF a 4°C y finalmente se 

concentraron por presién positiva con Nz. Posterior a la determinacién de su 

contenide proteico por Bradford comercial, la solucion se traccioné en alicuotas, 

las cuales se congelaron a -20 °C hasta su uso. De igual manera que con los AcM, 

en la IgG purificada, se evalué la pureza mediante SDS-PAGE con geles al 12.5 % 

bajo las condiciones ya descritas anteriormente. También, para la evaluacién de su 

reconocimiento al antigeno, se llevé a cabo un ensayo de inmunopunto con 10 pl de 

miosina (10 fg/ml) adsorbida a membrana de nitrocelulosa bloqueada con albtmina 

sérica bovina al 5% y luego se adicionaron los anticuerpos policlonales (dil. 

1:1000), anti-IgG de conejo en chivo (Zymed Laboratories) conjugados a peroxidasa 

(dil. 1:1000) y se revelé la reaccién enzimAtica con 5-5 diaminobenzidina (DAB), 

500ng/ml de SSAF y 6 Al de H202) y una vez desarrollado el color, la reaccién 

enzimatica fue detenida con agua destilada.
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6. Caracterizacién inmunoquimica de miosina. 

6.1. Evaluacién del reconocimiento de epitopos conformacionales o lineales. 

Se colocaron gotas de 100 pl de miosina de cisticercos solubilizada en KCl 0.6M (1 

Hg/pl} que habia sido previamente sometida a diferentes tratamientos de 

desnaturalizacion en PVDF {Millipore), se agregaron 100 pl de sobrenadante con AcM 
4B3 y se procesaron de manera similar a lo descrito antes. 

Los tratamientos de desnaturalizacién a los que fue sometida la miosina 

fueron: ebullicion en bafio Maria durante 10 min. o adicién de Urea 12 M o f- 
mercaptoetanol (cdéctel de electroforesis) en proporcién 9:1 (agente quimico: 
miosina). 

6.2. Evaluacién de la especificidad del reconocimiento de los AcM hacia 

miosinas diferentes. Se analizé el reconocimiento de diferentes concentraciones de 

sobrenadantes de cultivo de hibridoma que contenia a los AcM 4B3 frente a miosinas 

de fT. solium, de musculo de cerdo y miosina comercial de manera semejante a lo 

descrito por Murakami y Elzinga (1992). Las dos primeras miosinas mencionadas se 
aislaron de T. solium, usando bajas y altas concentraciones de KCl. Las 

miosinas (10 wg) se adsorbieron a los micropozos e incubaron con diferentes 
diluciones de sobrenadantes que contenian AcM 4B3. Previamente, estos 

sobrenadantes con AcM 4B3 habian sido evaluados sin dilucién alguna en su 
reactividad hacia las miosinas y se les determiné una absorbancia promedio de 2.0 

a A4=492 nm. También, previamente se evalud la reactividad de los anticuerpos 

comerciales anti~IgG de raton conjugados a peroxidasa de rabano y las diluciones 

gue se emplearon fueron de 1:1000. Como sustrato se empleé OPD 0.4 mg/ml y H-O: al 

30+ (v/v), la reaccién enzimatica se paré con la adicién de acido sulftirico 2M 

luego de 5 min. de reaccién y se midi6é el color por espectrofotometria a 492 nm. 

7. Aislamiento y purificacién de actina. 

Una vez que los cisticercos fueron homogenizados en el NaCl 0.2M y 

centrifugados para la obtencién del botén del cual se hizo el aislamiento de 
miosina, el sobrenadante se recuperé y se dializ6é exhaustivamente (12 h, 4°C, en 

agitacién continua) en solucién amortiguadora de fosfatos 50 mM pH 7.0 y EDTA 1 

mM, se centrifugéd (1000g, 5 min., temp. amb.} y el sobrenadante se dializé frente 
a una solucién disociante compuesta de KCl 100 mM, MgCl2 1mM, ATP 5 mM, NaH>PO, 16 

mM y Na;HPO, 16 mM, pH 7.3 durante 24 h a 4°C. Luego, para la recuperacién de los 

filamentos de actina, la suspensién obtenida durante la didélisis se centrifugé 

(40000g, 30 min., 4°C) y el paquete que se formé se le consider6é como un 

enriquecido de miofilamentos de actina polimerizada semipurificada (Heidcamp, 

1996). Para su conservacién, una vez que el paquete se resuspendié en la solucién 

disociante, se hizo una dilucién de la solucién resultante con glicerol al 50% 
(1:1) y la aectina asi obtenida se preservé en congelacién a -20°C hasta su uso. 

Debido a que los analisis por inmunopunto (IMP) de los filamentos de actina 
mostraban contaminacién con miosina, los filamentos se sometieron a una nueva 

purificacién mediante cromatografia de filtracién a través de gel de Sepharosa-CL 
4B de acuerdo a lo descrito para la purificacién de actina no muscular de 
eritrocitos (Pinder et al, 1995). Para esto se diluyeron las muestras de 

miofilamentos (8 mg) 1:1 con una solucién de Tris-HCl 1M, ATP 0.2 mM, MgCl, 0.1mM, 
DTT 0.2 mM, pH 7.0 (solucién polimerizante) y la mezcla resultante se incubd 15 

min. a 30°C y se agregé a la columna. Previamente la columna (2.5 x 60 cm) se 

equilibré con Tris-HCl 1M y una vez aplicada la muestra se realizé el 
fraccionamiento (120 ml/h) a temperatura ambiente usando solucién de TRIS- 
HCl 1M como eluyente. Para la calibracién y la determinacion del volumen de 

exclusién, se corrieron varies marcadores de peso molecular para columna de 

filtracién tales como: azul dextran (2000 kDa), apoferritina (443 kDa), albumina 

bovina(66 kDa) y anhidrasa carbénica(29 kDa). El volumen de exclusién se consideré 
el volumen de la primera fracci6én en que aparecié el color (en el caso del azul 

dextran) o en el que se hubiera obtenido el mayor valor de absorbancia a 280 nm 

del marcador respective. Una vez que se hizo la calibracién de la columna, se 

fraccionaron las muestras que contenian a la actina y se determinéd la absorbancia 

a 280 nm de cada una de las fracciones obtenidas {1.5 m1), luego se seleccionaron
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las fracciones con mayor absorbancia y se determing »u conm-entracion mediante el 

micrométodo comercial de Bradford. En ada una ce tas trav’ :ones resultantes del 

fraccionamiento se busco la presencia de a’ tina yee micsina mediante IMP para lo 

cual se utilizaron anticuerpos policlunale: omerciales especificos hacia cada 

proteina (Zymed Laboratories) {1:1000;. De la misma manera, la miosina fue 

identificada con los AcM 4B3. En paralelo a la deteccion inmunolégica, a cada una 

de las fracciones se le determiné actividad de ATPasa, para lo cual se adicioné 

miosina de cisticercos solubilizada en KCl 0O.6M ‘18 wg/mli iver seccién 5). 

La seleccién de las fracciones que ccntenian unicamente actina se hizo con 

base al reconocimiento de los anticuerpes, la actividad enczimatica presentada por 

la adicién de miosina y de acuerdo al vclumen de exclusion medido para el azul 
dextran. Una vez que se identificaron las fraccicnes de actina se obtuvieron 
alicuotas de cada pozo y se prepararon para su chservacién al microscopio 

electrénico de transmisién (con aumentos de 20,0U0x a 50,000x a 60 kV tal y como 

se llevé a cabo para la observacién de la miosina (‘Ambrosio et al, 1997}. El pH de 
la mezcla de las fracciones seleccionadas fue de aproximadamente 5.4, lo cual es 

un indicativo de que hay una proteina acida que predomina en la solucién que es 
una caracteristica de la actina. 

8. Determinacion de la actividad de ATPasa de la miosina. 

Se intent6é medir la actividad enzimatica con base al método descrito por 
Kodama, Fukui y Kometani (1986), que se basa en la evaluacién colorimétrica del 

fésforo inorganico liberado (Pi) que hubiera reaccionado con el verde de 
malaquita. Sin embargo, la estandarizacion no fue exitosa por lo que se tuvo que 
recurrir a la implementacién de la combinacioén de dos técnicas diferentes con lo 
que se logr6é la determinaci6én cuantitativa del Pi (Hightower y McCarty, 1996) y la 
evaluacién de la actividad de la ATPasa de miosina bajo condiciones definidas 

(Perry, 1955). Esta combinacién de métodos permitio medir las ATPasas de miosinas 
de cisticercos y tenias frente a actinas obtenidas de cisticercos y actina 
comercial. 

Para la estandarizacién inicial de la determinacion de ATPasa de miosina se 
utilizé a miosina comercial (Sigma) en consideracién a las actinas mencionadas en 

el parrafo anterior, se incubaron 5 wig de miosina con 0.25 pg de actina utilizando 

como medio de reacci6én una solucién compuesta de 100 pl de Tris-base 100 M pH 9.5, 

20 pl de CaCl, 100 mM, 30 wl de ATP 50 mM y 30 pl de agua desionizada y 

bidestilada. La solucién final se ajusto a pH 9.0 y se incubé en un bafio de agua a 

25°C. La medicién de la actividad enzimatica se llevé a cabo desde el momento en 
gue se adicioné actina, se hicieron determinaciones en intervalos de 1 a 2 min. 

durante 10 minutos. Una vez que transcurrieron los tiempos establecidos, a cada 

una de las muestras se le adicioné 100 yl de Acido tricloroacético al 15% y se les 

dejé en reposo (4°C, 1h) con la finalidad de lograr la estabilizacion de los 

productos de reaccién. Luego, se centrifugaron las muestras en una microfuga 

Eppendorf (3400 g, 5 min.) y se agregaron 400yu1 de agua desionizada y bidestilada 

a 100 wl de cada uno de los sobrenadantes obtenidos. Finalmente, se incubaron 

estos sobrenadantes con 500 pl de una solucién fresca de verde de malaquita (VM) 

preparada de una proporcién 1:1 de la mezcla de soluciones A y B y complementada 

con sulfato de para metilaminufenvl (4 mg/mij. La solucion A contenia colorante 

verde de malaquita al 0.055% (p/v) en alcohol polivinilico (ALDRICH). Este alcohol 
previamente se disolvié en agua bidestilada y desionizada caliente a 80°C. La 

solucién B contenia molibdato de amonio tetrahidrato (Sigma) al 2.5 % (p/v) 

disuelto en HCl 4N (Merck). 

Para la determinacién del Pi liberado, inmediatamente después de que se 

adicioné la solucién VM a cada uno de los sobrenadantes, se incub6 durante 2 min., 

se detuvo la reaccién colorimétrica con 500 pl de acido citrico 0.47 M (Baker). Se 

midié la absorbancia a 600 nm 30 min. después de haber detenido la reaccién 

colorimétrica en un espectrofotémetro SPECTRONIC 21D. Todas las mediciones 

obtenidas se compararon con la testigo, las cuales contenian todos los reactivos
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mencionades excepto ATP y las mediciones Para ias mismas se hicieron previo a que 
se hubiera adicionado el Acido triciorcarvetior. 

La cuantificacion exacta de Fi iliberauds, con los valores de absorbancia 

ebtenidos, se preparé de acuerdo a Kodama et ui £198€) de la forma siguiente: se 

mezclaron 500 pl del reactivo de reaveicn ‘cn 5 a 50 ng de fosfato de potasio 
monobasico 1 mM y luego, a cada unc dé lex tutes se le adicioné la solucién VM. 
Luego,a los 2 minutos exactos, la reaccicn cciorimétrica se detuvo mediante la 

adicién del acido citrico y una vez que trams urrieron 30 min. a temperatura 
ambiente, en cada uno de los tubos se aeterminc la absorbancia a 600 nm. Cada una 

de las lecturas realizadas fue comparada ::n 1a lectura obtenida de tubos 

considerados blancos de reaccion ya gue a -i.os no se les adicioné el fosfato de 

potasio monobasico. 

Una vez que se logré la estandariza’ion y la medicion de actividad 
enzimatica de ATPasa con miosina comercial frente a su actina homéloga, se 
hicieron mediciones enzimaticas de miosinas obtenidas de fT. solium, de fracciones 

de actina purificada por filtracioén en columna a las cuales se les adicionéd 

miosina exégena, de sobrenadantes de cultivo de cisticercos y a de suero de 
animales infectados. 

  

9. Deteccién de miosina liberada por cisticercos cultivados in vitro. 

Se recuperé el sobrenadante de cultivo de cisticercos. Estos parasitos 
fueron mantenidos en medio RPMI 1640 complementado con dextrosa al 0.4% en 

presencia de antibiéticos(anfotericina 0.lug/ml, estreptomicina 40ypg/ml y 
penicilina G 10,000 U/ml) bajo condiciones detinidas (37°C, CO. al 5% y humedad 

relativa del 98%). Posteriormente a intervalos de tiempo definidos (de 2 a 24 

horas), se determind la concentracion de proteinas, se detectd miosina por medio 

de los AcM 4B3 y se determino la actividad de ATPasa frente a actina purificada de 

cisticercos. 

10. Deteccién de miosina en materia fecal recuperada de infecciones 

naturales y experimentales. : 

Con la finalidad de lograr la deteccién de miosina liberada de los parasitos 
en materia fecal recuperada de los animales infectados experimentalmente con 

tenias, se determinéd por ELISA usando los AcM 4B3, pero como se encontré fondo 

alto de reaccién, se decidio estandarizar un sistema de captura de miosina similar 
al de captura de coproantigenos de tenia(Allan et al, 1990; ), usando a los AcM 

4B3 para la captura. Sin embargo, los resultados no fueron reproducibles, 

por lo que se decidié emplear para la captura a anticuerpos policlonales anti- 
miosina previamente purificados (seccién 2) y para el revelado, a los AcM 4B3 

purificados y marcados con una enzima. Inicialmente el revelado se hizo con la 
peroxidasa de rabano, pero por el fondo se cambi6é a fosfatasa alcalina. 

Ademaés con la finalidad de disminuir al maximo las reacciones cruzadas 

posibles, todos los anticuerpos se absorbieron con material fecal de animales o 

humanos no infectados. Para ello, 200 wl de sobrenadantes de materia fecal se 

adsorbieron a los micropozos de manera semejante a lo descrito para la 

sensibilizacién de placas para ELISA y posteriormente se adicionaron volumenes 

equivalentes de los anticuerpos, nuevamente se permitié la reaccién de estos con 

sus antigenos y pasado el tiempo de incubacién, se retiré de cada pozo cada una de 
las soluciones. Este proceso se repitid en tres ocasiones para garantizar al 

maximo la eliminacién de reacciones no especificas entre los anticuerpos y las 

muestras. 

  

10.1. Captura de miosina por anticuerpos. Estandarizacién en muestras de 

materia fecal. 

A los sobrenadantes de heces de hamsteres y humanos no infectados se les 

adicionaron diferentes concentraciones de miosina purificada de cisticercos (8, 
80, 800 ng/ml) y se determinéd si con el ELISA descrito en el parrafo anterior 

habia la posibilidad de estandarizar la deteccién de miosina en estas muestras en 
presencia de concentraciones conocidas de miosina.
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10.2. Captura de miosina por anticuerpos. Analisis de muestras colectadas 
durante las infecciones. 

10.2.1. Animales infectados experimentalmente. Se evaludéd la presencia de 

na ode parasitos en sobrenadantes obtenidos de manera similar a lo descrito en 

vane cien 7.1.1, mediante su captura con anticuerpos policlonales. Los 

trrenadantes utilizados en estos ensayos fueron recuperados de muestras de 

teria fecal colectadas a intervalos de tiempo diferentes durante infecciones 

oxperimentales de teniosis (Ambrosio et al, 1997), Se absorbieron 100 pl 

  

2erpos (10 pg/ml) de captura a los micropozos y bloqueados, para evitar 

‘ividad inespecifica, con Albumina sérica bovina al 5%. Se adicionaron 100 pl 

crenadantes de materia fecal y posteriormente se agregaron 100 wl de AcM 4B3- 

it py, ml). Todas las incubaciones fueron de 2h a 37°C. Para el revelado de la 
: “nzimatica se utilizaron 20 mg de 4-Nitrofenilfosfato solubilizado en 15 

ma de una solucion amortiguadora de dietanolaminal.0 M pH 9.8 y 5 ml de agua 

   

  

destilada como sustrato. Luego, una vez que se desarrollé la reaccién colorida a 
los € min. de incubacion, se hicieron las mediciones de absorbancia a 405 nm. 

