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I. RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue contribuir a la
caracterizacidn molecular de las glicoproteinas que se encuentran
en la superficie tegumental del cisticerco de T. solium. Se
intentd el aislamiento de clonas de cDNA de estas proteinas por
varias estrategias, inicialmente se usaron sondas de DNA
disefladas a partir de secuencias parciales de una proteina
purificada. Otra estrategia fue la utilizacién de anticuerpos
dirigidos contra glicoproteinas de superficie. La estrategia que
resultd productiva fue la bisqueda de proteinas de superficie
aprovechando la similitud en su secuencia de amincicidos con
proteinas homdlogas. Esta estrategia permitid el aislamiento de
clonas que contienen la secuencia codificadora completa de una
proteina con caracteristicas de transportador de glucosa. Los
transportadores de glucosa son glicoproteinas integrales de
membrana que se encuentran en practicamente todos los organismos.
Una de las clonas contiene un inserto de 1,723 pb con un marco
abierto de lectura de 1,500 pb. La secuencia de aminoécidos
deducida corresponde a una proteina de 500 aminodcidos con un
peso molecular de 54.5 kDa. Los andlisis hidropaticos demuestran
que se trata de una proteina con los 12 segmentos de a-hélices
que atraviesan la membrana plasmitica caracteristicos de los
transportadores de glucosa. Esta proteina fue designada TGTP2
dada su gran similitud con uno de los transportadores de S.
mansoni (SGTP2). Interesantemente, la secuencia de amincacidos de
TGTP2 carece del sitio de N-glicosilacién en la primera asa
externa a partir del amino terminal, presente en la mayoria de
los transportadores de eucariotes conocidos. Estas clonas abren
la posibilidad de estudiar en detalle el manejo de glucosa del
cisticerco.



II.INTRODUCCION

La cisticercosis es una parasitosis causada por la forwa
larvaria o cisticerco de un platihelminto céstodo llamado Taenia
solium, que afecta al hombre y al cerdo. Esta enfermedad es de
alta prevalencia en paises subdesarrollados, siendo la principal
causa de problemas neurolégicos de origen parasitario en México.
Las personas afectadas pueden desarrollar convulsiones,
hidrocefaleas o experimentar otros desdrdenes del SNC que los
pueden llevar a la muerte. Ademias, la economia de estos palses se
ve . afectada no solo por la disminucidn en la actividad productiva
de las personas infectadas y por los elevados gastos que se
producen por concepto de hospitalizacién y tratamiento, sino por
las pérdidas econdmicas que se producen en la porcicultura
(Flisser et al., 1991; Tsang y Wilson, 1995).

1. CICIO DE VIDA DE Taenia solium.

La T. solium tiene un ciclo de vida que involucra dos
huéspedes: el cerdo como huésped intermediario alberga la forma
larvaria o cisticerco, mientras que el hombre es el (nico huésped
del parédsito adulto. Aunque no participa en el mantenimiento del
ciclo de vida, el hombre también puede adquirir la cisticercosis
al actuar como huésped de la larva lo que convierte a esta
parasitosis en un grave problema de salud piblica.

La cisticercosis es adquirida por el huésped intermediario
al ingerir los huevecillos de T. solium presentes en heces y
alimentos contaminados. En el tubo digestivo del huésped la
accidn de las enzimas proteoliticas y de las sales biliares
destruyen las envolturas protectoras dejando libre al embrién
hexacanto (Laclette et al., 1982). El embridn penetra la mucosa
intestinal, ayudado de sus ganchos y secreciones liticas, hasta
alcanzar vasos linfaticos y sanguineos que lo distribuyen a una
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Fig.l, Ciglo de vida de T. Solium. 1. pardsito adulto; 2.
proglétido gréavido; 3. huevecillo; 4 v 5: cisticercos (tomado de
Aluja et al., 1987).



variedad de organos vy tejidos (misculo esquelético, miocardio,
sistema nervioso, ojos, tejido subcutdneo, entre otros) donde se
desarrolla hasta convertirse en una larva o cisticerco.

El ciclo se completa cuando el humano come carne de cerdo
cruda o mal cocida, infectada con cisticercos viables.
Nuevamente, la accidén de las enzimas proteoliticas y de las sales
biliares del aparato digestivo activan al cisticerco e inducen la
evaginacidén o salida del escdlex de su vesicula protectora. Una
vez evaginado, el escdlex se fija a la mucosa intestinal donde
crece y se diferencia en un pardsito adulto. Bl gusano adulto
desprende los progléotidos gravidos que salen al exterior con las
heces. Estos se desintegran en el medio ambiente liberando los
huevos que pueden alcanzar al huésped intermediario por distintos
medios (Aluja et al., 1987).

2. DESCRIPCION O MORFOLOGIA DEL CISTICERCO.

El cisticerco es una vesicula translicida redonda u ovoide
de 0.5 a 2 an de diametro conn un escdlex invaginado y opaco que
posee cuatro ventosas y un rostelo con una doble cadena de
ganchos. La vesicula estd llena de un fluido transparente llamado
fluido vesicular, que contiene proteinas del pardsito y del
huégped (Willms et al., 1982).

La superficie de la pared vesicular estd formada por el
tegumento, un citoplasma sincicial, anucleado y continuo que en
su cara externa se encuentra aunentado por proyecciones
digitiformes llamadas microtricas recubiertas por una membrana
plasmatica con abundante glicocdlix. El citoplasma del tegumento
contiene mitocondrias y numerosas vegiculas. La membrana
plasmatica o basal que recubre la superficie intemna del
tegumento se encuentra interrumpida por procesos citoplasmaticos
que comunican al tegumento con cuerpos celulayss nucleados
llamados citones tegumentales. Estos citcnes ntienen numerosas
vesiculas, reticulo endopléasmico bien -es: - .lado, aparato de
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Fig. 2. Morfologia del ci
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misculo, P: pared vestibular, Pu: pared vesicular, Tg: tegumento
y V: espacio vesicular.



golgi, ribosomas y abundantes mitocondrias. Por debajo de la
membrana basal se obgervan varias capas de misculo liso,
abundantes depdsitos de glucdgeno y grasa, asi como un complejo
sistema de canales con funcidn protonefridial entre otras
estructuras (Lamsden et al., 1982).

3. EL GLICOCALIX DEL TEGUMENTO

El tegumento del cisticerco de T. solium esta revestido
externamente por una cubierta de macromoléculas ricas en
carbohidratos llamada glicocdlix (Sosa et al., 1977). lLa
presencia de carbohidratos en la superficie de los céstodos ha
Atda demoptrada por microscopia electrénica usando diversas
tinciones (Trimble y Lumsden, 1975; Willms et al., 1982).
Estudios de localizacién usando diferentes lectinas marcadas
mostraron que concanavalina A (Con A) se une preferencialmente a
la superficie de los metacéstodos sugiriendo que la mayor parte
de los carbohidratos expuestos son D-mandsidos y/o D-glucdsidos
(Sandeman y Williams, 1984; Trimble y Lumsden, 1975; Knowles y
Oaks, 1979; Schmidt y Peters, 1987). La composicién y
distribucién de estos carbohidratos en la superficie del
cisticerco es relativamente homogénea (Mills et al., 1984;
Sandeman y Williams, 1984; Landa, 1988; Lamsam y McManus, 1990).
Los glicanos que forman parte del glicocdlix son ensamblados en
el citoplasma de los citones y transportados al tegumento por
vesiculas que se fusionan con la membrana plasmitica (Trimble y
Lumsden, 1975; Ramirez-Bon et al., 1982).

El glicocdlix de los metacéstodos estd formado por
glicoproteinas y glicolipidos con numerosos grupos dcidos que dan
a la membrana una carga neta electronegativa en la superficie

{(Lumsden, 1972; Triwble y Lumsden, 1975; Willms et al., 1980;

Mills et al., 1984). Evidencias de wmicroscopia electrénica sobre

la superficie de los céstodos sugieren que parte de este rico



glicocdlix son componentes integrales de membrana (Lumsden et
al., 1970; Lumsden, 1975).

Bl glicocalix muestra una sevie de propiedades que permiten
asociarlo con diversas actividades. Hay evidencias de que los
grupos acidos del glicocalix proveen sitios de unidn para varios
electrolitos en céstodos adultos entéricos (Lumsden et al.,
1970) . La habilidad del glicocalix de concentrar cationes puede
jugar wn papel importante en la activacidn de ciertas enzimas de
la superficie parasitaria. Ademas, el pardsito parece conservaxr
la carga electronegativa de su superficie a través de un recawbio
continue de los componentes del glicocalix tal vez para evadir el
ataque enzimatico e immnoldgico del huésped (Oaks y Lumsden,
1971; Trimble y Lumsden, 1975).

Los componentes del glicocalix de los metacéstodos, y en
especial las proteinas, se han involucrado en funciones
importantes tanto para el pardsito como para la relacién que
establece con su huésped. Algunas proteinas aparentemente estan
involucradas en fendmenos de transporte de solutos, otras tienen
actividades enzimdticas y otras pudieran estar involucradas en la
proteccidn del paradsito contra su huésped (Pappas y Read, 1975;
White et al., 1992; Hustead y Williams, 1977; Hammerberg et al.,
1980) . Ademas, las glicoproteinas son generalmente muy
inmunogénicas, por lo que han sido usadas en el desarrollo de
pruebas inmunoldgicas para el diagndstico de la parasitosis
producida por el cisticerco de T. solium (Grogl et al., 1985;
Tsang et al., 1989; Feldman et al., 1990).

4. RELACION HUESPED-PARASITO EN LA INTERFASE.

La interfase huésped-pardsito es la regién de contacto
fisico y quimico entre ambos organismos. El tegumento es la
estructura parasitaria que interactda directamente con el huésped
por lo que muchas de las funciones sor:  levadas a cabo por este
6rgano (Willms et al., 1982). Dado qu. .Los ~éstodos carecen de
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tubo digestivo, el tegumento de estos pardsitos 1o solo sirve de
proteccidn, siendo resistente a la accidn de enzimas
proteoliticas y a la respuesta inmune del hudsped sino que
también esto hace al tegumento una superficie metabdlicamente
activa a través de la cual las secreciones pueden ser
transportadas, los nutrientes absorbidos y el wmaterial de desecho
eliminado (Pappas y Read, 1975; Lumsden, 1975).