10.2.2. Humano infectado. De igual manera a lo descrito para la captura de 

micsina por anticuerpos policlonales y su revelado con los AcM 4B3 y anticuerpos 
securdarios anti-IgG de raton conjugados a peroxidasa, se analizaron muestras de 

materia fecal de personas infectadas con tenias de centros hospitalarios para 
evaluar su contenido de miosina de parasitos adultos. Estos pacientes previamente 

fueron evaluados clinicamente y su estado de infeccién fue asegurado por andlisis 

topreparasitoscépicos especificos. 

IV.RESULTADOS. 

La evaluacién del reconocimiento de los AcM 4B3 por ELISA mostré que 

ellos reaccionaron especificamente hacia los extractos crudos de f. solium, tanto a 
cisticercos como a las tenias, asi como a sobrenadantes de cultivo de éstas Ultimas 

y parasitos como T. taeniaeformis y T. saginata. No hubo reactividad de los 

anticuerpos hacia los extractos de nem&todos, trematodos y protozoarios. Con el 
analisis por IET de T. solium, tanto de extractos crudos como de sobrenadantes de 

cultivo de tenias, se encontré que los AcM 4B3 reaccionaron con una fraccién 

especifica de alto peso molecular (400 kDa), en los extractos de cisticercos se 

encontro gue los anticuerpos también reaccionaron con una fraccién de menor peso 

molecular (100 kDa). En los andlisis por inmunopunto, de sobrenadantes de cultivo 

de tenias y de heces recuperadas a diferentes tiempos de infeccién de los 

hamsteres, se encontré reactividad positiva por los anticuerpos monoclonales hacia 

antigenos contenidos en estas muestras. El andlisis inmunohistoquimico en tejidos 

de cisticercos mostré que los AcM 4B3 reaccionaron con las fibras musculares 

situadas tanto a nivel de pared vesicular, como en el canal espiral invaginado. La 
distribucién de la marca fluorescente, correspondiente a la reactividad de los AcM 

4B3 con los anticuerpos secundarios anti-IgG de ratén-fluoresceina, se encontroé que 

era diferente dependiendo de la zona observada de los tejidos de los parasitos: 
Mientras que a nivel de pared vesicular, por debajo de la membrana basal, se 

observaron fibras musculares largas con distribucién longitudinal y otras cortas de 

distribucién azarosa a nivel de tegumento, en el canal espiral se observé que las 

fibras musculares presentaron una distribuci6én semejante a redes de fibras que se 

distribuyen a lo largo de la pared interna del parasito invaginado. La distribucién 
de la marca fluorescente se present6é diferente a nivel de las tenias: A nivel de 

porcién cefdlica, en las ventosas, la marca se presenté intensa y aglomerada a 

nivel de las ventosas. En el cuello de los parasitos se observaron largas fibras, 

mientras que en los proglétidos se observé que la fluorescencia se distribuyé 

principalmente en los bordes de los mismos y poca fluorescencia se presenté en la 

regién parenquimatosa. El andlisis de reactividad por ELISA de los AcM 4B3 hacia 

miosinas de los pardsitos, extraidas en KCl 0.6M, mostr6é que estos anticuerpos 

reaccionaron con todas ellas, asi como con miosinas comerciales. La reactividad de 

los AcM 4B3 hacia las miosinas de 7. solium fue mucho mas cuantitativa que hacia
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10.2. Captura de miosina por anticuerpos. Analisis de muestras colectadas 

durante las infecciones. 

10.2.1. Animales infectados experimentalmente. Se evaludé la presencia de 

sina de parasites en sobrenadantes obtenidos de manera similar a lo descrito en 
se.cicn 7.1.1, mediante su captura con anticuerpos policlonales. Los 

renadantes utilizados en estos ensayos fueron recuperados de muestras de 

materia fecal colectadas a intervalos de tiempo diferentes durante infecciones 

experimentales de teniosis (Ambrosio et al, 1997). Se absorbieron 100 pl 

    

    

  

actuerpos (10 pg/ml) de captura a los micropozos y bloqueados, para evitar 

sividad inespecifica, con Albumina sérica bovina al 5%. Se adicionaron 100 pl 

‘de strrenadantes de materia fecal y posteriormente se agregaron 100 pl de AcM 4B3- 

fA  .: yy mi). Todas las incubaciones fueron de 2h a 37°C. Para e] revelado de la 
r@q 71cm enzimatica se utilizaron 20 mg de 4~-Nitrofenilfosfato solubilizado en 15 

de una solucion amortiguadora de dietanolaminal.0 M pH 93.8 y 5 mi de agua 
tilada como sustrato. Luego, una vez que se desarrollé la reaccién colorida a 

é/i min. de incubacion, se hicieron las mediciones de absorbancia a 405 nm. 

10.2.2. Humano infectado. De igual manera a lo descrito para la captura de 

mlosina por anticuerpos policlonales y su revelado con los AcM 4B3 y anticuerpos 

secundarios anti-IgG de ratén conjugados a peroxidasa, se analizaron muestras de 
materia fecal de personas infectadas con tenias de centros hospitalarios para 
evaluar su contenido de miosina de pardsitos adultos. Estos pacientes previamente 

fuercn evaluados clinicamente y su estado de infeccién fue asegurado por analisis 
copreparasitoscépicos especificos. 

mi 

des 

os he
 

IV.RESULTADOS. 

La evaluacién del reconocimiento de los AcM 4B3 por ELISA mostr6é que 

ellos reaccionaron especificamente hacia los extractos crudos de f. solium, tanto a 

cisticercos como a las tenias, asi como a sobrenadantes de cultivo de éstas Ultimas 

y paradsitos como T. taeniaeformis y T. saginata. No hubo reactividad de los 
anticuerpos hacia los extractos de nematodos, trematodos y protozoarios. Con el 
analisis por IET de fT. solium, tanto de extractos crudos como de sobrenadantes de 

cultivo de tenias, se encontré que los AcM 4B3 reaccionaron con una fraccion 

especifica de alto peso molecular (400 kDa), en los extractos de cisticercos se 

encontré que los anticuerpos también reaccionaron con una fraccién de menor peso 
molecular (100 kDa). En los analisis por inmunopunto, de sobrenadantes de cultivo 

de tenias y de heces recuperadas a diferentes tiempos de infeccién de los 

hamsteres, se encontré reactividad positiva por los anticuerpos monoclonales hacia 

antigenos contenidos en estas muestras. El analisis inmunohistoquimico en tejidos 

de cisticercos mostré que los AcM 4B3 reaccionaron con las fibras musculares 
situadas tanto a nivel de pared vesicular, como en el canal espiral invaginado. La 
distribucién de la marca fluorescente, correspondiente a la reactividad de los AcM 

4B3 con los anticuerpos secundarios anti-IgG de ratén-fluoresceina, se encontré que 

era diferente dependiendo de la zona observada de los tejidos de los parasitos: 

Mientras que a nivel de pared vesicular, por debajo de la membrana basal, se 

observaron fibras musculares largas con distribucién longitudinal y otras cortas de 

distribucién azarosa a nivel de tegumento, en el canal espiral se observé que las 

fibras musculares presentaron una distribucién semejante a redes de fibras que se 

distribuyen a lo largo de la pared interna del parasito invaginado. La distribucién 
de la marca fluorescente se presenté diferente a nivel de las tenias: A nivel de 

porcion cefdlica, en las ventosas, la marca se present6 intensa y aglomerada a 
nivel de las ventosas. En el cuello de los pardsitos se observaron largas fibras, 

mientras que en los proglétidos se observé que la fluorescencia se distribuy6é 

principalmente en los bordes de los mismos y poca fluorescencia se presenté en la 

regién parenquimatosa. El analisis de reactividad por ELISA de los AcM 4B3 hacia 

miosinas de los parasitos, extraidas en KCl 0.6M, mostré que estos anticuerpos 

reaccionaron con todas ellas, asi como con miosinas comerciales. La reactividad de 

los AcM 4B3 hacia las miosinas de fT. solium fue mucho mas cuantitativa que hacia
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RESULTADOS 

las comerciales. La evaluacién del reconocimiento de anticuerpos anti-~ 
paramiosina mostré que ellos reconocieron también a las miosinas de 

cisticercos, pero no al sobrenadante de cultivo de tenias. La purificacién de 

miosina de estos sobrenadantes y su observacién al microscopio electrénico de 

transmisién, mostr6é que se trataban de miosinas tipo II convencionales porque 

presentaron una morfologia cldsica de estas proteinas: Dos porciones 

globulares unidas a través de una larga cola filamentosa de tamafio aproximado 

a los 140 nm. Segtin andlisis por IET, bajo condiciones reductoras a la que se 

sometid a la miosina purificada, cada una de las porciones globulares 

correspondié a las cadenas pesadas de aproximadamente 200 kDa, las cuales 

reaccionaron con los AcM 4B3 (Ambrosio et al, 1997). 

1. Evaluacién del reconocimienteo inmunolégico de los AcM a miosina y 

paramiosina. 

Como la cantidad de miosina obtenida de los pardsitos no permitia 

continuar con su caracterizacién bioquimica, se consideré pertinente intentar 
su aislamiento con KCl 0.6M como se ha indicado para el aislamiento de estas 

miosinas en general (Dowben, 1969; Giese, 1973; Barylko et a1,1992), a partir 
de cisticercos. En la figura 8, carril 5, se muestra el patrén 

electroforético de la miosina aislada con KCl 0.6M, quien debido a que no 
present6 la pureza necesaria se le precipité por disminucioén de la 
concentracién del KCl 0.6M a 0.04M con lo que se logré una mejor purificacién 

(Fig. 8, carril 4). No fue posible bajo esta estrategia eliminar por completo 

otras fracciones proteicas de 97 y 43 kDa aproximadamente. El problema de 

copurificacién se repite siempre que se intenta purificar a la miosina bajo 
esta misma estrategia metodolégica. Ademas, como se podra ver en la figura 8 

{carril 2B) que hay reconocimiento de paramiosina. 
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Figura 8. Evaluacién de la purificacién de miosina de cisticercos y del reconocimiento 

inmunolégico por AcM 4B3. A. Separacién electroforética de proteinas (35 ug/pozojen geles de 

poliacrilamida al 10% bajo condiciones reductoras y a 100v, lh, 4°C). El revelado de las 

proteinas se hizo por tincidi cou azul de Coomassie brillante, ei exceso de colorante se eliminé 

con 4cido acético al 10%. B. IET (23 v, 12 h, T. A.) en membrana de PVDF de las proteinas 

separadas en A. El revelado con anticuerpos se hizo con sobrenadantes de cultivo de hibridoma 

productor de AcM 4B3, anti-IgG de ratén, 1:1000, DAB y H20,. 1: Pesos moleculares comerciales 

pretefiidos de amplio intervalo, de los cuales sélo se indican a la cadena pesada de miosina (200 

kDa}, la fosforilasa B (97 kDa) y la ovalbimina (43 kDa). 2: Extracto crudo total de cisticercos. 

3: Extraccién de componentes del citoesqueleto con NaCl 0.2M. 4: miosina purificada por su 

precipitacién en KCl 0.04M y 5: miosina extraida en KC] 0.6M. La muestra colocada en el carril 5 

es un paso anterior a la mostrada en el carril 4 (Tomado de Reyes, 2000) 

Con el propésito de determinar la especificidad del reconocimiento de los AcM 

4B3 hacia miosinas purificadas de pardsitos, paramiosinas de cisticercos y
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Mmiosina comercial de cerdo, se realizé un ELISA (Fig. 9). Le paramicsina 
utilizada en éste y otros estudios fueron proteinas recombinantes 
(gentilmente donadas por el Dr. J.P. Laclette, Inst. de Invest. Biomedicas, 
UNAM). Se utiliz6 la molécula completa (PM) y la region a c 1 de la 
misma (PMN). De igual manera, la miosina extraida por KI de anibas fue 
gentilmente donada por la Dra. Isaura Meza (CINVESTAV, IFN. came control 
negativo de AcM se utilizé sobrenadante de cultivo de mieloma Ag&x6é2 (AG8}, 
con el cual se hizo la fusién para la obtencioén de los hitridemas. Los 
resultados mostraron que los anticuerpos reaccionaron con las ciiferentes 
miosinas, siendo mayor la reactividad con la miosina obtenida de i- 
cisticercos. Segtin estos resultados, no hubo reconocimient: cuaiitative hacia 
la miosina comercial y las muestras de paramiosina y en pata la miosina de 
amibas. 
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Figura 9. Evaluacién por ELISA del reconocimiento de anticuerpos monoclonales anti-miosina 4B3    hacia diferentes proteinas. Sobrenadantes de hibridomas que contenian AoM 4H4 ne Lteron 
reaccionar con paramiosina recombinante {PM), fragmento amins terminal de params ey 

recombinante (FMN), miosina extraida por KCl de cisticercos {Mcist), micssina ~omercial de cerdo 

(Mcerdo}) y miosina extraida de amibas (MEhist). Concentracinnes de los antigenes fueron de 

1pg/100p1. Come controles negativos de los ensayos fueron utilizados le sctrenadantes de cultivo 
de los mielomas (AG8). Todas las reacciones fueron analizadas mediante ELISA, usando anticuerpos 
anti-IgG de ratén conjugadas a peroxidasa (Tomado de Gonzdlez L, 1998). 

Al evaluar por IET el reconocimiento de los AcM 4B3 hacia los tres 
fragmentos recombinantes de la paramiosina (Fig. 10C), se encontré que ellos 
reaccionaron débilmente con las porciones amino y carboxilo terminales (Fig. 

10C. la y 3er tiras de NC de izquierda a derecha). Este débil reconocimiento 

es semejante al obtenido para las paramiosinas recombinantes (Fig. 9) y los 
extractos crudos de cisticercos (Ambrosio et al, 1997). 

2. Inferencia de la posible secuencia de aminodcides que podrian estar 

involucrados en los epitopos de miosina. Debido a que por IP se observé que 

lus AcM 4B3 inaitenian el reconocimiento de las miosinas obtenidas de 
cisticercos (Fig. 8), asi como de las sometidas a condiciones 

desnaturalizantes de proteinas (reduccién, urea 8M y calor) (datos no 

mostrados) y a que, aunque débilmente, los AcM 4B3 reconocian a los 

fragmentos amino y carboxilo terminal de las paramiosinas recombinantes (de 

los cuales se conoce su composicién exacta de aminodcidos) se hicieron 

comparaciones de secuencias basadas en lo reportado en los bancos de datos 
tanto para miosinas como para paramiosina de fT. solium. Los resultados 

obtenidos mostraron que existen dentro de las secuencias de los fragmentos de 

paramiosina varias secuencias homélogas de 4 y 5 aminodcidos (Tabla I) en las



8
9
@
e
e
e
e
e
e
a
e
@
e
d
d
e
e
o
d
e
e
0
0
d
 

oe 
e
o
e
e
e
e
o
e
e
e
e
o
~
e
w
e
e
m
l
e
l
U
c
e
l
C
l
c
e
l
C
l
e
l
e
8
 
l
e
 

RES! 

  

cuales los péptidos son ricos en Acido glutamice. Con +! misme criterio usado 

para la comparacion de las secuencias, se analizaren variis secuencias homé- 

Cc 

  

Figura 10. Evaluacioén por IET del reconocimiento de AcM anti-miosina a fragmentos recombinantes 

de paramiosina de cisticercos. Una vez producid i fragment tf met wntes, extes fuersn 

separados electroforéticamente y transferides ar erat : te SH lr cabar t 

articuerpes respectivos. Como anticuerpr: sundaric sg wt Ht mt SEER Te oats 

conjugados a Feroxidasa y la reaccién en i Sheedy mh Sta         
ate Ti aament rev omeinante. B.     

  

Reaccifn can sueros hiperinmunes producides en ratén en contid 

ton 3ibrenadantes de un hikbcidema product ot de. Ack go.casrthan inespestficaos 

minsinas y paramicsina y C. Reaccién cen AcM 4B3. Cada una de fas tiras ocorresp inden ide 

izquierda a derechal, en cada caso, a la pereian amine terminal, meds y carboxite terminal 

respectivamente (Tomade de Gonzalez, 1998). 

logas que pudieran estar incluidas en miosinas de parasitos y vertebrados. Se 

encontraron al menos, dos péptidos (EEAEA y RSQLE) homélogos en los 

fragmentos recombinantes de paramiosina que no presentan homologia alguna con 

todas las miosinas estudiadas lo cual sucedié también con composicién de 

péptidos de 4 aminodcidos (ADMA, DMAE, LEAD, LQTQ). Debido a que no es una 

miosina, el andalisis de la secuencia de la paramiosina de T. solium mostré 

que no contiene regiones relacionadas con la porcién globular de la miosina 

(TXXXFIRCIXPN, LEAFGNAKT, GESGAKT). En la Fig. 6 se comparan los dimeros de 

miosina y de paramiosina y se puede mostrar que la semejanza entre ambas 

proteinas se encuentra a nivel de la region filamentosa de las miosinas. 

3. Estandarizacién y medicién de la actividad de ATPasa de miosina de Tf. 

solium. El método de Kodama et al (1986) no permitio medir por colorimetria 

directa la actividad de ATPasa. Por lo tanto se estandarizé un métedo de 2 
pasos: primero, se midié el Pi liberado en un intervalo de 1 a 60 ng como 

producto liberado de la activacién de la ATPasa de miosina y segundo, se 

estimulé la actividad de ATPasa de las miosinas (comercial y purificada de 

cisticercos) en presencia de actina. Con esta estrategia se logré 
reproducibilidad, confiabilidad y estabilidad de los anadlisis colorimétricos 

requeridos para los ensayos y ademd4s de la sensibilidad del sistema, éste no 
se vio afectado por el medio de reaccion en el que se hicieron los ensayos de 

ATPasa de miosina (Fig. 12). Cabe mencionar que la decisién de emplear 18 pg 

de actina comercial para inducir a la actividad enzimatica de la miosina, se 
bas6 en las indicaciones del fabricante, segtin el cual se podrian producir 

5.4 ng de Pi. Esto se pudo comprobar cuando se hizo la medicién con las 

condiciones de la Fig. 11 en donde se midié exactamente el Pi liberado en el 
intervalo de 5 a 50 ng gracias al comportamiento lineal y la correlacién de 

los datos obtenidos.
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Tabla 1 Comparacion de secuencias de aminoacidos de diferentes miosinas y de paramiosina de T. 

    

solium . : “portoscifn de diferent secuencias de aminoAcidos correspondientes 4 

1 a : vat hoparasy helmintos principalmente. Las secuencias fueron 

ete ra ot cae Sg NCBI, por Ga que se indican los numeros de acceso entre paréntesis y el 

« forvas da ce cues ha de ba preteina. Se comparan diferentes secuencias de 

: : Poa descrits en el texto y se indica su mimero de repeticién de 

PM 

Amitnoacidos| T. sol E.hystol S.sucrofa S.mansoni* C.elegans* 0. volvulus* B.malayi* 

(L13723) {L03534) (235331) (L01634) (P02566) (M74066) (M7400) 

863 aa 2137 aa 1254 aa 1939 aa 1966 aa 1957 aa 1957 aa 

TX X2XoF =eee woes -oee ---- 1 1 1 
IRCIX«P 

N 

LEAFGNA 

KT 

GESGAKT 

EEAER 

kSOLE 

AALE 

ADMA 

UMAE 

EEAE 
LEAD 

LyTR 
Sh 

kT 

  

* Miositias t.° aiasitadas experiment almente. 

+) Secuencia de aninc$cadss cen insercicnes diferentes (LEAYGNAKT) °? 

TRXQXZFIRCIXAPN: 5it.. de uniSn a la actina; en donde X::H,N,G,S: X2:F,A; Xa: H,S; 
Agi T,L,F,¥. 

LEAFGNAKT: peptic soervado entre misainas y ‘itil para la sintesis de oligonucledétidos. 

GESGAKT: siti ataliticc de actividad de ATFasa. 

Cuando se evalué la actividad de ATPasa de miosina comercial, bajo 

condiciones descritas por Perry (1955), se encontréd que conforme transcurria 

el tiempo de la reaccién enzimatica, el Pi aumentaba y su liberaci6én maxima 
se obtuvo hacia los 7 minutos (Fig. 12A) tal y como habia sido reportado para 

la medicién de actividad de miosina muscular (Perry, 1955). Luego, cuando se 

consideré que este tiempo de reactividad era el adecuado para detener la 
reaccién enzimatica por adicidén de Acido tricloroacético, se hicieron 

mediciones de la actividad de ATPasa en presencia de actina comercial, la 

cual tuvo que ser previamente estabilizada con falacidina para que se 
mantuviera como actina F durante el estudio(Fig. 12B). 

Segtin los resultados obtenidos se encontr6é que la ATPasa de miosina 

frente a su actina homédloga incrementaba hasta 50 veces su actividad 
dependiendo de la concentracién de actina utilizada (Fig. 12B) con un patrén 

semejante a una cinética enzimdética clasica en la que la posible 

saturacion se alcanzaba hacia los 30 wg de actina. Cuando se hizo la medicién 

de dicha actividad enzimatica en presencia de actina purificada de 

cisticercos (Fig.13), se encontré que se requeria menor cantidad de este tipo 

de actina (aproximadamente 3g) para alcanzar tal saturacién. Esto indica que 

la mejor estimulacién de la miosina se presenta frente a su actina homédloga 

ya que requiere menor concentracién de la actina para estimular 

eficientemente a la miosina.
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Figura 11. Determinacioén colorimétrica del fdosforo inorganico liberado. Se preparan curvas de 

vallbia somejantes a la de la grafica para la evaluacién del Pi liberado, para lo 

cual se el fosftate de potasio monobaésico 1 mM en diferentes concentraciones (de 5 a $0 ng) 

salaquita y se detuvo la reaccién colorimétrica a los dos minutos con 4cido citrica 
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En lo que se refiere a la activacién de miosina de cisticercos se encontré 
que a diferencia de la comercial, tuvo su actividad enzimatica entre los 2 y 

5 minutos. La determinacién de su actividad enzimatica a los 5 minutos, en 

presencia de actina, mostré un patrén de cinética enzimatica cuya saturaci6én 

se alcanz6 con lpg, dos unidades menos que en la miosina comercial y con 

menor cantidad de Pi producido segiin estos resultados (Fig. 13B). 
En resumen, como lo muestran los resultados, la miosina de cisticercos con 

su actina homdloga se activa aparentemente mas rapido que como lo hace la 
comercial con su respectiva actina, ademas de que menores cantidades de 

actina de cisticercos logran estimular a la miosina comercial. No se logré 
activar a la miosina de los parasitos cuando se empleo la actina comercial 
estabilizada por faloidina y como se puede observar en las Figs. 12B, 13A y 

13B, la presencia de actina incrementa la actividad enzimatica de las 

miosinas hasta dos ordenes de magnitud mas, que es posible medir con las 

condiciones de los ensayos. 

4. Aislamiento, purificacién y evaluacién de actina de cisticercos. Segtin los 

resultados de evaluacién, a través de IP, en relacién con la purificacién de 
actina por su extraccién salina, se encontré que el empleo de los anticuerpos 

policlonales anti-actina es eficiente para monitorear todo el proceso de 

purificacién (Datos no mostrados). En estos ensayos también se establecié que 

los anticuerpos anti-actina podian reconocer por igual a actina comercial y a 

la purificada de pardsitos. Sin embargo, por la reactividad que se encontré 
para los AcM 4B3 hacia la actina enriquecida, se estimé que habia 

copurificacién de miosina durante el proceso y por ello se decidié optimizar 
la purificacién de actina a través de un sistema de filtracién en una columna 

que contenia a Sephadex CL-4B (Fig. 14). 

El fraccionamiento inicial con una columna pequefia (1 x 50-cm) demostré 

que era posible la separacién de grupos de fracciones con valores de 

absorbancia altos a 280 nm y los cuales, segtin el IP, en alguna de las 

fracciones habia actina libre de miosina. El andlisis por microscopia 

electrénica de transmisién (MET) y tincidén negativa de alicuotas obtenidas de 

las fracciones, mostré que en las fracciones analizadas aparentemente sélo 

habia actina ya que se observaron filamentos largos y delgados y los cuales 
presumiblemente podrian corresponder a los miofilamentos delgados que 

contienen a la actina polimerizada (Fig. 15A). Otras observaciones, también 

por MET, de alicuotas de fracciones positivas tanto a anticuerpos anti-actina
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como anti-miosina, mostraron que en estas fracciones se encontraban 
estructuras filamentosas gruesas de caracteristicas semejantes a los 
miofilamentos gruesos que contienen miosina y paramiosina (Fig. 15B). Los 

miofilamentos gruesos observados muestran disposiciones similares a lo 
reportado como paracristales de paramiosina (Figs. 15B y C). 
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Figura 12. Determinacién de la actividad enzim4tica de miosina comercial. A. A 18 yg de miosina 

scmercial de misculo de cerdo previamente disuelta en solucién amortiguadora, se le determird la 

vantidad de Pi liberado por la accién enzimatica en presencia de ATP y en ausencia de actina. B. Una 

vez fijadss ios 7 minutos de maxima reactividad enzim4tica, se evalué la actividad de la micsina 

oomercial frente a diferentes concentraciones de su actina homdloga. La cuantificacitr de Fi para 

arkis estudics se hizo mediante su determinacién colorimétrica con el verde de malaquita y de 

acuerds con una curva de calibracién preparada como en la figura ll. El punt> O ccrresprande 4 la 

medizién de la actividad enzimatica en ausencia de actina. 

  

Con la actina identificada y considerando que la proteina ya se encontraba 
polimerizada, se le utilizé para la estandarizacién de la medicién de 
actividad de ATPasa de miosinas (ver mas adelante los resultados de la 

estandarizacién). De la misma manera, a cada una de las fracciones 

resultantes de la cromatografia en columna (Fig. 12), empleando a su vez 
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Figura 13. Determinacién de la actividad enzimAtica de miosina comercial y de cisticercos. Se 
muestcan los resultados de las determinaciones de ATPasa de miosina en presencia de actina 
purificada de cisticercos. A. Miosina comercial y B. Miosina purificada de cisticercos por 

precipitacién en KCl 0.04M evaluada a los 5 minutos de reaccién (Fig. 7). 

miosina obtenida de pardsitos (Fig. 8) y adicionada exdégenamente, se le 

hicieron determinaciones de la actividad de ATPasa. Los resultados obtenidos
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mostraron que varias fracciones presentaban actividad enzimatica, 

principalmente aquéllas en las que se habia determinado la presencia de 

actina Unicamente (fracciones 13-17). De acuerdo con los criterios de 

positividad a actina por IET, observacion por MET y actividad de ATPasa, se 

consideré que en las fracciones con estas caracteristicas se encontraba 

actina altamente enriquecida y util para ensayos de caracterizacion 

enzimatica de la miosina tipo II en estudio. 

Como los requerimientos de actina purificada de los pardsitos no eran 

satisfechos con la columna cromatogrdfica descrita, se buscé obtener mayor 

rendimiento de la purificacién empleando una columna de mayores dimensiones 
(2.5 x 60cm) ya que se pudo colocar mayor cantidad de muestra para separacion 

(Fig. 15). Los resultados, semejantes a los obtenidos con la columna pequefa, 
basados en previa calibracién de la columna, mostraron que aquellas 

fracciones préximas al volumen de exclusién del azul dextrdén (2000 kDa) eran 
ricas en actina (70-80 ml), mientras que con los voltimenes de exclusién de 

los otros marcadores utilizados, se encontré que en ellos no habia actina 

polimerizada ni miosina: Apoferritina (167 ml), Albtmina (192 ml) y Anhidrasa 

Carbénica (207 ml), seguin lo que se obtuvo por la evaluacion con IP. A pesar 

de que la actina monomérica (43 kDa) pudo haber sido reconocida por los 

anticuerpos anti-actina empleados, no hubo positividad de la misma en la 

region comprendida entre volumen de exclusion de estos dos Ultimos marcadores 

{66 y 24 kDa) tal y como se observé para aquellas fracciones situadas en el 

volumen de exclusién del azul dextran y ello es un indicativo de que el 

método de aislamiento de actina en su conjunto favorece el enriquecimiento de 
la actina polimerizada. 

5. Deteccién de miosina liberada por cisticercos en sobrenadantes de cultivo. 

Al igual que los sobrenadantes de cultivo de tenias (Ambrosio et al, 1997), en 
los de cisticercos mantenidos en cultivo también fue posible la deteccién de 

miosina liberada (Fig. 16). Los resultados mostraron que conforme transcurre el 
tiempo de cultivo, se libera miosina al medio, la cual se incrementa de manera 

gradual y directamente proporcional al tiempo durante las dos primeras horas y 

luego se mantiene constante, al menos hasta las 24 horas. La determinacion de 

la actividad de ATPasa, en presencia de actina, y medida en los sobrenadantes 

de cultivo, se hizo aparente después de una hora de cultivo y alcanzé su maximo 

hacia las 18 horas. No hubo deteccién de ATPasa de miosina en el medio de 
cultivo sin parasitos. 

6. Evaluacién de la inmunizacién y reconocimiento de los anticuerpos 
monoclonales y policlonales. La inmunizacién de los conejos con miosina 

contenida en los geles y mezclada con adyuvante completo o incompleto de 

Freund, produjo una fuerte respuesta inflamatoria que provocé una reaccién de 
Arthus severa en los sitios en que los conejos fueron inoculados con el 
antigeno, y se reflejé en la calidad de los anti-sueros obtenidos, ya que, 

luego de las evaluaciones por ELISA, los titulos mostraron ser elevados, ya 

que a una dilucién de 1:3200 de los anti-sueros, las absorbancias de la 
reaccién contra miosina atin eran de 2. Una vez recuperados y evaluados los 

anli-suecus anti-miosina nativa (Fig. 17A}) se compard su reconocimiento con 

la miosina comercial y se encontr6 que reaccionaron especificamente hacia 

miosinas de f. solium. El reconocimiento hacia estas miosinas se mantuvo atn 
cuando se hicieron diluciones muy altas de los anti-sueros (1:408000) y sélo 

a diluciones mayores de 1:102000, se encontré que para las miosinas de 
cisticercos se mantiene el maximo reconocimiento de los anticuerpos. La 

miosina comercial se reconocié solamente cuando el anti-suero era usado sin 

diluir o a muy bajas diluciones de los anti-sueros (hasta 1:800). Hubo una 

clara diferencia del reconocimiento de las miosinas por los anti-sueros anti- 

miosina en comparacién con la de los anticuerpos monoclonales (Fig. 17B), ya 
que los sobrenadantes que contenian a los AcM 4B3 no se diluyeron para ser 

 



reconocidas las miosinas de T. solium y «uando se hicieron diluciones de 

hasta 1:8, la reactividad hacia las miosinas empez6 a disminuir. Seguin los 
resultados de estos ensayos con los sobrenadantes de hibridomas, los AcM 4B3 
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Figura 14. Purificacién de actina de metacéstodos de Taenia solium. S= sf-ilc4 una muestra de 

extractos salinos de cisticercos previamente rer lagi vom TRIS-HCL 1M y filtc& en una columna 

(<.5 x 60 cm) con gel de Sepharosa CL-4B fara i que se usé una soluci‘: de TRIS-HCL 1M como 

eiuyente. Cada una de las fracciones recuperadas (/ ml/min] se analizé ¢ ita detectar la 

Fresencia de proteinas (linea continua) per su absorbancia a 280 nm de s:r'ina {circulos 

atiertos) y de miosina {circulos cerrados) usand: anticuerpos especifi. 2 1 cada una en ELISA. 