El cisticerco puede permanecer en los tejidos del huésped
por periodos prolongados de hasta varios afios lo que indica una
buena coexistencia entre ambos organismos (Laclette et al.,
1989) . Alrededor de los cisticercos, el huésped desarrvolla una
reaccion inflamatoria de variable intensidad que puede ir desde
muy moderada, con escaso infiltrado celular alrvededor de
parasitos viables, hasta muy intensa alrededor de parasitos
semidestruidos (Willms et al., 1980; Aluja et al., 1988; Escobar-
Izquierdo, 1988). Las caracteristicas del infiltrado celular y la
degeneracién del parasito en el tejido muscular de cerdos
infectados han llevado a clasificar la reaccidn inflamatoria en
siete grados de intensidad (Aluja et al., 1988). Cabe hacer notar
que los primeros grados de reaccidén son los que se observan
alrededor de cisticercos viables. Con algunas diferencias, algo
similar a sido observado en el parénquima cerebral de pacientes
con neurocisticercosis (Escobar-Izquierdo, 1988). Al principio se
observan grupos de linfocitos, células plasmaticas y eosindfilos
localizados principalmente en frente de la entrada al canal
espiral. Este infiltrado celular aumenta en extensidn y se
acompafia con la aparicidn de algunos macréfagos. En esta etapa
los parasitos se encuentran viables y sin cambios morfoldgicos
correspondiendo a los tres primeros grados descritos por Aluja et
al. (1988), y representa un 47-65% de los cisticercos en un cerdo
infectado. En etapas subsecuentes, tanto el parasito como la
reaccidén inflamatoria sufren modificaciones. Se observa la
formacién de una reaccién de tipo granulomatosa de variable
intensidad alrededor de la " "7, produciéndose ligercs cambios
degenerativos en la superfi. 2] “~gumento. Aumenta la cantidad
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de macréfagos v se observa la formacion de agregados de
linfocitos y muchos eosindfilos degranulados. En un grado WAS
avanzado, la reaccién inflamatoria es mas intensa observandose
degeneracién en el tegumento y cambios necréticos en los citones
tegunentales. Los agregados de linfocitos son de mayor tamatio vy
se observan células gigantes y numerosos fibroblastos. El nimero
de eosindfilos disminuye observandose necrosados muchos de ellos.
En la etapa final, el pardsito estd cowpletamente degenerado. El
mimero de linfocitos, células plasmaticas y eosindfilos disminuye
notablemente en la zona granulomatosa; en canbio, se observan
gran cantidad de fibroblastos, fibrocitos y células gigantes.
Posteriormente, el lugar que ocupaba el pardsito estd totalmente
invadido por tejido fibroso y las células inflamatorias son muy
escasas.

Fn la neurocisticercosis humana, la intensidad de la
respuesta por parte del huésped depende de la localizacidn del
parasito. Los cisticercos localizados en el parénquima cerebral
sobreviven muchos afiog sin desencadenar una respuesta
inflamatoria considerable (Rabiela et al., 1982; Escobar-
Treuierdo, 1.988),

En varios modelos de cisticercosis animal se ha demostrado
la presencia de una respuesta inmune concomitante. Por ejemplo,
la infeccidn de ratas con metacéstodos de T. taeniaeformis induce
una resistencia pronunciada a la reinfeccidén (Rickard y Williams,
1982) . Aparentemente, el huésped infectado es capaz de rechazar
una nueva infeccién, pero incapaz de destruir a los cisticercos
ya establecidos. En el caso de la cisticercosis porcina, los
cisticercos de un mismo cerdo son bastante homogéneos,
sugiriéndose que todos fueron adquiridos en una misma infeccién
(Correa et al., 1987). Esto indica que el pardsito establecido
posee mecanismos de evasion de la respuesta inmune que le
permiten sobrevivir por largos periodos en huéspedes
inmunocompetentes. Se ha hablado de una modulacién de la
Fespuesta inmune. En este respecto, se ha obgervado una
- Hibicion en la proliferacién de linfocitos en respuesta a

9



mitégenos en humanos y cerdos infectados con cisticercos de T.
solium (Willms et al., 1982; Correa et al., 1989; Molinari et
al., 1990, Molinari et al., 1993; Tato et al., 1995) y en ratones
infectados experimentalmente por T. crassiceps (Sciutto et al.,
1995) . Ademds, se ha obgervado un retardo en la cinética de
proliferacién de linfocitos en pacientes con neurocisticercosis
(Herrera et al., 1994). En el metacéstodo de T. taeniaeformis se
ha caracterizado un potente inhibidonr de proteasas que inhibe la
respuesta de linfocitos tanto a mitdgenos como a antigenos
especificos (Suquet et al., 1984; Leid et al., 1984).

El mantenimiento de la relacidn huésped-pardsito en varlios
ejemplog de cisticercosis involucra en parte la habilidad del
pardsito para impedir el aumento de la reaccion inflamatoria. Al
respecto, se ha descrito un antigeno denominado como "B (AgB) de
cisticercos de T. solium cue tiene la capacidad de inhibir la via
clédsica del complemento a través de la inhibicidn de la funcidn
de Clg (Laclette et al., 1992). Puesto que el complemento juega
un papel central en la modulacién de la reaccién inflamatoria, se
ha sugerido que la secrecidn de AgB al inhibir la cascada del
complemento en su paso inicial, disminuye la produccién de
mediadores complementarios de inflamacién y contribuye a impedir
el escalamiento de la reaccién inflamatoria. El AgB podria no ser
el Unico factor parasitario que contribuyera en esta direccidn.
La taeniaestatina de 7. taeniaeformis puede inhibir el factor D
de la via altérnativa del complemento (Leid, 1988). Tawbién se
han caracterizado proteinas de secrecién con la habilidad de
inhibir la actividad de proteasas del huésped y la quimiotaxis de
neutrdfilos y eosindfilos (Suquet et al., 1984; Shepherd et al.,
1991; Potter y Leid, 1986). Asimismo, se ha descrito la
produccién y/o secrecién de proteinas con capacidad de degradar
moléculas citotdxicas y de inhibir la cascada del complemento
(Leid y Suquet, 1986; Landa, comunicacién personal; Hammerberyg et
al.., 1980; Leid, 1988). Ademis, se ha demostrado la presencia de
inmunoglobulinas en la superficie de diversos metacéstodos
(Willms y Arcos, 1977; Threadgold vy Befus, 1977; Sogandares-
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Bernal y Voges, 1978; Siebert et al., 1981). Hstos hallazgos
sugieren que la modulacién de la respuesta inmmune por los
metacéstodos facilita la sobrevivencia del pardsito.

5. ANTECEDENTES

Las caracteristicas morfolégicas y biocquimicas de la
superficie externa de los pardsitos determinan los témminos en
que se establece la interaccidn con sus huéspedes. Por lo tanto,
Lo ddenbificacion y carvacterizacion de los componentes
aodesudaris gue participan en el mantenimiento de la relacién
Dok lslacerco seguramente mejorard nuestra comprension de
los mecanismos subyacentes.

La superficie que los cisticercos le presentan a su huésped
¢éooel tegunento (ver 1.2), cuya membrana plasmatica externa
presenta un rico glicocadlix con glicoproteinas y glicolipidos.
Algiias de estas glicoproteinas han sido involucradas en
funciones iwportantes para el parasito y para el mantenimiento de
ia relacion con su huésped. Algunas proteinas de superficie han
sido identiticadas por su actividad enzimdtica. Por ejemplo,
cotudios histoquimicos han demostrado la presencia de fosfatasas
eil la superficie de muchos céstodos (Smyth, 1969). En H. diminuta
e cavacterizado parcialmente una proteina (104 kDa) con
actividad Jde fosfatasa alcalina (Pappas, 1991). En E. granulosus
i puriticacidn de esta enzima permitid llevar a cabo estudios
fisicos y cinéticos (Sarciron et al., 1991). Otras enzimas
identificadas, como las ATPasas, han sido utilizadas como
marcadores de superficie (Knowles y Oaks, 1979). La
caracterizacién del tegumento de H. diminuta reveld dos isoformas
de AlPasas dependientes de Ca” (Hipkiss et al., 1987). En el
cisticerco de T. solium se clond una proteina, localizada en la
mewbrana plasmatica del parédsito, con homologia a las ATPasas de
Na/k (Landa, comunicacién personal). También, se ha descrito la
actividad enzimdtica de wetaloproteasas tanto en la membrana
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plasmatica como en el fluido vesicular de K. granulosus (Marco y
Nieto, 1991). Esta actividad proteolitica también se observa en
el cisticerco de T'. solium, pero no se hace referencia a su
posible localizacidn (White et al., 1992). Se desconoce el papel
especifico que desempefian estas proteinas en la superficie
parasitaria, sin embargo, se considera que su presencia puede ser
importante para la sobrevivencia del pardsito.

La antigenicidad de algunas glicoproteinas de superficie en
los ténidos ha permitido su caracterizacidn. Como era de
esperarse, una gran parte de los antigenos en la superficie de
cisticercos de algunos ténidos resultaron ser glicoproteinas con
afinidad hacia lectin-lectina (Parkhouse et al., 1987). La
mayoria de las proteinas en la superficie de 1. crassiceps
resultaron imwnogénicas (Lamsam y McManus, 1990) y se han usado
en el desarrollo de pruebas diagndsticas inmmoldgicas.

Algunas otras glicoproteinas de superficie participan en
fendmenos de transporte de solutos relevantes para su
mantenimiento en los tejidos del huésped (Pappas y Read, 1975;
Smyth, 1969). Ademas, como se menciond arriba, puesto que los
cisticercos carecen de tubo digestivo, la totalidad de la toma de
nutrientes se lleva a cabo a través de la superficie tegumental.
Sobresale el hecho de que los cisticercos tienen requerimientos
sustanciales de carbohidratos para llevar a cabo en forma optima
su desarrollo y reproduccidn (von Brand et al., 1964; Smyth,
1969) . La glucosa es el principal wonosacdrido utilizado por
estos parasitos, al igual que en muchos otros organismos. En
otros pardsitos céstodos como Hymenolepis diminuta, H.
microstoma, T. taeniaeformis, etc, se ha descrito que el
transporte de carbohidratos se llev. a cabo por un sistema
saturable, sensible a cambios de pH, y que es inhibido por
diversos agentes quimicos. Todas estas propiedades indican que el
transporte de carbohidratos en mewbrana tegumental es mediado por
un sistema de acarreadores especificos. Se ha sugerido un sistema
de transporte activo en los gusanos adultos ciclofilideos vy
tetrafilideos, similar al que llevan a cabo las células
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intestinales de los wamiferos (Pappas y Read, 1975). Este tipo de
transporte de nutrientes es muy favorable en el awbiente donde se
desarrollan los gusanos adultos dado que las concentraciones de
carbohidratos en el intestino son cambiantes. En contraste, los
cisticercos viven en un ambiente donde las concentraciones de
glucosa se mantienen relativamente constantes, por lo que seria
de esperarse que una parte considerable del novimiento de
azlcares sea llevado a cabo por transportadores/facilitadores.
Recientemente, se ha demostrado la presencia de facilitadores de
glucosa en el metacéstodo de H. diminuta (Rosen y Uglem, 1988) .
Sin embargo, no se ha aislado la(s) proteina(s) responsable (s) .