Cada uno de los marcadores de peso molecular estéA indicados 1: Azul Dextran (2000 kDa), 2: 

Apoferritina (443 kDa), 3: Albumina s@rica bevina (46 kDa) y 4: Anhidrasa carbénica {29 kDa} y 

la flecha en cada caso sefala la fracci6én correspondiente al volumen de exclusién de los mismos. 

no presentaron capacidad alguna para discriminar miosinas de cisticercos con 

las de tenias y practicamente no reaccionaron con la miosina comercial. 

Con la finalidad de emplear los anticuerpos anti-miosina contenidos en 
los sueros hiperinmunes, se purificaron los anticuerpos por precipitacién con 
sulfato de amonio y por cromatografia de afinidad en Proteina A-Sepharosa. 
Posteriormente, para evaluar si los anticuerpos purificados seguian 

manteniendo el reconocimiento hacia las miosinas, se hicieron andlisis de IP 

y se encontré que los anticuerpos no perdieron la capacidad de su 
reconocimiento (datos no mostrados). 

7. Captura de miosina en heces por anticuerpos policlonales. Con la finalidad 

de evaluar si diferentes concentraciones de miosina purificada de cisticercos 
y adicionadas a sobrenadantes de materia fecal, podian ser capturadas por los 

anticuerpos policlonales purificados sin interferencia alguna por la materia 
fecal y que la cantidad atrapada de la misma tuviera que ver con las 

cantidades adicionadas exdégenamente, diferentes cantidades de miosina 

purificada se adicionaron a los sobrenadantes y se evalué la captura tanto en 
heces de hamster como de humano sanos (Fig. 18). Aunque se encontraron 

valores altos de reaccién inespecifica en las muestras que no contenian 

miosina exégena (valores de absorbancia alrededor de 0.2 para el hamster y
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Figura 15. Analisis por Microscopia Electrénica de Transmisién. 
cromatografia en columna a la que fueron sometidos los miofilamentos de cisticercos de T. solium previamente tratados con TRIS-HCl, los cuales fueron observados a 60 keV usando tincién con acetato de uranilo. A. Fraccién 63. B. Fraccién 75. c. Fraccién 89 

Fracciones recuperadas de la 

0.6 para humano en los controles a y b de la Fig. 18 respectivamente}), los 
valores de absorbancia de la miosina capturada estuvieron asociados a la 
cantidad de la proteina adicionada y con base en estos resultados, 
aparentemente, los sobrenadantes de materia fecal no interfirieron con la 
captura de la miosina exégena. De acuerdo con los resultados de tres 
diferentes ensayos de captura por cada materia fecal, 
una sensibilidad de hasta 8 ng/ml de miosina adicionada y podria tener la 
capacidad de detectar menores cantidades de miosina, ya que a las 6 semanas 
se recuperaron 4 tenias del intestino de un hamster(Fig. 18 A, barra c). De 
acuerdo con la comparacién entre los sobrenadantes de heces de humano sano y 
de infectado y positivo a tenia (Figura 18B, barra c’), los resultados 
muestran que el sistema de captura no es eficiente si existen 8 ng/ml de 
miosina por el fondo inespecifico de reaccién que se presenta. 
existe la posibilidad de hacer detecciones de miosina cuando el 
encuentre en concentraciones mas altas. 

el método podria tener 

Sin embargo, 
la se 
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Cisticercos an cultivo (h) 

Figura 16: Cinética de aparicién de miosina en el sobrenadante de M Leta cer: fueron mantenidos en cultivo en RPMI 1640 complem 
rid.s a 37° durante el tiempo indicado. 

lis cisticercos del medio ya és 
asa de mi 

cultivo de cisticercos. Grupos 
entads con HEPES, ajustado a PH 

Una vez que transcurrié cada tiempo, se 
te se le determiné la miosina 

sina en presencia de actina (barras blancas). La determinacién de la na se hiro sequin un ELISA y la actividad enzimatica se hizo por determina-ién sretraca dei Fi liberad: iT mado de Reyes, 2000). 

   

    

   

  

(circules oscuros) yla 
  

  

A 
B —e— Cisticercos 

-@— Tenias 2.5 
2.5 

—@— Comercial 

2 | _ 2.0 

a By. a 1S a fe 
a 2 
= 1.0 ~ 1 
~“ . 
4 4 

Ao. 20.5 

0.0 

8 w © > (6 ob PP oP op vs 

  

Sobrenadante con AcM 4B3 
antisuero en conejo antimiosina (diluciones 1:x) 
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Figura 17. Evaluacién del reconecimiento de los anticuerpos anti miosinas. Se incubaron en ELISA miosinas alsladas de 
comercial de cerdo con diferentes diluciones de anti-sueros anti-miosina Mativa de cisticercos (Al y de sobrenadantes de cultivo de hibridoma productor de AcM 4B3 (B). El revelado de las reaccianes se hizo en presencia de anticuerpos anti-IgG de ratén conjugados a peroxidasa. 

-miosina hacia diferentes 
cisticercos y de tenias, asi como miosina 

El analisis de la captura de miosina en heces 
experimentalmente, durante una infeccién experimental, mostré que a partir de la segunda semana postinfeccién la concentracién de miosina aumenté en este grupo de animales y siempre fue mas alta que la que se detecté en los 

de animales infectados



RESULTADOS 
animales del grupo control. Segtin los resultados, la miosina capturada se 
increment6 de acuerdo al tiempo de la infeccién (Fig. 19) y su deteccién 
podria haber estado relacionada con la edad de infeccién de los animales y 
con el numero de paradsitos presentes, ya que a la necropsia en la 6a semana 
postinfeccién, 4 de los animales sacrificados estuvieron parasitados con un 
promedio de 3.75 tenias por animal. 

A pesar de que fue posible la captura de miosina adicionada exégenamente a 
sobrenadantes de materia fecal de humanos sanos (Fig. 18B), cuando se intenté 
hacer la determinacioén de la miosina posiblemente liberada por las tenias en 
sobrenadantes de pacientes positivos a huevos o proglétidos por andlisis 
coproparasitoscépicos no fue posible diferenciar claramente entre las 
absorbancias en las muestras de los humanos sanos con los infectados {Datos 
no mostrados). Incluso se intenté hacer captura de la miosina mediante actina 
purificada como agente de captura, en lugar de los anticuerpos policlonales 
purificados, pero siempre se presenté un fondo alto de reaccién como se 
observé en la Figura 18B, el cual no pudo ser eliminado con adsorciones o 
cambio de enzima para el revelado. Esto no ocurrié con la materia fecal de 
hamster, ya que se disminuyé el fondo de reaccién y gracias a ello se logro 
evaluar la captura de miosina durante una infeccién experimental (Figs. 18A y 
19). 

Fue posible determinar cuantitativamente a la miosina liberada por tenias, 
por su captura con anticuerpos policlonales, en sobrenadante de animales 
infectados experimentalmente (Grupo 3). Segtin los resultados obtenidos, de 
acuerdo a las semanas post-infeccién, la cantidad de miosina se estuvo 
incrementando y siempre se mantuvo por arriba de los valores obtenidos para 
los animales sin infeccién (Grupo 1). En el caso de las heces de animales 

infectados, tratados con praziquantel al dia 20 post-infecci6n (Grupo 2), la 

miosina detectada se increment6, con respecto al grupo control, luego del 
tratamiento y lo cual podria ser atribuido al efecto del medicamento en la 

liberacién de miosina desde los pardsitos dafiados. 
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Figura 18. Analisis dé la miosina adicionada a heces. Se agregaron diferentes concentraciones de 

miosina de T. solium semipurificada en KCl 0.6 M (8, 80, 800 ng/ml) a sobrenadantes de materia 

fecal de hamsteres (A] y humane sanos (B). Luego, los sobrenadantes se adictionaron a anticuerpas 

policlonales anti-miosina purificados adsorbidos. Para el revelado, se usaron los AcM-FA. Las 

lecturas se hicieron a los 30 minutos. a y a‘. Ac. policlonal y AcM-FA, b y b’: Ac.policlonal, 

sobrenadante de heces de hamster y humano no infectados y AcM-FA; c y c’. Sobrenadantes de 

materia fecal de hamster infectado experimentalmente {6a. semana de infeccién) y de humano 
infectado y positivo a tenia {Tomado de Martinez~Guarneros, 1998).
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Figura 19: Cinética de aparicioén de miosina durante la infeccién experimental 
miosina se utilizaron anticuerpos policlonales (1G w3/ml) yY para el reve. 

dugados a fosfatasa alcalina [18 pg/ml}. Previco a los ensayes los ant: 
      

          

      

© heces de animales no infectados. La miosina fue capturada de 3.rrer. de aotecal 
sviubilizada en SSAF-Tween 20 (10041). La actividad enzimAtica [1 fy BFP Fue determinada poe 
microensayos urilizando 4-Nitrofenilfosfato como sustrato y las lecturas 3- la reac) fueren 
leidas a 405 nm. Grupo 1. Animales sin infeecién {1). Grupo 2. Animales sefadc: yo tratadee non 
praziquantel (2.4 mg/animal) el dia 20 post-infeccién (2). Grupo 3. Animai-s anfectades 15) (Tomade 
de Martinez-Guarneros, 1998). 

V.DISCUSION 

Como ya ha sido mencionado en el capitulo de introduccién, se conoce la 
existencia de al menos 15 familias distintas de miosinas, de entre las cuales las 
miosinas tipo II han sido las mas estudiadas y por ello se conoce mas de 
ellas(Sellers, Goodson and Wang, 1996). Sin embargo, a pesar del amplio 
conocimiento, este tipo de proteinas no habia sido identificado y Caracterizadas 
en T. solium ni en el phylum Eucestoda y por ello la importancia de los estudios 
presentados aqui. La parte fundamental para la identificacion e inicio de la 
caracterizacién inmunoquimica de esta miosina, se logré con el empleo de 
anticuerpos monoclonales preparados en contra de tenias recuperadas de hamsteres 
infectados. Es posible que al preparar los extractos crudos salinos por 
homogenizacion de los pardsitos en presencia de KCl 3 M, se hayan enriquecido los 
extractos con proteinas del citoesqueleto, entre las que predominaron las 
miosinas y lo cual, cuando se les utilizé como antigenos, propicié la obtencién 
de anticuerpos monoclonales {AcM 4B3}) especificos en contra de ellas. Se ha 
demostrado que el empleo de KI o KCl, en concentraciones mayores de 0.4M, 
favorece la solubilizacioén de miosinas (Barylko et al, 1992). De hecho cuando se 
varian de las cantidades de estas sales, en estos intervalos de concentracién, se 
logran separaciones especificas por las diferencias de solubilidad dependientes 
de su composici6n molecular (Epstein et al, 1985; Szent-Gyérgyi, Cohen, Kendrick- 
Jones, 1971). Otros factores que pudieron haber influido en la obtencién de los 
anticuerpos anti-miosina, ademas del enriquecimiento de miosinas en los extractos 
crudos, podrian haber sido la antigenicidad e inmunogenicidad de las mismas, ya 
que se sabe que a pesar de ser proteinas conservadas entre las especies, son
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Figura 19: Cinética de aparicién de miosina durante la infeccion experimental 
micsina se utilizaron anticuerpos policlonales (1G wa/mb) y para el reve.-: 
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microensayos utilizando 4-Nitrofenilfosfato como sustrato y las lesturas 1 la reacmien fueron 
leidas a 405 nm. Grupo 1. Animales sin infeecién (1). Grupo 2. Animales int: ctades y tratadcs con 
praziquantel (2.4 mg/animal) el dia 20 post~-infeccién (2). Grupe 3. Animai-: infectade. $; tTemadr 
de Martinez-Guarneros, 1998). 

V.DISCUSION 

Como ya ha sido mencionado en el capitulo de introduccién, se conoce la 
existencia de al menos 15 familias distintas de miosinas, de entre las cuales las 
miosinas tipo II han sido las mas estudiadas y por ello se conoce mas de 
ellas(Sellers, Goodson and Wang, 1996). Sin embargo, a pesar del amplio 
conocimiento, este tipo de proteinas no habia sido identificado y caracterizadas 
en Tf. solium ni en el phylum Eucestoda y por ello la importancia de los estudios 
presentados aqui. La parte fundamental para la identificacién e inicio de la 
caracterizacién inmunoquimica de esta miosina, se logré con el empleo de 
anticuerpos monoclonales preparados en contra de tenias recuperadas de hdmsteres 
infectados. Es posible que al preparar los extractos crudos salinos por 
homogenizacion de los parasitos en presencia de KCl 3 M, se hayan enriquecido los 
extractos con proteinas del citoesqueleto, entre las que predominaron las 
miosinas y lo cual, cuando se les utilizé como antigenos, propicié la obtencién 
de anticuerpos monoclonales (AcM 4B3}) especificos en contra de elias. se ha 
demostrado que el empleo de KI o KCl, en concentraciones mayores de 0.4M, 
favorece la solubilizacién de miosinas (Barylko et al, 1992). De hecho cuando se 
varian de las cantidades de estas sales, en estos intervalos de concentracién, 
logran separaciones especificas por las diferencias de solubilidad dependientes 
de su composicién molecular (Epstein et al, 1985; Szent-Gyérgyi, Cohen, Kendrick- 
Jones, 1971). Otros factores que pudieron haber influido en la obtencién de los 
anticuerpos anti-miosina, ademas del enriquecimiento de miosinas en los extractos 
crudos, podrian haber sido la antigenicidad e inmunogenicidad de las mismas, ya 
que se sabe que a pesar de ser proteinas conservadas entre las especies, son 
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altamente antigénicas e inducen la generacién de anticuerpos especificos 

(Murakami and Elzinga, 1992}e incluso por elle se considera gue las 

miosinas podrian funcionar como agentes de vacunacién hacia algunos 

parasitos (Raghavan et al, 1992; Newport et ai, 1967.. Durante la 

inmunizacién de tos ratones, varios hibridomas se obtuvieron y de ellos se 

seleccionaron, para su estudio inmunoquimico, los que secretaran 

anticuerpos con mejor reactividad a antigenos de T. selium tales como los 

hibridomas productores de AcM 4B3. Estos hibridomas, hasta la fecha, son 

estables en la produccién de los anticuerpos y en su Capacidad de expansion 

tanto in vitro como in vivo. 

La caracterizacién inmunoquimica del reconocimientc de los AcM 4B3 

mostré que ellos reconocieron tUnicamente a miosina tipe II, tanto en 

extractos crudos, como en tejidos y en productos secretados por los 

pardsitos mantenides en cultivo in vitro. Estos ultimos hallazgos serian 

interesantes de ser estudiados, sobre todo en el ambito de relacion 

huésped-parasito, ya que no existe explicacién alguna de porque la miosina 

es liberada por las tenias. Una mejor caracterizacion molecular de estas 

miosinas, podria permitir su evaluacion en su potencial de empleo en el 

diagnéstico o el desarrollo de agentes inmunoterapetticos o 

inmunopreventivos. 