En resumen, la composicidn de proteinas sobre la superficie
tegumental de los metacéstodos ha sido investigada usando una
conbinacién de métodos de marcaje radioactivo,
inmunoprecipitacién por anticuerpos y por afinidad a lectinas
(Knowles y Oaks, 1979; Mills et al., 1984; Parkhouse et al.,
1987; Lamsam y McManus, 1990; Leducq y Gabrion, 1992).

En nuestro laboratorio se han realizado estudios de
caracterizacidn de la superficie del cisticerco de T. solium. Se
han purificado y caracterizado parcialmente algunas proteinas de
superficie a partir de una fraccidén de tejido enriquecida en
glicoproteinas, obtenida por cromatografia de afinidad a Con A
(Landa et al., 1994). Con la excepcidn de la glicoproteina de 68
kDa (Gp4), todas las otras glicoproteinas resultaron
inmunogénicas. Los anticuerpos producidos hacia las
glicoproteinas del cisticerco de T. solium reconocen componentes
en la superficie de otras especies dentro de la familia Taenidae.
La presencia de estas proteinas en la superficie de los estadios
larvario y adulto de varios miembros de esta familia, sugieren un
papel relevante por parte de estas glicoproteinas en la
fisiologia de estos céstodos. Ademds, se estudid la presencia de
proteinas del huésped en la fraccidn encontrando que la
glicoproteina de 55 kDa correspondia a la cadena pesada de la IgG

porcina.
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6. OBJETIVO

El objetivo del presente trabajo de tesis fue el de
contribuir a la caracterizacidn wolecular de las proteinas que se
encuentran en la superficie del cisticerco de 7.solium. Para esto
se Jdecidid intentar el aislamiento de clonas de cDNA de proteinas
v glicoproteinas de superficie por varias estrategias.

Se describen brevemente algunos nuevos datos sobre la
fraccién de glicoproteinas (FGp) descrita por Landa et al.
(1994), aislada de un extracto crudo de cisticercos por
cromatografia de afinidad a Con A. También se describen los
esfuerzos de aislamiento de clonas de chNA de algunas
glicoproteinas de esta fraccidn basados en el uso de anticuerpos
y sondas de DNA. Finalmente, se describe la clonacidn y
caracterizacién de la secuencia codificadora completa de un
transportador de glucosa del cisticerce de T. solium.
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TIL. MATERIALES Y METODOS
1. MATERIALES BIOLOGICOS

A. Cisticercos. Los cisticercos de T. solium fueron obtenidos por
diseccién de misculo esquelético de cerdos naturalmente
infectados. Los cisticercos se lavaron con solucidn salina
amortiguada con fosfatos, pH 7.2 (PBS) y rdpidamente fueron
congelados a -70°C hasta su uso.

B. Sueros hiperinmunes a-Gpl y «-AgB. Las fracciones de IgG de
anbos sueros hiperinmunes de conejos fueron obtenidas previamente
como se describe en Landa et al., 1994 y lLaclette et al., 1987.

C. Bacterias. Las cepas de Escherichia coli utilizadas en el
presente proyecto fueron:

C600hfI1A
fenotipo: supf44 hsdR thi-1 leuBe lacYl tonA2l hilA150
[chr::Tnl0(tet")]
Y1090hdzrR
fenotipo: supF hsdR araDl39 slon 4lacUl691psL
trpC22: :Tnlo ( tet’) pMCI
TG '
feriotipo: supE hsdsS thi 4(lac-proAB) F'[traD36 proAB* lacId
lacZsM15]

D. Bibliotecas de ¢cDNA. En el laboratorio se dispone de
bibliotecas de ¢DNA con insertos de tamafio seleccicnado (> 2 kb)
del cisticerco de T. solium, construidas en log bacteridfagos
L0y Agtll como se describe en Landa et al., 1994.



2. METODOS INMUNOQUIMICOS.

A. Preparacién del extracto crudo (EC). Un extracto crudo de
cisticercos de T. solium, fue obtenido homogenizando cisticercos
congelados en una solucidn que contiene NaCl 0.5 M, fosfatos
0.015 M (pH 7.4) e inhibidores de proteasas (PMSF 1 aM; TLCK 0.1
wM; Leupeptina 25 pg/ml, EDTA 10 M), en proporcion de 5 wml por
gramo de tejido himedo de cisticercos. El howogeneizado fue
realizado con un Polytron (Brinkmann Instruments, Co.) a maxima
velocidad por 1-2 win. Posteriomente, fue centrifugado a 100,000
g, por 35 min a 4°C; la capa lipidica fue removida de la
superficie por succidn. El sobrenadante fue dializado contra PBS
a 4°C y almacenado a -20°C hasta su uso.

B. Obtencién de una fraccidn enriquecida en glicoproteinas (FGp) .
Para obtener la FGp a partir del EC, se realizd una cromatografia
de afinidad con una columa de sefarosa 4B acoplada a Con A
(Sigma Chemical Company). La cromatografia se llevo a cabo a 4°C
manteniendo una velocidad de flujo de 20 wl/h utilizando una
bomba peristdltica (Microperpex, LKB), como se describe en Landa,
1984. La columna fue equilibrada con PBS (pH 7.4) y una vez
paasdo el EC pe lavd con esta misma solucidén para eluir el
material no unido a la columa. El material unido a la columna
fue eluido con una solucién de «-metil-D-mandsido 0.1 M en PBS
(pH 7.4) previa elucidén del material débilmente unido con NaCl
0.5 M. La fraccidn eluida con -metil-D-mandsido se concentrd pox
amicon usando membranas diaflo PM10 (Amicon, Inc.). Se determind

la concentracién de proteinas y se guardaron las fracciones
cuantificadas a -20°C.

C. Cuantificacién de proteinas. La concentracién de proteinas en
todas las fraccilones obtenidas se determind por el método de
~ry (Mohan, 1992), usando BSA como patién.
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D. Electroforesis en geles de poliacrilamida con dodecil sulfato
de sodio (PAGE-SDS). La composicién polipeptidica de las
fracciones obtenidas fue determinada por PAGE-SDS, usando geles
al 10 y 7.5% de acrilamida, de acuerdo al método descrito por
Laemmli (1970). La visualizaciin de las bandas de proteinas se
realizd por tincién de los geles con azul brillante de Coomassie
(Mohan, 1992) vy en algqunos casos con tincién de plata (Silver
Stain Kit, Bio Rad Laboratories). Para la determinacidén de los
pesos woleculares se utilizd una wmezcla de proteinas globulares
(Bio Rad Laboratories O Sigma Chemical Company) como patrones.

E. Purificacién de las glicoproteinas. Inicialmente, las
proteinas fueron separadas electroforéticamente en geles al 7.5%.
Posteriomente, se cortaron 6 trozos de gel conteniendo cada una
de las fracciones de proteinas, tomando como referencia para los
cortes los marcadores pretefiidos de alto peso molecular. Se hizo
la electroelucidn de cada una de las bandas, las cuales fueron
denominadas P125, P125-88, P88, P88-65, P65, P65-55, segin los PM
de cada fraccidn. Se cortaron las bandas de glicoproteinas
seleccionadas para finalmente electroeluirlas en el sistema
"Little Blue Tank" (Isco, Inc.) siguiendo las recomendaciones de
fabricante, para el aislamiento de antigenos solubilizados pow
SDS.

F. Secuencia de aminodcidos. Las proteinas fueron separadas
mediante una PAGE-SDS y transferidas a una membrana de PVDF
(Millipore, Corporation). Los extremos y una porcidén central de
16 ihetbrabE fidkon tefiidos con negro amido 0.1%, metanol al 45% Y
dcido acético al 10%. Las bandas seleccionadas fueron recortadas
Yy secuenciadas por el Dr.Klaus D. Linseen (BECKMAN, Company) .

. BElectrotransferencia de proteinas. Previamente a la

transferencia, se resolvieron las bandas proteicas de lags

fracciones usadas por PAGE-SDS. La cantidad de proteina aplicada
minigel fue de 100-150 Mg para las fracciones de protefnas y
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Fig. 3. Purificacién de las glicoproteinas. PAGE-SDS al 7.5%
tefiido con azul brillante de Coomasgsie donde se observa la FGp
obtenida por afinidad a Con A a partir de un extracto crudo de
cisticerco y, las bandas de proteinas (P) obtenidas de su
fraccionamiento por electroelucidn. 1: P125; 2: P125-88; 3: P88;
4: PBB-65; bL: P65; 6: P65-55; 7: P55; 8: FGp.
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aproximadamente 10 ug para las proteinas semipuras. Las
proteinas fueron transferidas a membranas de nitrocelulogse
(Towbin et al., 1979). La transferencia se llevo a cabo a 1
anperio constante por 35 min. Para evaluar la calidad de la
transferencia, se tifid el papel de nitrocelulosa con sclucién de
Ponceau S (Sigma Chemical Company). Bl colorante fue lavado con
abundante agua destilada.
Se recortaron las tiras segin los esquemas de ensayos a realizar:

i) Reconocimiento de proteinas por anticuerpos. Las tiras
fueron bloqueadas con BSA al 3% en PBS-Tween 20 al 0.05% durante
toda la noche a 4°C con agitacidédn constante. Se lavaron tres
veces con PBS-Tween 20 por 5 min (cada vez) y se incubaron con
los anticuerpos policlonales w-Gpl o «-AgB a diferentes
diluciones en PBS-Tween 20 durante 1-2 h. La incubacidén se llevo
a cabo a temperatura ambiente con agitacidn constante. Se
repitieron los tres lavados y se incubaron con un anticuerpo de
ratén a-IgG de conejo (1:2000) conjugado con peroxidasa bajo las
mismas condiciones. Finalmente, las tiras se lavaron 3 veces con
PBS-Tween 20 y una vez con PBS solo para ser reveladas con una
solucidon que contenia 4-cloro-1-naftol 0.05%, metanol 17%, PBS
83% y H;0, 0.08%. La reaccidén fue detenida a los 10-15 min
lavando las tiras con abundante agua destilada.

1i) Reconocimiento de las glicoproteinas con Con A. Este
reconocimiento se llevd a cabo en forma similar al reconocimiento
con los anticuerpos, sustituyendo la incubacién de las tiras con
el primer anticuerpo por incubaciones con diferentes
concentracionas de Con A (Glass et al., 1981; Hawkes, 1982).
Ademds, se hicieron ensayos de competencia con «-metil-D-mandsido
a diferentes concentraciones.

1ii) Tratamiento con metaperyodato. Se siguid el
procedimiento descrito por Woodward et al., 1985. Después de la
transferencia al papel de nitrocelulosa, éste se bloqued con PBS
que contenia BSA al 3% y Tween 20 al 0.3%, durante toda la noche
a . 4°C con agitacidén. Al dia siguiente se lavd tres veces con
amortiguador de acetato 50 wM (pH 4.5). Posteriormente se cortd
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en tiras. Las tiras experimentales se incubaron en una solucién
de metaperyodato de sodio en amortiguador se acetato de sodio 50
mM (pH 4.5) . Se usaron dos concentraciones de metaperyodato de
sodio (10 y 20 mM). Las tiras control se incubaron solamente en
el amortiguador de acetato de sodio. Esta incubacidén fue de una
hora en oscuridad a temperatura ambiente. A continuacién todas
las tiras se lavaron 3 veces con el amortiguador de acetato y se
dejaron bloqueando con glicina 1% en awortiguador de fosfatos 0.1
M (pH 7.5) durante toda la noche a 4°C con agitacién. Se lavaron
las tiras con PBS-Tween 20 y se procedié a incubarlas con el
anticuerpo ¢-Gpl o Con A, sequn el protocolo descrito
anterionmente.

3. METODOS DE BIOLOGIA MOLECULAR.

A. Titulacidn de las bibliotecas. Se titularon las bibliotecas de
cDNA de fragmentos mayores a 2 kb construidas en los
bacteridéfagos Agtl10 y Agtll. Se hizo una dilucién 1:50 de un
cultivo nocturno de las cepas C600hfa' y Y1090hdiR,
respectivamente, en medio LB con 0.2% de maltosa. Se incubd a
37°C por 2 h y se centrifugd a 4,000 g por 10 min a temperatura
ambiente. El precipitado de bacterias fue resuspendido en un
décino del volumen inicial en MgSO4 0,01 M estéril. Estas
bacterias fueron infectadas con diferentes diluciones de cada una
de las bibliotecas. La infeccidén se llevd a cabo a 37°C durante
20 min. Posteriommente, las células fueron sewbradas en medio LB
sblido formando un tapete con medio LB top-agar y se incubaron
toda la noche a 37 y 42°C, respectivamente. Al dia siguiente se
contaron las placas fonmadoras de lisls (pfl) y se escogid la
dilucién adecuada para llevar a cabo los tamizajes.

B. Bisqueda de clonas en la biblioteca de Agtll.
i) Preadsorcién de los Anticuerpos a-3pl. Antes de llevar a
cabo los tamizajes con los anticuerpos puiiclonales a-Gpl, se
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procedié a adsorberlos contra las proteinas de E. coli. La
adsorcién de los anticuerpos fue llevada a cabo por
seudotamizajes con el bacteriofago Agtll no recombinante
(Sambrook et al., 1989). Se realizaron IET para probar la
reaccién de los anticuerpos preadsorbidos contra la FGp tratada y
no tratada con metaperyodato de sodio.

ii) Tamizaje de la biblioteca con los anticuerpos. Dado el
tamafio relativo de la Gpl, se usd la biblioteca de expresidén
construida en el bacteriofago Agtll, de fragmentos mayores a 2
Kb. Se infectaron bacterias de la cepa Y1090hdrR como se
describid arriba y se sembraron en cajas de petri de 132 mm con
medio LB-agar. Se crecieron 2-3 h a 42°C hasta que las placas de
lisis fueron visibles. Se retiraron de la incubadora y se les
colocd filtros de nitrocelulosa HATF (Millipore, Corporation)
previamente tratados con IPTG 10 mM. Inmediatamente, se incubaron
por un periodo de 3-5 h a 37°C para la primera copia y 4-6 h para
la segunda de cada caja. Los filtros fueron removidos de las
cajas y lavados con una solucién de Tris.HCl 10 mM (pH 8.0), NaCl
150 mM, Tween 20 al 0.05% (INT) para quitar restos de agar. Se
colocaron en nueva solucidn de INT a temperatura ambiente por 30
min. Posteriormente, los filtros fueron incubados 30 min en
agitacién constante a temperatura ambiente en amortiguador de
bloqueo (INT con BSA al 3%). Se incubd con los anticuerpos e-Gpl,
preadsorbido con un extracto de bacterias (ver arriba). Se
lavaron los filtros tres veces por 10 min. El primero y el Gltimo
lavado se hicieron con INT y BSA 0.1%; el segundo con TNT-BSA
0.1% y Nonidet P-40 al 0.1%. Se incubd el segundo anticuerpo («-
19G de conejo peroxidado) por 2 h a temperatura ambiente. Se
lavaron los filtros como se describid arriba, se hizo un dltimo
lavado con una solucién de Tris.HCL 10 mM (pH 7.5) y NaCl 150 mM
y se revelaron con 100 ml de Tris.HCL 10 mM (pH 7.5), NaCl 150 mM
que contenia 60 pl de H,0, al 30% con 60 mg de 4-Cl-1-Naftol en
20 ml de metanol frio. La reaccidén de lavado fue detenida lavando
los filtros con abundante agua destilada (Sambrook et al., 1989).
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C. Bisqueda de clonas en la biblioteca de Agtl0.

i) Obtencidén de las sondas. El oligonucledtido/sonda Gp88 se
disefi® a partir de la secuencia de aminocdcidos obtenida de la Gp
de 88kDa. Para el amincdcido R (arginina) sélo se tomaron los dos
primeros nucledtidos de los codones que aparecen con mayor
frecuencia en los genes secuenciados en T. solium, con el fin de
disminuir el grado de degeneracién del oligonucledtido. El
oligonucledtido fue sintetizado en la unidad de aminocdcidos del
Instituto de Investigaciones Biomédicas (UNAM, México).

Para obtener la sonda GIP se sintetizaron tres
oligonucledtidos degenerados, ricos en C-G, a partir de regiones
conservadas en la secuencia de aminoacidos de transportadores de
glucosa humanos y de S. mansoni (Fukumoto et al., 1988; Skelly et
al., 1994). En el disefio de los oligonucledtidos se tomd en
cuenta el uso de codones encontrado en los genes de T. solium
secuenciados hasta el momento.

iniciadores directos:

NH-P F C P E ...uu S .uitn. P -COOH
GTP-1CG 5'-CCCTTCTGCCCOGA (AG) (TA) (G/C) (ACGT) CC-3!

Nb,-Q Q F § G I....N..(GA) -COOH
GTP-2CG 5'-CAGCAGTTCTCCGGCAT (ACT) AA (CT) G-3 '

iniciador reverso:

COOH- G D F T R G K ..... T ... E -NH,
GTP-3CG 5'-TCCTCGAAGGTGCGGCCCTT (ACGT) GT (TC) TC-3!

Se realizd una Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)
usando como templado DNA de aproximadamente 200 mil fagos de
Agt10 de la biblioteca de cDNA del cisticerco de T. Solium. La
PCR se llevé a cabo como sigue: 5 ciclos, 94°C/3 min,
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50°C/3 min,
72°C/3 win,
25 ciclos 94°C/30 s,
50°C/1 min,
72°C/1 min.

El producto de PCR fue separado en geles de agarosa al 1% en
Tris-acetato (TAE). Se recortd la regidn del gel donde migra la
banda de DNA de 500 pb, y se purificdé por afinidad al polvo de
vidrio. Se hizo un sequndo PCR a partir del purificado anterior
bajo las mismas condiciones que el primero.

El fragmento de DNA, de tamaflo esperado, se purificé por la
misma técnica y se usd como sonda en el tamizaje de la
biblioteca.

ii) Marcaje radioactivo de las sondas. El oligonucledtido
elaborado a partir de la secuencia parcial de la proteina de 88
kDa fue marcado radiactivamente con **'P (ICN Biomedicals, Inc.)
por el método de Richardson (Sambrook et al., 1989). La sonda GTP
fue marcada radioactivamente con *P (Amersham International,

PLC) por el método de "Random Primer" (Random Primer DNA Labeling
Kit; U.S.B.).

iii) Tamizaje de la biblioteca de Agtl0. Los tamizajes se
realizaron siguiendo la técnica de Benton y Davis (1977). Para
aumentar la posibilidad de encontrar clonas completas se decidid
utilizar la biblioteca de cDNA del cisticerco de T. solium cuyos
fragmentos de cDNA eran mayores a 2 kb. Las bacterias C600hfa’
fueron infectadas y sembradas en medio LB sblido como se
describid previamente. Las cajas se incubaron toda la noche a
37°C. Los fagos obtenidos en las pfl fueron transferidos a
menbranas de nylon (Amersham International, PLC) por duplicado.
Los filtros fueron tratados con una solucién desnaturalizante
(NaOH 1.5 M; NaCl 0.5 M) por 10 min y posteriormente
neutralizados con una solucién de Tris.HC1 0.5 M (pH 7.4) y NaCl
0.5 M. El DNA de los fagos fue fijado a las membranas por
exposicién a luz U.V. (120 milijoules/cn?) . La sonda Gp88 se usd
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en el tamizaje de aproximadamente 60,000 fagos bajo condiciones
de poca astringencia (hibridacién a 37°C y lavados con SSC 4X) .
La sonda GTP fue usada en el tamizaje de 80,000 fagos en
condiciones de alta astringencia (hibridacién a 65°C y lavados
con SSC 2X). Las seflales de hibridacién fueron detectadas por
autogradicgrafia después de la exposicién de los filtros por 12-
24 h a -70°C, con pantalla amplificadora. lLas placas se
recuperaron directamente de las cajas de petri por succidn con
pipeta Pasteur colocandolas en 200 pl de SM. Se dejd difundir los
fagos a 37°C por 2h y se guardaron a 4°C para su posterior
anidlisis.