Cuando se estudi6é la localizacién de la miosina por los AcM 4B3 se 

encontraron diferencias entre los cisticercos y las tenias, aunque en los 

segmentos estudiados de esta ultimas no se logro obtener una clara 

distribucién de la proteina. Posiblemente, el problema se debié al grosor 

de los cortes, ya que en otros parasitos helmintos con cortes mas finos se 

ha logrado observar una distribucion definida de la marca fluorescente 

(Maix et al, 1998; Walhberg, 1998), en la que incluso se ha encontrado una 

distribucién radial o circular de fibras musculares que contienen actina 

(Halton et al, 1998). A pesar de ello, se observé que una gran cantidad de 

miosina se acumulé en las ventosas y en la base del rostelo de las tenias, 

pero ello no se pudo asociar con lo descrito para T. solium mediante 

tinciones histolégicas en cisticercos {Slais, 1970). No se puede descartar 

que dado que en la porcién cefdlica de las tenias debe haber mas desarrollo 

muscular, porque es el sitio con el que se une la tenia al intestino de su 

huésped, deban estar involucradas la actina y miosina, como ha sido 

demostrado para la paramiosina(Laclette et al, 1995). En caso de un mejor 

conocimiento de la distribucién de estas proteinas del citoesqueleto, se 

podrian apoyar las observaciones de microscopia electrénica de barrido, en 

donde la fortaleza muscular en la regién cefdlica de las tenias es un 

factor importante que permite su anclaje eficientemente al epitelio 

intestinal (Cafiedo, Laclette y Morales, 1982). Esto podria ofrecer una 

explicacién de la funcién biolégica de estos érganos de fijacion, de manera 

semejante a lo ya propuesto (Lumsden y Hildreth, 1983, Smyth y McManus, 

1989). La distribucién de la miosina en el escélex podria estar asociada 

con los movimientos cefalicos continuos que en el se presentan. De igual 

manera a los fenémenos de contraccién, relajacién, extension y retraccién 

del rostelo y las ventosas, los cuales permitan la adecuada sujecién de los 

parasitos adultos como se ha visto con infecciones experimentales tempranas 

(Merchant et al, 1998). Posiblemente, el que exista paramiosina y miosina 

en la porcién cefalica (Laclette et al, 1995; Ambrosio et al, 1997) podria 

relacionarse con las necesidades de los parasitos de sujetarse con gran 

fuerza muscular pero con el menor consumo energético. En este sentido, para 

evaluar el efecto que ambas proteinas podrian tener sobre la estructuracién 

del citoesqueleto en esta regién del parasito, podria analizarse la co- 

lecalizacion de ambas proteinas y la evaluacién de la actividad de ATPasa, 

dependiente de actina, de las miosinas frente a paramiosina.
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Llama la atencién que a nivel de cuello, la miosina se encuentre 

distribuida en filamentos longitudinales largos y los cuales aparentemente 

van de la porcioh cefalica al estrébilo, ya que no existe explicacién 

alguna de la implicacion biolégica de tal distribucion y al respecto no 

existe antecedente alguno. 

Es posible que la miosina esté distribuida en los bordes de los 

proglotidos por cuestiones relacionadas con su funcién en el estrdébilo. 

También es posible que los proglétidos tengan una actividad muscular 

intensa en sus regiones laterales, lo cual les permitiria efectuar 

movimientos de contraccién y expansion frente al ambiente intestinal en el 

que se encuentran los paradsitos y por ello, cabria esperar que la 

distribucion de las proteinas del citoesqueleto sea diferente a lo 

encontrado en la porcién cefalica. Una aproximacién, al conocimiento de la 

dinamica muscular de estas zonas, podria darse con el conocimiento de la 

distribucién espacial de actina y miosina como lo hecho durante los 

analisis de actina F-faloidina y anticuerpos anti-neurotransmisores 

marcados fluorescentemente bajo microscopia confocal en parasitos no 

ténidos (Halton et al, 1998). Con tal conocimiento podria comprenderse como 

es que se favorece la liberacién de proglétidos sin que haya pérdida de la 

continuidad del estrébilo. 

En el caso de los cisticercos, la miosina podria estar asociada a fibras 

musculares como las descritas en los analisis por tinciones histolégicas 

(Slais, 1970} e incluso, a en las que se identificaron a la paramiosina 

(Laclette et al, 1987; 1995). Es posible, por lo reportado en moluscos 

(Cohen, 1982; Szent-Gyérgyi, Cohen and Kendrick-Jones, 1971) y el nematodo 

C. Elegans (Epstein et al, 1985) que en las miofibrillas que componen a las 

fibras musculares puedan coexistir tanto miosina como paramiosina en las 

que se ha descrito que su porcién exterior esta constituida de miosina, 

mientras que en su interior contienen paramiosina. 

Aunque en los presentes estudios no se evaluaron ni la distribucién ni 

la actividad de ATPasa de la miosina durante el fenémeno de evaginacién, es 

posible que ellas se encuentren involucradas porque cuando el escélex 

invaginado se expande, para permitir su evaginacion desde la vesicula de 

los cisticercos, se podrian desencadenar actividad musculares importantes. 

Por ejemplo, cuando se hacen observaciones al microscopio estereoscépico de 

los parasitos recién evaginados, ellos mueven continuamente tanto su 

rostelo como sus ventosas como intentando adherirse al sitio ideal en el 

intestino de su huésped. La colocalizacion de paramiosina y miosina, asi 

como de actina y miosina podria dar informacién importante a la respecto de 

la dinamica muscular que se despliega. 

En relacién con la determinacién de la actividad de ATPasa de la 

miosina, sobre todo con la obtenida de cisticercos y dado que en la 

purificacién de la misma se encuentra siempre co-purificacién de 

paramiosina, es posible que exista influencia por la presencia de esta 

ultima y una de las formas de resolver el problema seria a través de la 

medicién de la actividad de ATPasa en ensayos con miosina purificada y 

activada por actina frente a paramiosina recombinante. Una evidencia 

relacionada con la co-purificacion de paramiosina y miosina podria ser la 

que se presenté en la purificacién de actina, ya que segin la microscopia 

de transmision se observaron diferentes tipos de miofilamentos entre los 

que habia delgados (constituidos por actina F Gnicamente), gruesos 

(constituidos por miosina y paramiosina) con un patrén semejante a lo 

descrito en otros organismos ya que algunas de las terminaciones de los 

miofilamentos eran de forma de punta de lanza (Szent-Gyérgyi, Cohen y 

Kendrick-dones, 1971) y otros, con aparente estructura correspondiente a 

paracristales de paramiosina, semejantes a los aislados de moluscos (Szent-
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yorgyi, Cohen and Kendrick-Jones, 1971). La copurificacién de miosina y 

faramiasina es comun cuando se intenta hacer la separacién de una o de otra 
y esc implica que se tenga que dar un paso adicional para separarlas 

itosamente(Szent-Gyérgyi, Cohen and Kendrick-Jones, 1971; Medeiros et al, 

“Pp: y el cual no se llevé a cabo en la presente tesis. 

  

Miosina y paramiosina son proteinas diferentes en lo relacionado con su 

funcicnalidad biologica (Cohen and Parry, 1998), ademas de que su 

compesicion de aminoacidos les confiere una solubilidad diferente, pero a 

pesar de ello mantienen semejanzas a nivel de su regién carboxilo terminal 

y yracias a lo cual interaccionan y se ensamblan(Cohen and Parry, 1998}. Es 

Ecsible, en el caso de Taenia solium, que los AcM 4B3 reaccionen con ambas 

proteinas en algun sitio de estos y que el mayor reconocimiento a miosinas 

se deba a que en ellas existan mas epitopos o bien, que la diferencia de 

hasta un solo aminoacido facilite una mejor interaccién de los anticuerpos. 

En cualesquiera de los casos, los epitopos reconocidos por los AcM 4B3 

podrian estar situados dentro o en los alrededores de estos sitios de 

interaccion entre miosina y paramiosina y que se ubica en la regién 

filamentosa de ambas proteinas. Un apoyo al respecto podria ser los 

resultados de los andlisis y la prediccién de los epitopos involucrados en 

el reconocimiento de los AcM 4B3 luego de que se consideré la reaccién 

cruzada de los fragmentos recombinantes de paramiosina y la miosina. Se 
consideré que si un sitio de reconocimiento por anticuerpos monoclonales 

estA constituido de no mas de 5 a 8 aminodcidos (Kuby, 1997) y de acuerdo 

con los analisis de los fragmentos de paramiosina (TQ Soft’s Web Genetics; 

http://www.webgenetics.com), hubo repeticiones de diferentes péptidos en 

ambas regiones amino y carboxilo terminales. Luego, bajo restricciones de 5 

aa, se encontraron dos péptidos EEAEA y RSOLE, mientras que cuando las 

restricciones se hicieron con 4 aa, varios péptidos (AALE, EEAE, LOTQ y 

SQLT) se encontraron. Solo el péptido EEAE se presenté con dos repeticiones 

en el carboxilo terminal. Al comparar las secuencias de los péptidos de 5 

aa con todas las miosinas seleccionadas, se encontré que ellas podrian ser 
los mejores candidatos del reconocimiento de los AcM 4B3, ya que no 

presentaron homologia alguna aunque varias de ellas estuvieran en parasitos 

helmintos. En relacién a la comparacién de los péptidos de 5 y 4 aa, al 
menos 6 de ellos (EEAEA, RSQLE, ADMA, DMAE,LEAD, LOQTQ) también podrian ser 

candidatos de reconocimiento de los AcM 4B3 ya que tampoco tuvieron 

homologia alguna. 
Es interesante que uno de los péptidos de 4 aa, EEAE, se ha considerado 

un dominio importante para el ensamblaje de la paramiosina con la miosina 

(Cohen y Parry, 1998). Este péptido, a pesar de que se encuentra en varias 

paramiosinas y miosinas de misculo estriado de vertebrados, no se encuentra 
en miosinas no musculares de misculo liso ni tampoco de invertebrados. 

Adicionalmente a la proposicién de los péptidos candidatos, los andlisis de 
reconocimiento de miosinas tratadas bajo condiciones desnaturalizantes 

(urea 4M, B-mercaptoetanol o desnaturalizacién por calor) mostraron que 
ellos podrian reconocer determinantes antigénicos lineales situados en la 

porcién filamentosa de las miosinas. Las regiones filamentosas se sabe que 

son resistentes a condiciones semejantes a las que se hicieron en los 
analisis (Cohen and Parry, 1990). Adicionalmente al hecho de que los 

epitopos no son conformacionales, estan localizados en la regién 
filamentosa y resisten a las condiciones reductoras para mantener los 

sitios de reconocimiento, se demostr6 que cuando la miosina interacciona 

con actina adsorbida a micropozos y luego se revela la interaccién con 
anticuerpos policlonales, los resultados son reproducibles siempre a 

diferencia de cuando se emplean anticuerpos policlonales como agentes de 
captura. En este sentido, posiblemente porque la miosina interacttie con la
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actina a través de su porcién globular (ver esquema de la figura 20), la 
porcién filamentosa presente los epitopes reconocidos por los anticuerpos 
monoclonales y esto no se podria dar cuando la captura de miosina se hace a 
través de los anticuerpos policlonales. El reconocimiento de estos 
anticuerpos policlonales se haria a través de cualquier region de la 
miosina y por ello no siempre estarian disponibles los sitios de 

reconocimiento de los anticuerpos monoclonales. Posiblemente, una forma de 
determinar exactamente en que sitio de la molécula de miosina se lleva a 
cabo la interaccién con los AcM 4B3 seria por su andlisis por microscopia 
electrénica como lo hecho para otras miosinas y anticuerpos anti-miosina 
(Flicker et al, 1985; Kimura et al, 1991}. 

Figura 20 . Esquema de interaccién entre actina, miosina y una molécula de AcM 4B3. Cada una 

de las lineas discontinuas representa a un monémero de actina con e] cual se encuentra 

interaccionando la porcién globular de la miosina. La porcién filamentosa de la micsina se 

presenta como una estructura helicoidal a la cual se enlaza una molécula de anti -uerps 

monoclonal por medio de sus regiones Fab. £1 plato representa al micropozo de una placa a la 
cual se ha adherido a los filamentos de actina. 

Aunque se demostré que los AcM 4B3 reaccionan con la miosina nativa y sus 
cadenas pesadas, no se evalué si los anticuerpos generan algtin efecto alguno 

sobre su actividad enzimatica, lo cual seria un indicativo de la alteracién 

de la miosina y de cémo ello podria afectar la interaccién con actina. La 

importancia de determinar si los AcM 4B3 afectan o no la ATPasa de miosina, 

estaria relacionada con lo que se ha hecho con anticuerpos monoclonales anti- 

miosina, en donde éstos anticuerpos han sido utilizados como marcadores de la 
evaluacién de la motilidad de la miosina sobre los filamentos de actina y que 

por ello se ha demostrado que ellos acttan como modificadores de la funcién 
biolégica (Flicker et al, 1985). La importancia de determinar si los 

anticuerpos generan alguna alteracién, ello podria tener potencial importante 

con fines terapéuticos en las enfermedades producidas por fT. solium y que por 
ello se impulsara la produccién de algin tipo de anticuerpo humanizado de uso 
en inmuncterapia contra cisticercos. 

La induccién de anticuerpos policlonales anti-miosina, tanto en animales 

inmunizados como en animales infectados, se debe a que estas proteinas 

estructurales son altamente inmunogénicas (Guerra et al, 1982; Flisser et al, 

1982; Laclette et al, 1932; Newport et al, 1987; Raghavan et al, 1992). 
Posiblemente, la interaccién miosina-paramiosina tenga cierto grado de 

responsabilidad, ya que se ha establecido que en el pardsito nematodo Brugia 
malayi, la administracién de ambas proteinas genera un componente muy 

inmunogénico (Schmitz et al, 1996). La inmunogenicidad hacia miosina podria 
deberse a que los animales tuvieron la capacidad de montaron una respuesta de 

anticuerpos hacia sitios no conservados entre las especies y los cuales 

también podrian tener una localizacién a nivel de la region filamentosa de la 
miosina, ya que se sabe que sitios conservados como las porciones globulares 

dificilmente desencadenarian una respuesta inmune semejante. Una de las cosas 
que llamé la atencién fue el hecho de que hubo una mayor rapidez de respuesta
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DISCUSION 

en contra de las cadenas pesadas al comparar con la miosina nativa y ello 
podria deberse a que las cadenas pesadas aisladas exponen mas epitopos y los 
cuales resultan ser inmunogénicos. Estos epitopos también pueden ser 
diferentes en cantidad o disposicién, tanto en miosinas de cisticercos como 
en las de tenias, ya que hubo diferencias de reactividad de las miosinas 
cuando se evaluaron los anticuerpos policlonales anti-miosina a miosinas de 
diferentes tejidos de un mismo individuo (Murakami, Mehta y Elzinga, 1991}. No 
se descarta la posibilidad de la presencia de isoformas de miosina, las 
cuales podrian aparecer de un estadio parasitario a otro y que por lo tanto 
presentaran diferencias en su reconocimiento por anticuerpos. En este 
sentido, la presencia de isoformas estaria en relacién con las necesidades de 
los pardsitos de desarrollar diferentes actividades musculares u otras 

relacionadas con miosinas como se ha demostrado en el desarrollo natural de 
ciertos érganos (Kimura et al, 1991; 1995; King et al, 1995). La existencia 

de isoformas permite que las miosinas tengan diversidad en sus propiedades 
tales como formacién de filamentos pequefios, baja actividad de ATPasa y 

motilidad disminuida frente a actina. Nuevamente, los cambios asociados a las 
isoformas se han establecido a nivel de su composicién de aa en las 

porciones carboxilo terminal y las cuales son las causas de los distintos 
reconocimientos de los anticuerpos (Murakami y Elzinga, 1992). De acuerdo con 
estas consideraciones, también cabria la posibilidad de encontrar miosinas 

diferentes no sélo en los diferentes estadios de T. solium, sino también en 

otros ténidos como f. saginata o T. taeniaeformis. 
La posibilidad de encontrar los sitios de diferencias entre las miosinas, 

tanto a nivel de proteinas como a nivel de genoma, tanto en los diferentes 
estadios parasitarios como en las diferentes especies, permitiria definir la 

diferencia de las miosinas tipo II en ténidos y céstodos y la posibilidad de 

ubicarlos dentro de lo propuesto en el Arbol filogenético para miosinas tipo 
II (Sellers, Goodson and Wan, 1996). En esta clasificacién filogenética, las 

secuencias reportadas para paradsitos helmintos como nematodos y trematodos se 
encuentran a la mitad del Arbol propuesto, mientras que las de los 

protozoarios estan en el extremo anterior y las de los mamiferos, como el ser 
humano, se encuentran en el extremo opuesto. Otro tipo de estructuracién 
filogenética, con base en el criterio de parsimonia maxima y basados en la 
comparacién de secuencias de aa de la regién globular de las miosinas, 

también ubican a las miosinas de pardsitos nematodos como C. elegans y O. 

vélvulos (Goodson and Spudich, 1993) en una regién similar del Arbol 

propuesto. Si los criterios de ubicacién de las secuencias son correctos, es 

posible predecir que en cuanto se cuente con las secuencias de las miosinas 
de los céstodos, éstas podrian encajar en las regiones en que se han situados 
las secuencias de las miosinas de los pardsitos helmintos estudiados. 