D. Amplificacién del DNA por PCR. Se realizd una PCR, usando como
templado 50-100 ng de DNA de los fagos recombinantes, con
oligonucledtidos que flanquean el sitio de clonacién en el fago
Agt10 (oligos Agtl0 5' y Agtl0 3') y permiten amplificar el
inserto. Se realizdé una segunda PCR con los oligos GTP-2CG y GTP-
3CG para verificar la especificidad de las clonas. Las reacciones
se llevaron a cabo como sigue: después de 5 ciclos a 94°C/3 min,
40°C/3 min; 72°C/3 min, se realizaron 25 ciclos a 94°C/30
sequndos; 50°C/1 minuto; 72°C/1 minuto. Los productos de las
reacciones fueron sometidos a electroforesis en un gel de agarosa
al 1% en TAE. Los fragmentos amplificados fueron purificados como
se describid arriba.

E. Secuenciacidn directa de fragmentos obtenidos por PCR. Se usd
la técnica de secuenciacién ciclotermal (Thermal cycle
sequencing) usando la enzima Vent,™ (exo-) DNA polimerasa
(CircumVent™ Thermal Cycle Dideoxy DNA Sequencing Kit; BioLab) .
Se hizo la secuenciacién parcial de las cinco clonas obtenidas.
Este método se usd en forma altermativa para confirmar la
identidad de las clonas antes de proceder a subclonarlas en el

fago M13.
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F. Subclonacién en el vector M13.

i) Ligacién de los insertos de las clonas al M13. Los
productos de PCR de las clonas 1, 17 y 18 usando los
oligonucledtidos Agt1l0 5' y Agtl0 3' fueron tratados con la
enzima klenow (Sambrook et al, 1989). Los fragmentos de DNA
respectivos fueron ligados en DNA del fago M13mpl9 digerido
previamente con la enzima de restriccién Sma I. Las reacciones de
ligacién se llevaron a cabo en un volumen final de 20 pl a 16°C
durante toda la noche.

ii)Transformacién bacteriana. Células bacterianas de la cepa
TGl de E. coli fueron preparadas para electroporacidén de la
siguiente manera: las bacterias se crecieron a 37°C hasta una
densidad de 0.5-1.0. El cultivo fue centrifugado a 4,000 g por 15
min y el pellet bacteriano se resuspendié en un volumen similar
de agua bidestilada estéril. Se centrifugd bajo las mismas
condiciones y se resuspendid el pellet en 0.5 vollmenes de agua.
Se hicieron tres lavados mds resuspendiendo en 0.5, 0.02, y 0.002
volimenes de agua. Todos los lavados se llevaron a cabo a 4°C.
Las células fueron guardadas a -70°C en 10% de glicerol estéril.
Se electropord 1 pl de la mezcla de ligacidén en 40 pl de las
células bacterianas en el "Electro Cell Manipulator®600" (BTX,
INC., 1992). Las bacterias transformadas fueron crecidas en 1 ml
de medio LB por 1 h y sembradas scbre cajas del mismo medio en
una capa de agar al 0.7%, 1.5 mg de Blue-gal y 0.48 mg de IPIG.

iii) Identificacién y andlisis de recombinantes. Las
bacterias infectadas por el fago se identificaron por las placas
de crecimiento lento formadas entre el tapete de bacterias no
infectadas y, entre éstas, las que poseian el inserto por ser
translicidas a diferencia de las placas azules que poseian el
fago sin inserto. Ademds, se seleccionaron clonas con insertos de
orientacién opuesta por el método de Gardner (Sambrook et al.,
1989) .

iv) Purificacién del DNA de cadena sencilla a partir de las
particulas virales. Se inoculd 3.5 ml de medio LB fresco con 100
pl de un cultivo nocturno de células TGl con cada templado y se
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dejd crecer a 37°C por 5-6 h con agitacién continua. El cultivo
fue centrifugado a 16,000 g durante 10 min y los fagos, presentes
en el sobrenadante, fueron precipitados con 4% de
polietilenglicol y 0.5 M de NaCl (PEG). Las proteinas viricas
fueron extraidas con fenol-cloroformo y el DNA fue sometido a una
precipitacién etandlica. El DNA fue resuspendido en agua
bidestilada y el 10% fue corrido en un gel de agarosa al 1% en
TBE. ‘

v) Secuenciacién del DNA. La reaccidn de secuenciacién se
1llevd a cabo por el método de termminacidn de cadenas por
didesoxinucleétidos (Sanger et al., 1977), utilizando el kit de
secuenasa versién 2.0 (U.S.B. Corporation). Las reacciones de
secuenciacién fueron sometidas a electroforesis en geles de
acrilamida 7.4, 6 y 4%, bisacrilamida 0.4% y urea 50% en TBE. Se
realizé la secuencia en ambas direcciones de las clonas 1, 17 y
18. La secuenciacién se llevd a cabo disefilando oligonucledtidos
que se unen a los extremos y a las regiones intermedias de los
insertos.

G. Andlisis de las secuencias. Los andlisis por computadora de
las secuencias obtenidas fueron llevados a cabo con el programa
PC/GENE (Intelligenetics, INC.). La comparacién de la secuencia
con las disponibles en bases de datos (GENBANK, SWISSPROT, etc.)
fue realizado con el programa Blast (que usa el algoritmo de
Lipman-Pearson, 1985) a través del Internet.
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IV. RESULTADOS

Puesto que el objetivo de la presente tesis fue el de
contribuir a la caracterizacidn de glicoproteinas de superficie
del cisticerco (ver introduccidn), se decidid intentar el
alslamiento de clonas de cDNA por valias estrategias.
Inicialmente se intentd purificar algunas glicoproteinas para
secuenciar su extremo amino terminal y disefiar oligonucledtidos
especificos que fueran usados como sondas. Asimismo se intentd
aislar algunas clonas usando anticuerpos dirigidos hacia
proteinas de superficie, obtenidos previamente. Finalwmente, el
enfoque que resultd productivo fue el de aislar clonas por
homologia con otras glicoproteinas descritas en organismos
eucariotas.

En el presente capitulo, inicialmente se describen
brevemente algunos nuevos datos sobre la fraccién de
glicoproteinas (FGp) descrita por Landa et al. (1994), aislada de
un extracto crudo de cisticercos por cromatografia de afinidad
con Con A. También se describen los esfuerzos de aislamiento de
clonas de cDNA por las estrategias mencionadas arriba. Finalmente
se describe la clonacién y caracterizacién de la secuencia
codificadora completa de un transportador de glucosa del
cisticerco de T. solium.

1. CARACTERIZACION DE GLICOPROTEINAS DEL CISTICERCO.

El extracto crudo (EC) de cisticercos estéd formado por una
mezcla compleja de proteinas con pesos moleculares (PM) entre 10
y 200 kDa. La FGp es de una complejidad menor (15-20 proteinas),
siendo las mids abundantes las de peso molecular aproximados de
110, 98, 88, 75, 62, 57, 54, 50 y 45 kDa (Fig. 3, carril 8). El
Western blot de la FGp revelado con Con A, muestra 22 bandas
entre 35-200 kDa (Fig. 4 y 5). Las bandas mids intensas
corresponden a las proteinas de 110, 98, 88, 65, 62 y 55 kDa.
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Fig. 4. Obtencién de la FGp por afinidad a Con A a partir de un
extracto crudo de cisticercos de T. solium. Western blot de la

FGp tratada con 1: anticuerpos e-AgB; 2: anticuerpos «-Gpl; 3:

Con A.
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La proteina de 23 kDa, que se tifle con azul de Coomassie y no es
revelada con Con A corresponde a pequeflas cantidades de la
lectina que se desprenden de la columna, como habia sido
demostrado anteriommente (Landa, 1984).

Para comprobar la unién especifica de la Con A a los
residuos carbohidratos de las glicoproteinas, se realizaron
ensayos de inhibicién con metaperyodato de sodio y con e-metil D-
mandsido. Como era de esperarse, el tratamiento de la FGp con
metaperyodato de sodio 10 mM inhibié la unidén de Con A. Asimismo,
la unidén de Con A con las glicoproteinas es inhibida
campletamente por el manésido 0.5 M (Fig. 5).

Tanbién se detemmind si la FGp contiene cantidades
detectables de antigeno B (AgB). E1 Western blot de la FGp
revelado con un suero hiperinmune a-AgB muestra una banda de
aproximadamente 98 kDa, confirmando la presencia del AgB en la
fraccién (Fig. 4). Sin embargo, en pruebas paralelas usando AgB
puro se puede mostrar que la Con A no lo reconoce. Esto indica
que el AgB debe asociarse con alguna(s) de las glicoproteinas
para retenerse en la cromatografia de Con A (Fig. 6).

2. CLONACION DE GLICOPROTEINAS

En un intento por identificar y caracterizar molecularmente
las proteinas que el cisticerco presenta en su superficie, se
siguieron tres estrategias para la clonacidn de sus genes.

A. Purificacién de glicoproteinas. La purificacién de estas
proteinas nos permitiria obtener una secuencia parcial para
diseflar oligonucledtidos que pudieran ser usados como sondas en
el tamizaje de la biblioteca del cisticerco de T. solium.

Los resultados de la electroelucidén de las diferentes sub-
fracciones (P125, P125-88, P88, P88-65, P65, P65-55) se muestra
en la figura 3. El patrén de bandeo en cada una de las fracciones
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Fig. 5. Especificidad de la unién de la Con A a la FGp. A:
inhibicién no competitiva (tratamiento con metaperyodato de
sodio) . B: inhibicién competitiva (tratamiento con a-metil-D-
manosa) . Western blot de la FGp donde todos los carriles (menos
el 9) fueron incubados con Con A 100 ug/mi. 1: Nalo, 10 mM; 2:
NaIQ, 20 mM; 3 y 4: no tratada. 5: a-metil-D-manosa 10 nM; 6: a-
metil-D-manosa 100 wM; 7 y 9: a-metil-D-manosa 200 mM; 8: a-
metil-D-manosa 500 M.
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Fig. 6. Ausencia de N-glicosilacién en el AgB. Western blot del
AgB purificado por coldgena a partir de un extracto crudo de
cisticerco de T. solium, tratado con 1: anticuerpos «-AgB; 2:
anticuerpos a-Gpl; 3: Con A 100 pg/ml.