No s6lo podria cobrar importancia desde el punto de vista filogenético el 
establecer las diferencias entre las miosinas, sino que también ello podria 
servir para el diagnéstico de las parasitosis por Tf. solium como el hecho de 
que la miosina sea detectada en sobrenadantes de cultivo y en heces de los 

animales infectados. En este sentido, otros estudios mas tendritan que 

llevarse a cabo para determinar la cantidad exacta de miosina detectada, su 
correspondencia con el grado de infeccién y la calidad de los anticuerpos por 

emplear para la identificacién y cuantificaci6én de la proteina. Un ejemplo de 
su utilidad diagnéstica seria lo patentado para enfermedades no infecciosas 
(Nagai, Kuroo and Kato, 1998; Katoh and Nagai, 1999; Sikorska, Savoie and 

Desputeau, 1997), lo realizado para la captura de miosina miocdrdica (Katoh 

et al, 1995b) y de miosina vascular aértica (Katoh et al, 1995a) 0 lo 

establecido para criterio de diagnéstico post-mortem en andlisis forenses 

(Pérez-Carceles et al, 1995). De acuerdo con resultados preliminares de la 

captura de miosina de fT. solium por actina, no habria necesidad de usar 
anticuerpos policlonales ya que con actina purificada o con algun péptido
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sintético derivado de ella podria atraparse especificamente a la miosina de 

los parasitos. 

No existe explicacion alguna, como para la paramiosina, de cual es la causa 

ni la forma en que la miosina a pesar de ser una proteina estructural sea 

liberada por los parasitos, no se descartan efectos por la destruccién 
tisular y muerte de los parasitos, recambio de su tegumento o liberacién de 

tejidos por el crecimiento del estrébilo. En cualquiera de los casos, su 
liberacién es indicativa de la presencia de los parasitos y que podria verse 
mas evidente luego de un tratamiento cestocida y ante lo cual, adquiriria 

potencial terapéutico y diagnostico. Una forma de conocer, en los parasitos 

vivos, la salida de la miosina podria consistir en el uso de marcadores 

fluorescentes como lo que se ha hecho para células de mamiferos (Kolega, 
1998). 

Uno de los avances importantes en la determinacién de la actividad 

biolégica de la miosina fue la determinacién de su actividad de ATPasa en 

presencia de actina de los parasitos, la cual acttla como su activador 

enzimatico (Bray, 1992; Lodish et al, 1999). Como se indicéd no hubo 

activaci6n de la miosina en presencia de actina comercial polimerizada y 

estabilizada por falacidina, mientras que con la actina de los pardsitos se 

logr6é una activacién de la miosina de hasta 50 veces. Se conoce exactamente 
la serie de eventos involucrados en la activacién de la miosina cuando esta 
participa en la contraccién muscular (Lodish et al, 1999), ademas de que se 

ha propuesto que la miosina interactua especificamente con una isoactina 

(Herman, 1993; Mounier and Sparrow, 1997) la cual debe presentar una 

secuencia corta de aminodcidos definido para que se permita la interaccién 

especifica de la regién globular de las miosinas con un sitio especifico en 
la union de dos mondémeros de actina (Vale and Milligan, 2000), por esas 
causas de alta especificidad de la interaccién actina~miosina ello permite 

que cada cabeza del dimero de miosina se desplaze sobre los filamentos de 
actina (Walker et al,2000) 

(http://www. leeds.ac.uk/bms/research/muscie/muscle html). 

Debido a que la ATPasa de miosina de T. solium mostr6é que solo se activaba en 
presencia de actina homdédloga y la posibilidad de estudiar a esta Ultima una 

vez aislada, actualmente se han ampliado los estudios para no solamente 

caracterizar a la miosina sino también a la actina. Esta otra proteina 

importante del citoesqueleto también mostr6 aspectos interesantes desde su 

purificacién, ya que el método originalmente propuesto permitia la obtencién 
de la actina despolimerizada de eritrocitos, la actina que se obtuvo de Tf. 

solium era polimerizada y lo cual podria ser un indicativo de que es 
diferente al menos de la de eritrocitos. 

Si fT. solium presenta isoactinas diferentes, las cuales interaccionan 

con sus miosinas, ello motiva a plantearse cual es su localizacién en los 
tejidos de los parasitos y cual es su dinamica de asociacién con respecto a 

miosina en los tejidos de los pardsitos. Aunque sélo se sahe de la existencia 

de dos genes de actina, de los que aparentemente uno se expresa (Campos et 

al, 1990), realmente no hay idea de cuantas isoformas mas podrian existir. En 

D,. dendriticum, un cestodo de peces, se han encontrado que 6 se expresan por 
analisis de hibridizacién in situ de diferente manera en los estadios 

larvario y adulto (Wahlberg, 1997) y 2 de ellos, son semejantes a los de T. 

solium (Wahlberg and Johnson, 1997), cabria esperar la posibilidad de que 

estos tuvieran una distribucién semejante en fT. solium. En los paradsitos de 

D. dendriticum, segin el andlisis de la distribucién faloidina-rodamina, la 

actina se distribuye de diferente manera dependiendo de si se trata del 

estadio de desarrollo y del area de observacién (Wahlberg, 1998). Es posible 

que el aislamiento de actinas de diferentes estadios parasitarios (Reynoso- 

 



Ducoing et al, 2000), asi como su analisis bioquimico, permitan encontrar las 

respuestas. Con la informacién obtenida se podria definir su semejanza son 
isoactinas conocidas, lo cual podria ser corroborado a través de su andlisis 
de la regién amino terminal, ya que segtin en este sitio es en donde se 

presenta la mayor variabilidad de estas proteinas(Herman, 1993; Mounier and 

Sparrow, 1997). Posteriores andlisis de actina purificada por afinidad, la 

evaluacién de su composicion a través de geles bidimensionales y su 

interaccién con miosina purificada de los pardsitos, aportarAé nueva 

informacion para los parasitos de T. solium y tal vez ello permita evaluar su 

impacto en la relacion huésped-parasito. 

En resumen, con la serie de conocimientos obtenidos durante la 

caracterizacién de la miosina y de la actina, ademas de lo que se conoce de 
la paramiosina, existen las posibilidades de generar nuevos conceptos 

relacionados con el citoesqueleto de f. solium. Se podra determinar su 

distribucién durante el proceso infeccioso, su relacién con la infeccién y 

todos ellos en conjunto permitirian proponer nuevas estrategias de accién en 

contra de los paradsitos. No sélo se han abierto nuevas expectativas de 

estudio de tipo inmunolégico y bioquimico con las proteinas en estudio, sino 

que también se sientan las bases funcionales para estudios relacionados con 
la biologia molecular. En lo relativo a la biologia celular, se ha dado un 

gran paso en cuanto a la distribucién tisular de las miosinas en estos 

pardsitos. En el momento que se logre combinar el conocimiento obtenido para 

la actina y la paramiosina, se podrian conocer como es que estas proteinas 

interaccionan dentro de los pardsitos y como se distribuyen durante su 

desarrollo. Los resultados obtenidos en su conjunto permitirian incrementar 

el conocimiento de la fisiologia de los parasitos y con ello proponer 

estrategias de su control. De acuerdo con lo obtenido en relacién a la 

distribucién de la miosina tipo II en las tenias, esta podria estar asociada 
al sitio anatoémico del huésped infectado y lo cual podria favorecer su 

sobrevivencia o mantenimiento. Posiblemente, un bloqueo de la actividad 

biolégica de miosina que evite el anclaje al intestino, por la paralisis del 
paradsito seria tan eficiente como la producida por el praziquantel y lo cual 

permitiria que la respuesta inmune del huésped provoque la muerte o 

eliminacién de los pardsitos. En este sentido llama la atencién que las 

tenias parasiten una regién anatémica, la cual tiene una constitucién 

muscular de tipo liso. Esto permite que el intestino desarrolle movimientos 

de contraccién y relajacion mas lentos a diferencia de que si tuviera misculo 

esquelético y gracias a lo cual se genera y se mantiene una tensién muscular 

larga (Lodish et al, 1999). Dado que los sistemas musculares de las tenias 
son de tipo liso, ello seria una muestra de la adaptacién al huésped de los 
parasitos lo cual les permite su sobrevivencia. 
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Identification and partial characterization of a mvosin-like 
protein from cysticerci and adults of Taenia solium using a 
monoclonal antibody 

J.AMBROSIO'™, M. CRUZ-RIVERA', J. ALLAN! E.MORAN'OK ERSEERD: 
and A. FLISSER' 

' Departamento de Microbiologia y Parasitologia, Facultad de Medicina, Cari cisidiand Noa tend ditonanea de Mevtee 
Ciudad Universitaria, Mexico, 04510 D.F. 

* Department of Biological Sciences, University of Salfurd, Salfurd Mis TWP EK 

(Received 2 October 1996 ; revised 21 November 1996 ; accepted 21 Nuvember 1996) 

SUMMARY 

The host-parasite relationship in taeniosis due to Teenra solium is practically unknown. Monoclonal antibodies were 
prepared against whole extracts of adult T. sofinm parasites and evaluated with tapeworms revo ered trom experimentally 
infected hamsters and with cysticerci from naturally infected pigs. With one antbods , mAb 4B3, it was possible to identify, 
purify and partially characterize a T. solium myosin. Some findings indicate that it carrespends to conventional mvosin 
or myosin type II such as: purification with KCI, high molecular weight, size. structure (dimeric protein with globular 
and long tail portions), reaction with commercial antiemyosin antibodies, distrrbution a muscle Abres ot Parasites and 
cross-reactivity with antibodies against paramyosin from 7. sofiwm eysticerci, ‘Vhe reaction of the mAb was only with 
taeniids and not with other parasites. Also myosin was detected in faeces of infected animals and in supernatants of Parasite 
cultures. Its presence in biological fluids may be useful for diagnosis of infected hosts 

Key words: cysticerci, immunofluorescence, myosin, Taenia solitm, taeniosis, Gipeworms 

INTRODUCTION 

Taenia solium (Cestoda) causes 2 diseases: cysti- 

cercosis and taeniosis. The former is a public health 

problem in many developing countries, while the 

latter is a benign asymptomatic disease that, although 

it is the main risk factor for acquiring cysticercosis 

(Sarti et al, 1992), is not considered a public health 

problem. There are practically no studies of taeniosis 

probably because the only host is man. A few years 

ago an experimental model of taeniosis was de- 

veloped in hamsters (Allan et al. 1991) mainly with 

the purpose of standardizing a better diagnosis of 

this tapeworm infection by an ELISA for detection 

of antigen in faeces (Allan et al. 1990). This assay 

resulted in a high sensitivity and a good specificity 

except that it does not discriminate 7. solium from T. 

saginata. In order to further increase the specificity 

we have prepared monoclonal antibodies (mAb) 

against adult T. sodium. 

Myosin and actin, the classical muscular proteins 

have not been identified and characterized in cestodes 

and their role in the host—parasite relationship is 

* Corresponding author: Departamento de Microbiologia 

y Parasitologia, Facultad de Medicina, Edificio A, 2°. Piso, 
Ciudad Universitaria, México, 04510 D.F. 

Tel: +525 6232467. Fax: +525 6232382. 
E-mail: jrah@servidor.unam.mx. 

unknown (Smyth & NeManus, 1989). Vhere are 

indirect data from morphological observations which 

indicate that the distribution of several muscle fibres 

is related to evagination of cysticerci (Slais, 1982) 

and to fixation and stabilization of adult parasites to 

the mucosa in the presence of intestinal movements 

(Lumsden & Hildreth, 1983). Also, muscle fibres 

participate in proglottid movement for their release 

from the host and probably for the release of eggs 

(Lumsden & Hildreth, 1983; Smyth & McManus, 

1989). Here we report the characterization of myosin 

from T. solium identified with mAb 4B3. 

Only 1 protein has been thoroughly studied in T. 

solium: Antigen B (AgB) because it is immuno- 

dominant neurocysticercosis (Fisser, 

Woodhouse & Larralde, 1980; Guerra et al. 1982; 

Laclette, Merchant & Willms, 1987). The C terminal 

portion inhibits complement activity because it binds 

to Clq (Laclette et al, 1992) and the N terminal 

induces a strong antibody response (Laclette, J. P., 

personal communication), Ag B binds to collagen 

(Plancarte, Flisser & Larralde, 1983), is apparently 
secreted (Laclette et al. 1987) and is present on other 
cestodes (Olivo, Plancarte & Flisser, 1988). Fur- 

thermore a great similarity with paramyosin has also 
been described (Laclette et a/. 1991) and, in the 
present study, cross-reactivity of AgB with mAb 4B3 
was found. 

in human 

Parasitology (1997) 114, 545-553 Copyright © 1997 Cambridge University Press
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J. Ambrosio and others 

MeTERIALS AND METHODS 

Experimental model 

Golden hamsters (Mesocricetins anratina, LO weeks 

old of both sexes were treated with 30mm heal 

praziquantel (Cysticid, Mercki 1 week betere thes 

were infected with eysticercr. Animals were mitt 

tained with sterilized acid tap water ad drbrtiat and ted 

  

with commercial rodent balanced food (Nutri ubes 

para animales de daboratorio, Ralston Ratronss 

Infection of animals was performed by oral adm. 

nistration of 5 7. sofia cvsticerca recovered: tram 

fresh pork meat. In order to maintain the infection 

hamsters were immunosuppressed with 2 my of 

methyl prednisolone acetate per animal (Depom- 

edrol, UpJohn) administered at days Tand 15 alter 

infection. At 30 days post-infection hamsters were 

humanely euthanized with ether and intestinal tape- 

worms were recovered and used as required. Facees 

from non-infected and infected hamsters were 

collected weekly post-infection and kept frozen until 

use. 

Parasite tissues 

Cysticerci. were obtained from pigs and adult 

parasites were recovered from hamsters. Parasites 

were washed exhaustively with phosphate-butlered 

saline, pH 7:2 (PBS), whole cysticerei, the scolex and 

some proximal and distal proglottids were cov ered 

with an embedding solution (Tissue-Tek Miles 

Scientific Laboratories), immediately frozen by 

immersion in liquid nitrogen and stored at — 20°C 

until use. For immunofluorescence studies sections 

7-10 em were obtained in a cryostat (American 

Optical Corporation) at — 20°C. 

Parasite extracts 

Taenia solium tapeworms and cysticerci as well as 

adult 7. saginata worms were washed 5 times with 

PBS, homogenized with 3m KCI in a chilled 

Polytron (Brinkman Instruments), extracted at 4 °C 

with slow stirring and centrifuged at 2000g for 

30 min at 4°C. The supernatant was recovered, 

dialysed against PBS, centrifuged at 240008 for 

60 min at 4°C, filtered with a 0:22 4m pore mem- 

brane and concentrated under positive pressure with 

nitrogen (Flisser et al. 1975; Allan et al. 1990). 

Protein concentration in each extract was measured 

(BioRad Protein Assay) and antigens were kept in 

aliquots at —20°C until use. Protease inhibitors 

(1-1 m p-hydroxymercuribenzoate, 3-4 mM phenyl- 

methylsulfonylfluoride, 2°5 mM ethylenediamino- 

methane tetraacetic acid, EDTA) were added to 

extracts during preparation. Crude parasite extracts 

of adults of T. saginata, Fasciola hepatica, Macra- 

canthorynchus hirudinaceus and Ascaris suum were 
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obtaied trom G: Avila, U NAM, Mexico following 

tha rathoditesc bed for essticercr as well as for the 

eXtracts tram Po facmaeformis cysticerci and adults 

that were abtuned trem A. Planearte, UNAM, 

Alevto Parasite extracts trom) Trichinella spiralis 

were abtamed from 1). Correa, PNDRE, México and 

Lentini mexicana parasites were obtained from 

Eo Metendro, U NAN, Meteo 

Bvcetion secretion antiens from adult parasites 

Fresh To sede adults were washed 5 times with 

sterile PBS mixed with a diluted antibiotic~ 

antinucene solution (Gibco) and kept i vitro using 

RPA 1640 medium (Gibco) supplied with HEPES 

butler (0:2°..), glutamine (2 mM), sodium pyruvate 

tC] mit) and sodium biearbonate (0-007) during 2 

davs under standard conditions (37 °C, §°%, CO, and 

45", relative humidity). Afterwards culture medium 

was removed and concentrated (x 10) under positive 

pressure, the protein concentration was measured 

and the solution was kept at —20°C in aliquots. 

Excretion/secretion (ES) from T. soltum cysticerci 

were obtained from 1. Correa, INDRE, México. 

  

  

Alyosin isolation 

Parasite extracts and ES were processed in order to 

obtain semi-purihed myosin (Dowben, 1969; Giese, 

1973). Extracts were mixed with 0-2. NaCl, 

homogenized and centrifuged (12000 g) during 

30 min at 4 °C. Pellets were recovered in ice in 06 M 

KCl, pH 65 and centrifuged as above. Supernatants 

were recovered and used as the myosin solution. To 

obtain myosin from ES, culture medium was mixed 

with 0:61 KCI and centrifuged as above. Protein 

concentration was determined and myosin solutions 

were kept at — 20°C in aliquots. 

   

Myosin antigenic analysis 

The specificity of myosin was tested in ELISA using 

the myosins obtained from ES products and extracts 

of T. solium and from T. saginata adults as well as 

one commercial myosin from porcine muscle 

(Sigma). Three different antibodies were used: mAb 

4B3 which was produced against T. solium adults 

(see below), a polyclonal antibody against T. solium 

AgB donated by A. Landa, UNAM, México and a 

commercial anti-myosin (smooth and skeletal muscle 

from bovines) antiserum produced in rabbits 

(Sigma). 

Myosin structure 

Electron transmission microscopy was performed 

with purified filaments of myosin. For this, semi- 

purified myosin was mixed with a low salt buffer 

AMyos 
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ANTIGENS 

Fig. 1. Specificity of mAb 4B3 tor several parasite 

antigens as tested by ELISA. Taenra sofia cvsticeres 

(1), tapeworms obtained from humans (2) and from 

infected hamsters (3), ES of eysticeret (4) und 

tapeworms (5), 7. saginata adults (6), T. taentaefarmis 

cysticerci (7) and adults (8), Fasesola hepatica (9), 

Trichinella sptralis (AO), Macracanthorhvnchus arudina:eus 

(11), Ascaris suwm (12) and Lesshmania mevicana (13) 

Antigens were adsorbed to ELISA plates and incubated 

with the supernatant of cultured hybridoma 483. 

Reactions were developed with anti-mouse [eG coupled 

to peroxidase, OPD and H,O,. Absorbance values were 

obtained at 492 nm. 

solution (2-mercaptoethanol, ED’FA and distilled 

water), extracted overnight at 4°C and centrifuged 

in an Eppendorf microfuge at 13000 g for 30 min at 

4°C (Hermanson, Laframboise & Daood, 1991). 

The pellet containing purified myosin filaments was 

dissolved in 50 1 of PBS and an aliquot was stained 

with 1°) uranyl acetate on a copper support (300 

mesh) previously treated with Formvar membrane 

and evaporated charcoal and observed in an electron 

transmission microscope (JEOL JEM-1200 EX11) at 

x 40000-60000 using 100 kV. 

Monoclonal antibodies against adult T. solium 

Monoclonal antibodies were prepared according to 

Goding (1983), Harlow & Lane (1988) and Craig, 

MacPherson & Nelson (1986) with minor modifica- 

tions. Balb/c mice were immunized i.p. with 0:2 mg 

of an adult T. solium extract obtained from hamsters 

using Freund’s complete (once) and incomplete 

(twice) adjuvant (Sigma) and a final intravenous 

booster with the extract. After 4 immunizations 

(10-14 day intervals) spleen cells were removed and 

fused with murine myeloma cells (X63/Ag8.653) 

using polyethylene glyco! 4000 (Gibco). Optimem | 

culture medium (Gibco) complemented with 5% 

activated foetal bovine serum (FBS, Gibco), 1% 

547 

antibiotics (streptomycin/penicillin 1000000 I.U.), 
2m 1-glutamine, 0-0045 mm azaserine, 0-075 mm 

hy posunthine (HAT medium) were used to culture 
velly tor 3 weeks under standard conditions (37 °C, 
95°, relative humidity and 7°, CO,). Surviving 
cells were cultured for 2 more weeks in the same 
complemented medium but without azaserine. Af- 
terwards, the supernatant was recovered and tested 
by ELISA as described below. Cells of selected wells 
were cloned by limiting dilution and maintained in 
Optrmem medium complemented with 5°, FBS and 
1", antibioncs. Cells were stored frozen in liquid 

nitrogen, All further assays were performed with 

culture supernatants as source of mAb. 

Characterization of mAb 4B3 

mAb 4B3 was selected because of its high recognition 
of adult T. solium antigens. Immunoglobulin (Ig) 
class and subclass were determined by ELISA using 

Immulon IV immunoplates (Dynatech Labora- 

tories), culture supernatants were used as antigen, 

PBS-Tween 20 as blocking agent and several 

commercial anti-mouse Ig antibodies conjugated 

with peroxidase (1:500, Sigma). Reactions were 

developed with 5-aminosalicylic acid (Sigma) and 

0-005°,, (v/v) H,O,. Absorbance values were ob- 

tained at 450 nm after 25 min. 

Specificity of mAb 4B3 

ELISA was performed with antigenic extracts 

obtained from T. saginata, T. taeniaeformis, F. 

hepatica, T. spiralis, M. hirudinaceus and A. suum at 

25 mg/ml and, in the case of L. mexicana, with 10 

million parasites/ml which were adsorbed to 

Maxisorb (Nunc) plates overnight. Plates were 

blocked with 3 °y commercial unfatted milk (Sveltys) 

in PBS-Tween 0°3°,, washed 3 times with PBS-— 

Tween, incubated with mAb supernatants for 1 h at 

room temperature, washed again, incubated for 1h 

with a commercial anti-mouse Ig antibody con- 

jugated with peroxidase (1:500), washed and de- 

veloped with substrate solution (0-4 mg/ml) o- 

phenylenediamine (OPD, Sigma) diluted in citrate 
buffer with 30°, (v/v) H,O,. Reaction was stopped 
with 2M sulfuric acid after 5 min and absorbance 
values were measured at 492 nm. 

Antigens recognized by mAb 4B3 

Antigen characterization was performed by Western 

blot. T. solium extracts were separated by electro- 

phoresis in SDS-polyacrylamide gels (5 and 10%) 

under reduced or non-reduced conditions (Mighty 

Small SE250, Hoeffer) during 2h at 100V as 

described (Harlow & Lane, 1988). The gel was 

transferred to nitrocellulose membrane (NCM)
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206~ ee . - 
105+ - 

Fig. 2. Western blot characterization of Taenta solium 

parasite antigens by mAb 4B3_. Whole extracts of adults 

recovered from humans (1, 2, 3), ES of adults from 

hamsters (4, 5) and extracts of cysticerci (6, 7) were 

fractionated using 10",, SDS-PAGE gels under non- 

reduced (odd lanes) or reduced (even lanes) conditions. 

Western blot was performed on NCM and developed 

using antibodies as described for ELISA with 

diaminobenzidine as substrate. High range pre-stained 

protein molecular weight standards were used (the 2 

highest bands are indicated). 

Not-! 

  

7 20 30 44 

Fig. 3. Detection of secreted faecal antigens by mAb 

+B3. Faecal supernatants corresponding to days 7, 14, 

20, 27, 30, 39, 44 and 50 post-infection from infected 

and from non-infected hamsters (Not-I) were analysed 

by dort blot. As positive controls, extracts of tapeworms 

from humans (A), hamsters (B), ES from adults (C) and 

cysticerci (D) were used. Antibodies and substrates were 

used as in ELISA. 

(Schleicher & Schuell, 0-2:m, Hoeffer transfer 

equipment) at 100 V for 1 h according to the method 

described by Towbin, Staehelin & Gordon (1979), 

with recommended modifications (Harlow & Lane, 

1988). High range pre-stained molecular weight 
meaelines ce dE Ot ’ 

S48 

for the EEES A desenbed ahewe bur the substrate 

used was 3.3 -dnrmmnebenszidine (PAB, Sima) sale 

wot EEO After 

Samim meubanon the reaction was stepped 

ution (OR me midi with 3a 

Detection at seleeted sutras sth a lb IBS 

Dot blot assass were performed according to 

Charcumparéad (1902). Es and tacces from mfected 

and nonetnterted hanisters were used as samples 

GS tOadi and adsorbed to NOAM using a dor 

apparatus (BioRad)  Facces were treated with 

PBS 0-3". ‘Tween as described by Affan et af. (1990) 

for the ELISA for coprountigzen detection. Non- 

specific reacnan between secondary antibody and 

faecal samples was chiminated by adsorption of non- 

infected hamster faccal supernatints with conjugated 

anti-mouse IgG (3 timest. Antigen samples adsorbed 

to NOMI were processed its described for ELISA but 

using shorter incubation times (30 min} 

Immunohistochemical recognition of parasite tissue 

Immunotuorescence assay» were performed fol- 

lowing similar steps to the ELISA. Sections were 

blocked with PBS-unfatted milk, incubated in a 

humid chamber with mAb for 1h, washed and 

further incubated with anu-mouse IgG coupled to 

Huorescein isothiocyanate (IgG FPPC, 1:50, Sigma) 

in the presence of Evan’s blue (15000) as a counter- 

stain. Observations were made in an epifluorescence 

microscope (Nikon) using x10, 40, 60 and 100 

objectives and filters with a range between 490 and 

517 nm. All observations were registered on colour 

film (Fujicolor) ASA 1600. 

RESULTS 

The mAb 4B3 was IgG1 that recognized antigens 

from T. solium ES, cysticerci and adults, T. saginata 

and T. taeniaeformis but not with trematodes such as 

F. hepatica, nematodes such as T. spiralis, M. 

hirudinaceus and A. suum or the protozoan parasite 

L. mexicana (Fig. 1). Recognition by Western blot or 

mAb 4B3 of antigens from adult, cysticerci and ES 

from T. solium showed that mAb reacted mainly with 

2 bands, one above 206kDa and a thin band at 

105 kDa. Recognition did not change in reduced or 

non-reduced conditions (Fig. 2), Faecal supernatants 

from infected hamsters also reacted with mAb 4B3 

(Fig. 3). Immunohistochemical results are shown in 

Figs 4 and 5. In a low magnification of a cysticercus 

section, fluorescence was located mainly in the 

bladder wall and in the spiral canal (Fig. 4A) while 

at high magnification muscle fibres located in the 

spiral canal with an ordered distribution of muscle 

fibres (Fig. 4B) and below the tegumental surface in
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Fig. 4. Recognition of mAb 4B3 to parasite tissue. (A) Photographic composition in order to show a whole section of a 

cysticercus. Intense stain is seen in the spiral canal (black arrows with white border) and in the cysticercus tissue 

(white arrows). (B) Closer observation of the spiral canal (black arrows with white border). (C) Closer observation of 

the vesicular bladder wall (white arrows). The intense stain is specific for the mAb and the pale diffuse stain corresponds 

to background tissue. 

distribution (Fig. +C). In the adult parasite fluore- (Fig. 5A and B); in the neck fluorescence was located 

scence was intense in the suckers where a random in long filaments that apparently connect the scolex 

distribution of aggregated fluorescence was seen to strobila (Fig. 5C) and intense stain was also seen



  
Fig. 8. Recognition of mAb 4+B3 to tapeworm tissue: (A and B) Scolex. (C) Neck. (D) Proglottid. Arrows point to 

positive immunoftuorescence. 

in the border of proglottids (Fig. 51D). Myosin from 

different parasites was recognized by mAb 4B3, by 

anti-Ag B polyclonal antibodies and by commercial 

anti-myosin (Fig. 6), apparently mAb 4B3_ re- 

cognized a common antigenic determinant in all 

myosins tested with high reactivity, except ES 

myosin that was not recognized by anti-Ag B Ab. 

Western blot analysis of ES myosin with mAb 4B3 

showed that one 206 kDa fraction was recognized 

(Fig. 7) and electron transmission microscopy 

revealed that ES myosin filaments have similar 

ultrastructure to conventional myosin or myosin II 

as double heads, neck, long coil and its size (inserts 

in Fig. 7).
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MYOSINS. 

Fur 6. Anubody recognition of parasite myosins. 

Msosiy extracts (03 v1 KCI) were tested by ELISA 

using mAb 4b3 ((), polyclonal antibodies against 

Antigen B{()) and commercial antibodies against 

smooth and skeletal bovine myosin (MD). Purified myosin 

  

sumples were from evsticerer extract (1), ES products 

(2), tapeworms from infected hamsters (3), Taenta 

sagmata tapeworms (+) and commercial myosin from 

porcine muscle (5). 

206 - 

105 = 

  

an a 

DISCUSSION 

The data obtained in this study show that mAb 4133 

recognizes myosin in all samples obtained from 7 

solium. Myosin was defined by the following 

parameters: purification with KC! (Dowben, 1960; 

Giese, 1973), high molecular weight (> 206 kDa) 

(Darnell, Baltimore & Lodish, 1990: Giese, 1973), 

distribution of fluorescence in parasite tissue at the 

level of muscle fibres (Newport ef a/. 1987), 

appearance and size of purified myosin Hlaments m 

electron microscopy (Darnell et af. 1990) and 

recognition of 206 kDa myosin filaments with mAb 

4B3. Electron microscopy indicated that the struc- 

ture of myosin in solution corresponds to con- 

ventional myosin or myosin IT (Darnell ef af. 1990) 

and that it is present as homodimeric protein 

according to its high molecular weight (Dowben, 

1969; Giese, 1973). 

The fact that mAb 4B3 recognized myosin in 7° 

solium adult and cysticercus suggests that it is the 

same type of myosin or at least they share an epitope. 

as defined by ELISA, Western blot and immuno- 

histochemistry. Similarity among = myosins was 

further seen in the cross-reactivity of mAb 4B3 with 

other taeniids, but not with the nematodes assayed or 

with the trematode and the protozoan parasite 

    

Fig. 7. Western blot analysis of tapeworm Taenia solitum myosin. Samples were processed by 10°,, SDS-PAGE 

under reduced conditions and Western blot analysis. Different sources of myosin were analysed by Western blot 

  

against mAb 4B3. Int stinal hamster tissues (1), commercial pig myosin (2), filaments purified from ES products (3), 

ES products (4) and tapeworm extract from hamsters (5). No reaction was seen with intestinal myosins and the 

reaction with pig myosin, although present, was very faint. Purified myosin filaments from ES obtained from 

tapeworms were identified by electron transmission microscopy at 100 keV using urany!] stain (inserts). Myosin heads 

are indicated with full arrows, myosin tails with empty arrows.
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Interestingly a commercial myosin obtained from 

skeletal pig muscle reacted intensely by ELISA and 

by Western blot mAb 4B3 recognized native myosin 

and the heavy chain fraction (data not shown). 