31



(carriles 1-7) corresponde con el esperado (carril 8). Se decidid
trabajar en la purificacidén de las proteinas de 110, 98 y 88 kDa
que presentaban las mejores propiedades tintoriales con azul de
Coomassie y Con A. Entre ellas la proteina de 88 kDa que parece
libre de contaminacidén con AgB (Fig. 7) se transfirid a papel
PVDF y se envid a secuenciar a un servicio comercial. Los
resultados mostraron que se trataba de una mezcla de proteinas,
sin embargo, una secuencia aparecia como dominante. Esta
secuencia de 11 aminodcidos (Fig. 8) fue comparada
computacionalmente por el servicio de Blastp, no encontirdndose
homologia significativa con otra proteina en las bases de datos.

A partir de la secuencia de aminodcidos ADFEQNR se disefid
una mezcla de oligonucledtidos que fueron utilizados para tamizar
una libreria de cDNA en Agtl0, de cisticercos de T. solium (Fig.
8) . Sin embargo, no se obtuvieron clonas convincentemente
positivas. Las proteinas de las fracciones P125-88 y P88 se
trabajaron juntas en los intentos de purificacién. El Western
blot revelado usando Con A muestra tres proteinas de 110, 98 y 88
kDa. Sin embargo, analisis similares con el suero a-AgB indica
que este antigeno, que ha sido ampliamente caracterizado, es un
contaminante no N-glicosilado de la fraccidén (Fig. 9). Esto
dificulta la purificacién de estas glicoproteinas por
electroelucién, por lo que actualmente se intenta su aislamiento
por otros métodos.

B. Intentos de clonacién usando anticuerpos «-
glicoproteinas. En el laboratorio se dispone de anticuerpos
policlonales inducidos por la glicoproteina de 180 kDa denominada
Gpl (Landa et al., 1994). Ensayos de Western blot indican que
estos anticuerpos reconocen dos bandas de alto PM (180 y 200 kba)
en la FGp (Fig. 4). Ambas bandas se tiflen débilmente con
Coomassie y Con A. Antes de usar los anticuerpos «-Gpl para
tamizar la biblioteca de expresién se decidid detexrminar si
reconocen epitopes no-carbohidrato. Como se muestra en la figura
10, los anticuerpos «-Gpl aln reconocen la Gpl después de un
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Fig. 7. Purificacién de la glicoproteina de 88 kDa. Western blot
de la proteina tratada con 1: Con A; 2: Anticuerpos a-AgB.
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aminocdcidos (aa): ADFEQNRGPNR
N° codones por aa: 4 222226 4426

ADFEQNR

51 GC(A/C/G/T) GA(C/T) TT(C/T) GA(A/G) CA(A/G) PA(C/T) CG 3!

Fig. 8. A: Secuencia de aminodcidos obtenida por degradacién de
Edman a partir de una membrana de PVDF que contenia la Gp88
(realizado por el Dr. Klaus D. Linseen de la compafiia BECKMAN,
USA) . B: Mezcla de oligonucledtidos diseflados a partir de la
secuencia de aminodcidos ADFEQNR para ser usados como sonda en el
tamizaje de la biblioteca de Agtlo.
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Fig. 9. Presencia del AgB en la FGp. Western blot de la FGp

revelado con 1: anticuerpos a-AgB; 2: Con A; 3: negro amido.
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tratamiento con metaperyodato para oxidar la fraccidn
carbohidrato (Fig. 10). En contraste, la Con A ya no se une con
ninguna glicoproteina cuando se aplica el mismo tratamiento (Fig.
5).

Para remover los anticuerpos dirigidos a epitopes
bacterianos que pudieran ocultar el reconocimiento de Gpl, la
fraccién de IgG del suero a-Gpl fue preadsorbida por
seudotamizaje hasta que el fondo se redujo casi totalmente. En
contraste el reconocimiento de los anticuerpos contra la Gpl
tratada y no tratada con metaperyodato de sodio no fue afectado
(Fig. 11). Finalmente se realizd el tamizaje de 20,000 fagos sin
obtener clonas positivas. Puesto que simulténeamente se habian
logrado clonas de transportadores de glucosa (ver abajo), se
discontinud esta estrategia. Sin embargo, no se considera que el
enfoque haya sido fallido puesto que el nimero de clonas
estudiadas fue bajo, por lo que debe reintentarse el tamizaje con
estos anticuerpos.

~ C. Clonacién de proteinas transportadoras de glucosa (GTPs).
Ur& tercera estrategia que resulté productiva fue la bisqueda de
proteinas de superficie aprovechando su similitud con proteinas
homélogas en su secuencia de aminodcidos. Para ello se diseflaron
oligonucledtidos a partir de esas regiones conservadas. Los
transportadores de glucosa son proteinas integrales de membrana
que se encuentran en una variedad de organismos desde mamiferos
hasta protozoarios (Maiden et al., 1987; Celeza et al., 1988;
Cairns et al., 1989; Kayano et al., 1990). En general, estas
proteinas presentan un sitic Unico de N-glicosilacidén en la asa
externa entre la primera y segunda regidn transmembranal.
Reclentemente se describieron tres genes que codifican para GTIPs
en S. mansoni, un pardsito platihelminto cercano a T. solium
(Skelly et al., 1994). El andlisis de las secuencias de
aminodcidos de estas proteinas en conjunto con GIPs humanas
reveld tres secuencias consenso (Fig. 12). A partir de estas tres
regiones se diseflaron oligonucledtidos degenerados para ser
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Fig. 10. Reconocimiento de epitopes proteicos en Gpl por los

anticuerpos ¢-Gpl. Western blot de la FGp tratada con 1: NaIO, 10
mM; 2: NaIO, 20 mM; 3: no tratada.
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Fig. 11. Reconocimientc de la Gpl por los anticuerpos a-Gpl
adsorbidos contra antigenos de E. coli. Western blot de la FGp

con los anticuerpos o-Gpl preadsorbidos. 1: FGp tratada con NaIO,
10 mM; 2: FGp no tratada.
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Fig. 12. Alineacidén de la secuencia de aminodcidos de
transportadores de glucosa humanos (GLUTs) y de Schistosoma
mansoni (SGTP1, SGTP2, SGTP4). Los sitios sombreados muestran las
regiones conservadas en la estructura primaria de estas proteinas

que fueron usadas para la construccidn de los oligonucledtidos
seflalados.

39



probados por PCR en la bisqueda de una sonda especifica para las
TGTPs (ver métodos) .

Se realizaron amplificaciones de cDNA del cisticerco por PCR
con las parejas de oligonucledtidos GTP-1CG/ GTP-3(G y GTP-
2CG/GTP-3CG. De la PCR con la pareja de oligonucledtidos GTP-
2C0G/GTP-3CG se obtuvo un fragmento de 500 pb, que es el tamafio
esperado (Fig. 13), mientras que no se obtuvo ningin producto de
la PCR con los oligonucledtidos GTP-10G/GTP-3(G.

El fragmento de PCR fue purificado, marcado radiocactivamente
y usado como sonda en el tamizaje de la biblioteca de Agtl0. Se
plaquearon aproximadamente 80,000 fagos y se tamizaron en
condiciones de alta astringencia, obteniendo una frecuencia de
clonas positivas de 1:2000. Se eligieron 20 clonas al azar que
se numeraron del 1 al 20 y se realizaron tamizajes secundarios y
terciarios hasta obtener cinco clonas aisladas: 1, 8, 17, 18 y
20, para ser caracterizadas.

Se purificd el DNA de las 5 clonas aisladas (Fig. 14). Para
determinar el tamafio de los insertos se hicieron amplificaciones
por PCR usando iniciadores universales para Agtl0 (ver métodos) .
Los insertos de las cinco clonas resultaron de un tamafio cercano
a las 1800 pb (Fig., 15). Para confirmar la identidad de los
insertos, se realizd una PCR con los oligonucledtidos GTP-2CG vy
GTP-3CG; cuatro de las cinco clonas (1, 8, 17 y 20) mostraron un
amplificado del tamafio esperado de 500 pb (Fig. 16). La clona 18
mostrd un amplificado mds pequefio (Fig. 15). Los insertos de las
clonas 1, 17 y 18 fueron subclonadas en M13 para ser secuenciados
por el método de terminacidn de cadenas por didesoxinucledtidos.

La clona 17 mostrd un marco abierto de lectura de 1500 pb,
con una regidén rio abajo de 156 nucledtidos, donde se observa la
seflal de poliadenilacién AATAAA (Fig.17). La secuencia de
aminodcidos deducida corresponde a una proteina de 500
aminodcidos con un peso molecular de 54.5 kDa, lo que sugiere que
se trata de la secuencia codificadora completa de esta proteina.
Esta secuencia presenta las regiones consenso CPDSPR, QQFSGINA, Yy
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Fig. 13. PCR con los oligonucledtidos degenerados diseflados a
partir de regiones conservadas entre los transportadores de
glucosa humanos y de S. mansoni, usando como templado el cDNA del
cisticerco de T. solium. Gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro
de etidio donde se observa los resultados de la PCR con 1: GTP-
10G y GTP-30G; 2: GTP-2CG y GTP-3CG; 3: control negativo; 4:
Marcador de 100 pb. El fragmento de ~500 pb obtenido de la PCR
con los oligonucledtidos GTP-2CG y GTP-3CG fue utilizado como
sonda en el tamizaje de la biblioteca de cDNA del cisticerco de
T. solium.
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Fig. 14. Purificacién del DNA de los fagos recombinantes
positivos en el tamizaje de la biblioteca de Agtl0 con el
producto de PCR con los oligos degenerados GIP-20G y GIP-3(G.
Gel de agarosa al 1% teflido con bromuro de etidio donde se

observa 1: PM, A BstE II; 2-9: DNA de los fagos recombinantes de
diferentes clonas.
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Fig. 15. Tamafio de los insertos y especificidad de las clonas
positivas obtenidas en el tamizaje de la biblioteca de Agtl0 del
cisticerco de T. solium. El tamafio de los insertog se determind
por PCR usando los oligonucledtidos Agt10 5' y Agtl0 3' (carriles
2 al 7). La especificidad de las clonas se detemminé por PCR
usando los oligonucledtidos GTP-2CG y GTP-3CG (carriles 8 al 13).
Gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio donde se
observa el amplificado obtenido por PCR de 1: PM, A BstE II; 2 y
8: clona 1; 3y 9: clona 8; 4 y 10: clona 17; 5y 11.: clona 18; 6
y 12: clona 20; 7 y 13: controles negativos.
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Tniciador directo:

Q Q F 8 G I NG/A
GTP-2CG 5'- CAGCAGTICICCGGCATAAATG -3

Q Q F 8 G I N A
TGTP2  5'- CAACAGTTTTCCGGAATABATG -3'

Tniciador inverso:

G DFTRGI KTE
GTP-3CG 5'~ TQGTCGAAGGTGOGGCCCTTOETCTC -3¢

D CPARUGI KTE
TGTP2 5'~ TCACAAGGOGCTCEGCCCTTOGTCIC -3

Fig. 16. Comparacién de los oligonucledtidos GTP-20G y GTP-3CG
con las secuencias obtenidas en la clona TGTP2. Estos
oligonucledtidos fueron disefiados a partir de las secuencias
consenso QQFGIN y ETKGR. La PCR con estos oligonucledtidos
amplificéd un fragmento de 500 pb que se usd como sonda en la
clonacién de TGTP2.
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TGART TOGOGGCOGGTTITCARTTCGARCCE TATGGARTCICCTG TCIGATT TG TCTCACATAA
ATGGTTAACTTCCACTACGTAT TOGC TACAG TCG TEAT IS TAT TTGGCTCTTCAT T CAG ITOGG TTTTCARACCOGGAG TTATTAATAG TCCTCTCCCGC
MV NEHYVFATVVIVEFEGSSFOFGEQTGVINSPLDP

TAATOGAAAAATACATCCTAAGCATATG TGAGGACACAGGCAG TTCACCTTCACCAGAG TTCG TTCAGGCAATGAGCAGCCTOGT OGTTGCIGGCTITCC
L I EXKY I LSICEDRGSSPSPEFVQAMSS LV VAGFPD

GATAGGCGGCATCT T IGGTGCATIG T TTGGCGGATC TG TATCARATAAAATGGEGQGAANGCTG TCTC T I TTTATCT ITTAACAT TCOGATGECOG T IGGA
I ¢ G I F GALF GG S8 VS NEKMGRIKTILSILFEFIF NI PMANVG
TCCCTCCTARTGATGGCTTGTCAGGCAGCGGTTAGT T IGAARTCGAT TATCG T IGGTAGAG TG CT TG ITCGGAT T TGC CIG GG TGCCTTCAC GG TATAG
S L L. MMACQOQAAYVYSFEMI ITITVGRUYLVGFACGALFTG I

CACCAGTATATCTCGCAGARATCOGCCCCAGTCAGGAT TCGIGG TATG TCGGGGATARTGCACCAAT IGGCCAT IG TCIG TGCCAT TCTAAT TICT CAAAT
A PV Y L AET

D APVRIRGMS GG IMHO LA IV CATI LI S QI

CCTIGGG TIGAAGGAATTAATGGGGTOGGCAAAACTCIGGCCTTATCTCCIOGGCCIGACAATCATACCCTCRG TOGTCCTAT TATTCCTAT T ITGGATT
L GLEKELMGSAI KILMWRYL LG LT I 1P S VV LLEILFEW.I

TGTCCAGACAGCCCCOGT TACATTCTACTGAATAGTCAGGATCT CGAGAG TG CGAAR TCTGCCCTTTTTTGGCT CCGAGGCGATA COGARG TOG TIAAG
CPDSPRYIULLNSQDIULEZSAIKSALTFWILIRGDTZEVVE

AGGAGATOGGGGAGCTICTTGGCTEAACAAGAGAACGAAAGCGAAAATCATACTARA TICCCCCTGAAAGACCTCT T TOG TG TCAAAGCTCTGCETTTGEC
EEIGEULULAMEGQENESENHTI KTF?PLIKDILFRVEKALTRTLA

TCTCTTOGTOGCOGTTG TAGCCCACTTGECCCAACAG TTTTCCGGAATAAATGCTGCICTCTTCTACTCCACTTOGCTATTTGAAAGCAT TGGGCTCACC
LF YA VY AHLAOQOOUFSGINAALFYSTSILFEZSIGLELT

TCACAGGCCETGTACGOGACTTTGGGTGTGCGCTCRATCAT TG TOG TCATCACTGTGGCTTCCATCTTCCTTATTGAACGAG T IGE TOGGCGGATCCTTC
s QAV YATLGV G S MIVYVITVASIIFILIERYVGRRIL.

TTATAGGCGETCTCAGTGTCATGCT ITTCAGCGCOG TCATCATCACCATCGGC I TGGCTCTTCGCAGCCATGCCTCTGGCCTIG TCTACCT IGCCATCAC
VM L F S ANV II G LALRSHASG LV YLATIT

TTTIGTCTACATCTTCG TTGGTEGTT TOGCTATCGGACCGGCCTTCART COCGTGG TTTG TGG TGGCTGAGATG T T TGTGCAGGAGACACG TGATCCTGLC
E Y Y I FV GG FAIGPGS I PHWEFEVVAEMFVQETTRDFP A

ATTGIGATCACAGTCATOG TCAATTGGCTCGCTCARATIG TTATCAGCCTGGGATATCCTCOGCT TTTGAAGT. ACCI‘AAAGGAC TACTCCTTCATGCOGT
AV .S F M P

I T VI VNWLAQIVISLGYPPLLEKTYLK X

TCATTGGCCIGTIGGTGATCTTCATTGCCCTGCTCTACT TCTTCCTGCCAGAGACGAAGGGCOGAGCGCCT TG TGATG TIGCAGGATGAGT T TGTGCOGCAT
PG L L Y I F 1 AL L Y EFFLPETIU KGRAPCOCDUVQDETFVRM

GACCGGOGGOGCAGAGGACGACGTCACCCTOGGCTCCTACACTCGCTCCCTTCCTAG TGAGAATGGOGRARATATGACGAAATCOGATAGGG TCABATTC
TGGAEDDVTLGSYTRSULPSENGENMMTI KSDTRVIKTF

TAGOGCCCTTTCCCICCTCCCTCTCACCTCATCAAA TG TAG T TTTATCGOGTGACCT I TGCTTCTTIGGAG TCATG TTCTATTTCATATATTIT ITTCT
GGACAGATTTACIGACITTAATAAAGTACT TGATATGACAAAAAAARARARAARAADAN 1723

Fig. 17. Secuencia de nucledtidos de la clona completa de cDNA
(1723pb) y secuencia de aminodcidos deducida de TGIP2 (500 aa).
El codén de iniciacién (ATG) y el de terminacidén (TAG) se
muestran en letras oscuras. Las 12 regiones potenciales de a-
hélices transmembranales se muestran subrayadas.
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PETKGR caracteristicas de las GIPs. Los andlisis hidropaticos y
de estructura secundaria demuestran que se trata de una proteina
con 12 segmentos de w-hélices asociadas a membrana, lo cual
concuerda con las caracteristicas descritas para los
transportadores de glucosa (Fig. 18). Ademds, presenta homologia
significativa con transportadores facilitadores de glucosa. Su
secuencia de aminodcidos muestra un 51-54% de similitud con los
transportadores de glucosa humanos y un 43-56% con los
transportadores del S. mansoni (Tabla I y Fig. 19). La mayor
similitud con uno de los transportadores de 5. mansoni (SGTP2)
sugiere que se trata de su proteina homdloga en T. solium por lo
que decidimos designarla como TGTP2. Las clonas 8 y 20 fueron
secuenciadas parcialmente en el extremo amino-terminal de la
proteina y presentan un 100% de homologia con la clona 17.

La secuencia de aminodcidos de TGTP2 carece del sitio
potencial de N-glicosilacidén (Rsn-Xaa-Ser/thr) en el gegmento
extracelular entre los fragmentos que atraviesan la membrana M1 y
M2 presente en la mayoria de las GIPs de eucariotas descritos
(Fig. 20). Otros tres sitios muestran secuencias consenso de
glicosilacidn (aa 246: NES; aa 250: NHT; aa 491: NMT). Sin
embargo, se sabe que ninguno de estos sitios se glicosila puesto
que se encuentran expuestos hacia la cara interna de la membrana
plasmitica. Estas proteinas estan dispuestas en la membrana con
sus extremos amino y carboxilo terminales hacia el citoplasma de
las células (Muckler et al., 1985; Davies et al., 1987; Walmsley,
1988) . , |

Las otras clonas parecen tratarse de insertos con defectos
en su secuencia (Fig. 21). Por ejemplo, la clona 1 carece de 73 y
84 nucledtidos en la posicidn 336 a partir del coddn de
iniciacién AIG con respecto a las clonas 17 y 18,
respectivamente. En la secuencia de aminodcidos la carencia de
esta regidn hace desaparecer la cuarta regidn transmembranal.
Asimismo, en esta regidn, la clona 18 tiene 11 aminodcidos més
con respecto a la clona 17 de T. solium, GLUT1 y SGIPs; la
presencia y composicidn de estos aminodcidos hace que se pierda
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Fig. 18. Perfil hidropdtico de la secuencia de aminoicidos de
TGTP2. El perfil fue derivado de acuerdo al algoritmo de Kyte y
Doolittle (1982), usando una ventana de 15 aminodcidos (realizado
con el programa de PC/Gene, Inteligenetics, Inc).
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Tabla I. Comparacién de la estructura primaria de TGTP2 con otros
transportadores de glucosa.