In the case of cysticerci, an additional band was 

seen by Western blot, its molecular weight (105 kDa) 

corresponds to AgB (Guerra et al. 1982) as well as its 

histological distribution (Laclette et al. 1995), sug- 

gesting that paramvosin or AgB ts recognized by 

mAb 4B3 which is specific for myosin. A similar 

finding between paramyosin and myosin was re- 

cently described in Brugia malay! (Schmitz et al. 

1996). Myosin in 7. solttm seems to be distributed 

along the surface of proglottids in the adult parasite 

which is also evident from the metacestode stage 

where the spiral canal was labelled in the outer 

surface that will become the adult parasite. This 

distribution could be related with growth and 

support of a long parasite in the intestine where it has 

to remain in the presence of vigorous peristaltic 

movements. In the neck, myosin distribution might 

help fasten the large strobilum to the head as well as 

support nascent proglottids as suggested by the 

labelling of the long fibres. 

T. solium myosin was detected with mAb 4B3 in 

secretion and excretion products and in extracts 

from tapeworms recovered from humans as well as 

in faeces from infected hamsters. This is an im- 

portant finding because it may be used as a marker of 

infection for more specific diagnostic assays of the 

intestinal adult parasite. Detection of myosin in 

serum by a mAb has been described in association 

with cardiac diseases (Katoh et al. 1995a, 5) and 

antimyosin antibodies have been found in schisto- 

some and filarial infections (Newport et al. 1987; 

Raghavan et al. 1992). The ELISA for coproantigen 

detection in taeniosis applied to humans (Allan et al. 

1990) was standardized with anti-T. solium anti- 

bodies raised using whole adult parasites minced in 

3m KCI where parasite myosins are purified (Giese, 

1973). This assay has high sensitivity but it does not 

differentiate between T. solium and T. saginata. By 

raising antibodies against different regions of adult 

T. soltum myosin the technique might become highly 

specific, because specific non-conserved regions of 

myosin have been found in all myosins studied 

(Katoh et al. 1995 a, 6; Kimura et af. 1991; Newport 

et al, 1987; Ruppel & Spudich, 1995). We are 

currently working on this aspect. 
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LAS ACTINAS Y SU ESTUDIO EN PARASITOS 

Olivia A Reynoso-Ducoing, Mayra Y Cruz-Rivera, Javier Ambrosio y Ana Flisser. Departamento de Micro- 

biologia y Parasitologia, Facultad de Medicina, Universidad Nacional Auténoma de México, Ciudad Univer- 

sitaria, 04510, México D.F. Correo electrénico: oard@ servidor.unam.mx 

RESUMEN 
Las actinas son protefnas importantes en la estruc- 
tura y funcién del citoesqueleto celular. Evolutiva- 
mente se han conservado, aunque presentan una li- 
gera e importante variacién en la composicién de los 
10 primeros aminodcidos de la regién amino termi- 
nal de Ja protefna. Esta variabilidad permite que las 
actinas interaccionen de forma especifica con otras 
proteinas accesorias tales como la miosina. En este 
trabajo se presenta una revisi6n de los conocimien- 
tos sobre la actina, con énfasis en la de pardsitos. 

PALABRAS CLAVE: Actina, citoesqueleto, 
miosina, pardsitos 

ABSTRACT 
Actins are important proteins for the structure and 
function of the cytoskeleton. They have been 
conserved during evolution, although with a slight, 
rather important, variation in the composition of 
the first 10 aminoacids in the amino terminal region 
of the protein. This variability allows the specific 
interaction of actins with other accesory proteins 
such as myosin. In this paper we review the 
knowledge regarding actin, emphasizing that of 
parasites. 

KEY WORDS: Actin, cytoskeleton, myosin, 

parasites 

CITOESQUELETO 
En el contexto actual de la biologfa se concibe al 
citoplasma celular come una entidad que coniiene 
dos fases: una proteica y otra acuosa. La primera 
forma la estructura de] citoesqueleto constituida 
por microtibulos, microfilamentos de actina, fila- 

mentos intermedios y proteinas del sistema micro- 
trabecular que recubren a los otros componentes 
del citoesqueleto, a los organelos y forman la cor- 
teza celular (1). ~ 

Desde 1970 se admite la existencia de un cito- 
esqueleto dindmico, aunque en Ia literatura del si- 

glo pasado ya se encuentra el concepto de Subs- 
tancia Fundamental Celular (SFC), no fue sino has- 
ta que se emple6 la microscopia de alto voltaje, 
que se tuvo la oportunidad de conocer Ia estructu- 
ra y caracteristicas de la SFC 0 citoesqueleto, que 
es una compleja red tridimensional de filamentos y 
de proteinas asociadas. 

Una de Jas funciones del citoesqueleto es la de 
dar sostén a los polirribosomas libres en los vérti- 
ces de la red, lo que permite la organizacién inme- 
diata de las proteinas recién sintetizadas que for- 
man cadenas enzimaticas como la de la glucdélisis 
o bien la estructuracién de los microttibulos, mi- 
crofilamentos y filamentos intermedios, asf como 

la restituci6n y distribucién propia de la red (2). El 

citoesqueleto mantiene Ja estructura y organiza- 
cion de la célula, le permite tener movimientos de 

reajuste y transporte intra y extracelular de acuer- 
do con el estado morfofisiolégico de la misma, asi 

como realizar los movimientos a nivel muscular 
por interaccién de los microfilamentos de actina 
con miosina o bien de deslizamiento celular a tra- 
vés del substrato por polimerizacié6n y depolime- 
rizacién en momentos y microambientes especifi- 
cos de la célula, como se observa en las imagenes 
en video del citoesqueleto mostradas en Internet: 
hitp:/Messie.bch.ed.ac.uk/PAUL/ACTINY y/o http:// 
borisy.bocklabs. wisc.edu/. 

Cada una de las fibras que componen este siste- 
ma son polimeros constituidos por subunidades 
proteicas pequefias unidas por enlaces de tipo no 
covalente, un ejemplo es la actina filamentosa 0 
polimerizada, llamada actina F cuyas unidades se 
llaman actina globular o actina G (1). 

EL CITOESQUELETO DE LOS PARASITOS 
Es posible que el citcesqueleto de las células de 
los pardsitos, asf como el que forma parte directa 
de los mismos, esté estructurado y funcione de for- 

ma semejante al de las células de los organismos 
superiores, porque en algunos casos se ha demos- 
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trado que tienen gran parecido. El citoesqueleto le 
permite a los parasitos unicelulares resolver nece- 
sidades de colonizacién y sobrevivencia dentro de 
sus huéspedes. Por ejemplo, Entamoeba histolyti- 
ca y Acanthamoeba castellani presentan una 
membrana celular muy dindmica con un continuo 

intercambio de sustancias y formacién de pseud6- 
podos. En otros protozoarios como Criptospori- 
dium parvum, Plasmodium berghei y Toxoplasma 
gondii, el citoesqueleto presenta una organizacion 
que forma un complejo apical que favorece la 
orientacién del pardsito, asf como su interaccidn y 
penetracion en el huésped. 

De igual forma que en los protozoarios, las cé- 
julas de los céstodos y la constitucién de los mis- 
mos, posiblemente presentan una estructura estre- 
chamente relacionada con la adaptacién y estabili- 
dad frente al medio que el huésped les presenta, 
que ademas debe ser !o suficientemente plastica 
para que puedan alcanzar con éxito las diferentes 
etapas de desarrollo de estos organismos multice- 
lulares. Adicionalmente, para la adaptacién de los 
pardsitos céstodos y su desarrollo, podria reque- 
rirse una determinada constitucién tanto del cito- 
esqueleto celular como la del parésito completo, 
para lo cual la estructuracién de su musculatura 
debe ser muy importante. Se sabe que de seis genes 
para actina identificados en Diphyllobotrium 
dendriticum, tres de ellos codifican para actina 
muscular, otros dos genes codifican para actina 
citopldsmica, que interviene en procesos de divi- 
sién, migraci6n y diferenciacién celular y el ultimo 
gen codifica para la actina del tegumento celular 
(3). En el caso de Taenia solium, el citoesqueleto 
y la musculatura de los cisticercos probablemente 
tienen una estructura diferente a la del adulto, 
como lo sugiere la distribucién de miosina (4). 

INTERACCION ACTINA-MIOSINA 
De manera general, las células musculares estria~ 
das tipicas de mamiferos son cilindricas, de 1 a 40 

mm de longitud y de 10 a 50 ym de ancho, contie- 
nen aproximadamente 100 nicleos y estan consti- 
tuidas por unidades de filamentos de actina F y 
miosina denominados sarcémeros, que se repiten 
a lo largo de las células (1). La contraccién de cé- 

lulas musculares y no musculares depende princi- 
paimente de la miosina, cuyas variantes se agru- 
pan en 13 familias diferentes. De estas miosinas, 
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las tipo I son los motores del movimiento muscu- 
lar, son diméricas de alto peso molecular (440 
kDa), constituidas por dos monémeros 0 cadenas 

pesadas homélogas y de las que cada una presenta 
una regién globular y otra filamentosa, estos 
mondémeros tienen la capacidad de ensamblarse 
espontaneamente en filamentos e interaccionar con 
la forma filamentosa de la actina, lo que favorece e 

incrementa la actividad enzimatica de ATPasa de 
miosina y por lo tanto, la contraccién muscular. 
La regién globular de miosina tiene un sitio de 
interaccién con actina F, asi como un sitio catali- 

tico de ATP. Se sabe que la miosina hidroliza una 
molécula de ATP en aproximadamente 30 segun- 
dos; sin embargo, su interaccién con actina F fa- 

vorece e incrementa sustancialmente esta activi- 
dad y cada sitio catalitico es capaz de hidrolizar de 
5a 10 moléculas de ATP por segundo (1). Las ca- 
denas ligeras situadas en la regién globular de la 
miosina regulan las propiedades de unidn a actina 
asi como su actividad enzimatica. No obstante, 

también se sabe que la eficiencia de la interaccién 
actina-miosina esta dada por las caracteristicas del 
extremo amino terminal de la actina, y es de vital 

importancia el grado de negatividad que este pre- 
senta, ya que entre mds negativa sea esta region es 
mas eficiente la activacién de la miosina (5). 

CARACTERISTICAS Y CLASIFICACION 
DE LAS ACTINAS 
Las actinas son proteinas estructurales muy con- 
servadas presentes en todos los eucariotos. Por lo 
general son codificadas por varios genes, lo que 
favorece que se produzcan diferentes formas de 
actina, denominadas isoformas. En la mayoria de 

las células, las moléculas de actina pueden ser 

modificadas después de su traduccién, principal- 
mente por acetilacién del residuo amino terminal 
y/o metilacién de una de sus histidinas. Todas las 
isoformas presenian semejanzas en sus propieda- 
des fisicas y quimicas, las que se conservan a lo 
largo de la evolucién, como el sitio de unién espe- 
cifico con el ATP y la conformacién tridimensional 
que les permite interaccionar con proteinas que se 
asocian a ellas (5, 6). La presencia de los sitios de 

interaccién entre los monémeros de actina G fa- 
vorece el ensamblaje de los monémeros para for- 
mar los filamentos de actina F. Los monémeros de 
actina G son de 43-45 kDa y los filamentos de 
actina F de 2,500 kDa de peso molecular.
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Los filamentos de actina miden aproximada- 

mente 8 nm de didmetro, son flexibles y en conjun- 
to forman una densa red tridimensional 0 haces de 
fibras que tiene una estrecha interaccién con la 
membrana celular. El estado monomérico es favo- 
recido tanto in vitro como in vivo por fuerzas 

idnicas débiles y esta constituido por una cadena 
polipeptidica sencilla que puede variar de 375 a 
427 aminoacidos segtin la especie. En la primera, 
fos aminodcidos Acidos de la porcién amino termi- 
nal generan un punto isoeléctrico cercano a un pH 
de 5.5, mientras que en las de mayor peso molecu- 

lar. la presencia de residuos basicos eleva el punto 
isoeléctrico a valores cercanos a 6.7 (7). Cada mo- 

némero presenta dos dominios globulares separa- 
dos por una cavidad, donde se lleva a cabo la hi- 
drélisis de ATP en presencia de calcio o magnesio. 
Cada monémero de actina G tiene dos sitios de 
union a otros dos mondémeros, los que al unirse a 
su vez a otros monémeros forman un filamento 
helicoidal o actina F que puede alcanzar varios mi- 
crometros de longitud (6). 

La primera clasificacién de las actinas tuvo 
como fundamento el tipo de tejido del cual se ex- 
trae la actina, es decir, si proviene de un tejido 

muscular o no muscular. La actina de musculo 
esquelético se caracteriz6 como la forma mas Aci- 
da de estas proteinas y se le denomin6 G-actina. 
La actina no muscular, presente en el citoplasma 
celular de los demas tipos celulares, es mas basica 
y se le denominé actina B y/o y. En la actualidad, 
esta clasificacién ya no tiene vigencia porque se ha 
encontrado que algunas actinas purificadas de teji- 
dos musculares 0 no musculares no corresponden 
a las caracteristicas indicadas para dicho tejido, 
pero a pesar de esto la mayorfa de los protocolos 
de purificaci6n atin siguen esta clasificacién (8). 

A pesar de la semeianza molecular entre estas 
protefnas, existe variabilidad entre ellas por lo que 
se han clasificado recientemente por su secuencia 
primaria de aminodcidos y especificamente por los 
diez primeros aminodcidos de la porcién amino 
terminal. Esta clasificacién es la vigente. Como se 
mencioné, las actinas interaccionan de forma es- 
pecifica con otras proteinas, como la miosina. Pro- 
bablemente, por cada variante de actina hay un tipo 
especffico de miosina que permite que su activi- 
dad sea mas eficiente y determina diferentes fun- 

ciones. De esta manera se ha propuesto que el po- 
tencial de contraccién muscular estaé asociado a la 
@-actina, y que en el desplazamiento celular de un 
sitio a otro participa la B-actina, mientras que el 
reacomodo del citoesqueleto para mantenimiento 
de fa forma de !a célula depende de la y-actina (7). 

ACTINA DE TENIDOS 
En Diphyllobotrium dendriticum los resultados de 
identificacion, secuenciaci6n e hibridizacidn in situ 
muestran que en este pardsito céstodo existen 6 
genes diferentes, coexpresados al mismo tiempo 
en células de diferentes regiones del pardsito, los 
cuales podrian ser necesarios en diferentes etapas 
del ciclo de vida 0 en los procesos de divisién, di- 
ferenciacién y migraci6n celular. Algunos de estos 
genes tienen secuencias de bases altamente hom6- 
logas a Ja actina de mamiferos (3). En T. solium 

unicamente se han identificado, aislado y secuen- 
ciado dos genes que codifican para actina y se de- 
nominaron PAT 5 y PAT 6 (9). El analisis compa- 
rativo de las bases de estos genes muestra alta 
homologia con algunos de los reportados para D. 
dendriticum, por lo que podrian tener funciones 
similares. 

PERSPECTIVAS 
Aunque las actinas son proteinas ampliamente es- 
tudiadas en miltiples organismos, y en general, tie- 
nen gran semejanza entre si, es necesario caracte- 
rizarlas en aquellos en los que no han sido descri- 
tas. Esto se debe a que, por un lado, mediante tec- 
nologfas modernas, como la microscopia de fluo- 
rescencia confocal, es posible determinar con ma- 
yor precision su distribucion en el citoesqueleto. 
Por otro lado, en el caso de pardsitos, los estudios 

relacionados con actina son escasos y su impor- 
tancia reside en que el conocimiento de la morfofi- 
siologia de ésta, y de otras protefnas del citoes- 
qucleto, pertuilira seguramente obtener informa- 
cion sobre la relacion huésped-pardsito. 
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