TGTP2 IDENTIDAD* SIMILITUD* No. de
aminodcidos

GIUT1 36.8% , 52.2% 492
GLUT3 36.7% 54.2% 496
GLUT4 35.0% 51.7% 509
SGTP1 27.1% 43 .8% 521
SGTP2 41.5% 55.6% 489
SGTP4 28.1% 48.3% 505

* La identidad se refiere al caso de aminodcidos identicos entre
las secuencias. La similitud toma en cuenta los cambios que
conservan las caracteristicas fisicoquimicas del amincdcido
(L:I:V:M; Q:N:D:E; K:R; F:Y).
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Fig. 19. Alineacién de las secuencias de aminodcidos de las
proteinas transportadoras de glucosa de T. solium (TGTP2),
humanas (GLUT1, GLUT3 y GLUT4) y de S. mansoni (SGIPL, SGIP2 y
SGTP4) . Los aminodcidos idénticos en los siete o por lo menos
seis transportadores se representan en color rojo. El sitio
potencial de N-glicosilacidn se encuentra sefialado en un
recuadro.
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Fig. 20. Representacidén esquemidtica del trasportador de glucosa
TGTP2 en la membrana plasmitica (basado en el modelo de
orientacién de GLUTL1 propuesto por Mueckler et al., 1985).
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la misma regidn transmembranal que en la clona 1. Ademds, la
clona 18 carece de 81 nucledtidos en la regidn carboxilo-terminal
lo cual hace desaparecer la Ultima regidn transmembranal. En cada
uno de los lugares donde se encuentran las alteraciones en las
secuencias, se rompe el marco abierto de lectura el cual es
retomado en otra fase. Estas modificaciones en las clonas 1 y 18
pudieran ser errores ocurridos al duplicarse el fago lambda
recombinante o en el procesamiento del mRNA durante la sintesis
del cDNA.
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Fig. 21. Alineacidén de la secuencia de nucledtidos de las clonas 1, 17 y
18. Nucledtidos idénticos: (.); deleciones: (-).
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V. DIScUSION

Los estudios de caracterizacidn de la FGp wejoraron la
resolucidén de las glicoproteinas contenidas en la FGp con
respecto a lo descrito anteriormente por Landa et al, (1988). El
mejoramiento en la deteccidn de nuevas glicoproteinas se debe al
uso de lectinas en el sistema revelador principalmente. Con el
sistema usado en la presente tesis se detectaron hasta 22 bandas,
versus 8 bandas observadas por tincidén de PAS en las fracciones
de cisticercos de T. solium (Landa et al., 1994) y de otros
metacéstodos ciclofilideos (Knowles y Oaks, 1979; Mills et al.,
1984). Por ejemplo la tincién de PAS en la regidn de alto peso
molecular muestra una sola banda difusa mientras que la tincidén
con lectinas permite observar 8 glicoproteinasg, confirmando la
idea de que se trata de un conjunto de glicoproteinas con pesos
moleculares entre 150-200 kDa. Otro ejemplo es la demostracidn de
tres glicoproteinas en la regidén del gel dencminada anteriormente
como Gp2-3. Ademis estas proteinas son algunas de las mas
abundantes en la FGp lo que correlaciona con lo descrito
anteriommente tanto para T. solium, como para otros ténidos
(Landa, 1984; Lamsam y McManus, 1990).

Como era de esperarse el tratamiento de las glicoproteinas
en la fraccidén FGp con metaperyodato de sodio abate la unidn de
las lectinas. Se habia sugerido que algunas proteinas contenidas
en la fraccidén FGp no son glicoproteinas con especificidad hacia
Con A. En el presente trabajo se confimmd la presencia de
pequefias cantidades de AgB en la FGp. El AgB de T. solium ha sido
identificado como paramiosina, una proteina estructural del
misculo de invertebrados. Su presencia en la FGp se debe
posiblemente a la unidén con alguna glicoproteina que se une a Con
A. Los ensayos de reconocimiento del AgB por anticuerpos a-Gpl
sugieren una asociacién con Gpl (Fig. 6). Otra glicoproteina de
55 kDa inicialmente identificada como Gpé de la FGp resultd ser
la cadena pesada de la IgG de cerdo (Landa et al., 1994). La
presencia de inmunoglobulinas del huésped sobre la superficie de
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cisticercos de T. solium ha sido reportada previamente (Willms vy
Arcos, 1977).

En un intento por aislar clonas de cDNA conteniendo la
secuencia codificadora de algunas glicoproteinas del cisticerco
de T. solium, se siguleron tres estrategias. La primer estrategia
consistid en la purificacién de una o varias de las
glicoproteinas para su posterior secuenciacidén parcial (~ 15
aminodcidos). A partir de esta secuencia se pueden disefiar y
sintetizar oligonucledtidos para usarlos como sondas en el
tamizaje de las bibliotecas del cisticerco. Esta estrategia ya
habia sido seguida con éxito para la clonacién del cDNA que
codifica para el AgB del cisticerco de T. solium (Landa et al.;
1993). En el caso de las glicoproteinas de la FGp, se logrd
obtener una secuencia parcial, poco clara, de la Gp88. Los
analisis mostraban una aparente mezcla de secuencias. Sin
embargo, se sintetizaron los oligonucleétidos degenerados
correspondientes a la secuencia mis intensa y se tamizaron las
bibliotecas, sin lograr el marcaje de ninguna placa. Con respecto
a la Gpl180-200 (correspondiente a la Gpl de Landa et al., 1994),
los intentos de secuenciacidn fueron infructuosos incluso después
de digestiones parciales para obtener péptidos de la
glicoproteina (Landa, comunicacién personal). Los anteriores
intentos indicaron que la complejidad de las proteinas
purificadas por unién a Con A es mayor de lo esperado e hicieron
dirigir los esfuerzos en otra direccién.

La segunda estrategia, fue la utilizacién de los anticuerpos
dirigidos en contra de las glicoproteinas para el tamizaje de
bibliotecas de expresidén. En el laboratorio se dispone de
anticuerpos policlonales inducidos por la glicoproteina de 180
kDa denominada Gpl. Los experimentos de Western blot con los
anticuerpos «-Gpl antes y después de tratamiento de la proteina
con metaperyodato mostraron que los anticuerpos reconocen la
fraccién proteica. Para el tamizaje de las bibliotecas se
preadsorbieron los anticuerpos contra antigenos de E. coli
obteniéndose una remocién de los anticuerpos inespecificos.

-
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Desafortunadamente, no se obtuvo un reconocimiento claro que
permitiera aislar clonas para Gpl. Sin embargo, no se considera
que el enfoque haya sido fallido. El abandono de esta estrategia
pudo ser la causa de este resultado, por lo que debe explorarse
mejor reintentando el tamizaje con los anticuerpos.

La tercera estrategia, que resultd muy productiva, consistid
en la busqueda de proteinas de superficie aprovechando su
similitud en la secuencia de aminodcidos con proteinas homélogas
descritas en otros organismos. En el presente trabajo se logrd la
clonacidn y secuenciacién del cDNA de una proteina con homologia
hacia transportadores facilitadores de glucosa (GIPg). Ademds, la
proteina deducida a partir de la secuencia de nucleétidos muestra
las caracteristicas de este tipo de transportadores descritos
hasta el momento. Contiene 12 regiones potenciales de a-hélices
transmembranales, donde el tamafio de las asas que se forman entre
cada segmento transmembranal se correlacionan con los descritos
en otros miembros de esta familia. Ademds, contiene la secuencia
conservada GR(R/K) después del segundo y el octavo segmento
transmenbranal y las secuencias PESPR y PETKGR después del sexto
-y doceavo segmento, respectivamente. Dada su mayor similitud con
el transportador de S. mansoni denominado SGTP2, decidimos
designarla TGTP2. La TGTP2 es la primera proteina secuenciada en
céstodos con caracteristicas de GTPs. En S. mansoni se han
caracterizado molecularmente tres transportadores de glucosa
(SGTP1, SGTP2 y SGTP4). SGIPL y SGTP4 se encuentran en el
tegumento de la cercaria y del pardsito adulto. El otro ha sido
poco caracterizado y parece encontrarse en los huevecillos
(Skelly et al., 1994; Zhong et al., 1995; Shoemaker, comunicacidn
personal) .

Ademds de los estudios reportados en S. mansoni y, ahora en
T. solium, la caracterizacidn de estas proteinas en pardsitos ha
avanzado en diversos protozoarios del género Leishmania y
Trypanosoma (Langford et al., 1992; Stack et al., 1990; Bringaud
y Baltz, 1992; Teteaud et al., 1994). Algunas de las proteinas se
expresan diferencialmente durante el ciclo de vida de estos
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pardsitos (Cairns et al., 1989; Bringaud y Baltz, 1992; Bringaud
y Baltz, 1993).

Otra caracteristica de la mayoria de las GIPs es la
presencia de un sitio tinico de N-glicosilacién en la asa exterma
entre el primer y segundo segmento transmembranal. Sin embargo,
en la secuencia de aminodcidos de TGTP2 no se encuentra este
sitio de glicosilacién. La ausencia de este sitio ha sido
reportada también en transportadcres de glucosa de Leishmania
enriettii y Chlorella kessleri (Stack et al., 1990; Langford et
al., 1994; Langford et al., 1995; Piper et al., 1995; Sauer y
Tanner, 1989; Stadler et al., 1995). La ausencia de glicosilacién
en TGTP2, en caso de localizarse en la superficie del pardsito en
contacto con su huésped, podria relacionarse con la evasién del
atagque inmune. Existen varios estudios acerca del papel del
residuo carbohidrato en la funcién de transportadores de humanos.
Por ejemplo se ha mostrado que el tratamiento de liposomas
cargados con el transportador de eritrocitos (GLUT1), con
distintas exo y endo- glicosidasas, disminuye el transporte de
glucosa (Feugeas et al., 1991). Ademids, la eliminacién del sitio
de glicosilacién en la primer asa externa de GLUT1, producida por
métodos de mutagénesis dirigida, aumenta 2-2.5 veces la Km del
transporte (Asano et al., 1991). Es claro que a pesar de que el
residuo carbohidrato influye en la actividad de transporte, su
ausencia no abate por completo la funcionalidad de la fraccién
proteica. Por lo tanto, es concebible que los transportadores no
glicosilados, expuestos a la interfase huésped-cisticerco pueden
disminuir el reconocimiento del huésped y todavia mantener
niveles funcionales Gtiles para el pardsito, en un medio (los
tejidos del huésped humano o porcino) rico en glucosa.

Las proteinas de la familia de los transportadores de
glucosa poseen diferencias significativas en el tamafio y
composicién de aminodcidos de la asa que se forma entre los dos
primeros segmentos transmembranales, asi como en la secuencia de
los extremos amino y carboxilo terminales (Fukumoto et al., 1988;
Langford et al., 1992; James y Piper, 1993). En este respecto, la
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secuencia del carboxilo terminal ha sido la mas utilizada para la
produccién de anticuerpos para estudios de localizacidn (Haspel
et al., 1988; Zhong et al., 1995; Langford et al., 1995). Hasta
la fecha hemos obtenido anticuerpos de conejo en contra de un
péptido sintético diseflado a partir de la secuencia carboxilo
terminal de TGTP2. Actualmente, se llevan a cabo los ensayos de
localizacién en el tejido de los cisticercos.

Una razonable comprensidn del sistema de transporte de
carbohidratos en el cisticerco de T. solium, nos ayudard a
entender mejor la dependencia metabdlica del cisticerco por su
huésped, asi como sus mecanismos de adaptacidén a los cambios en
la concentracién de nutrientes en su huésped. Esta informacién
puede eventualmente ser la base de tratamientos farmacoldgicos o
inmunoldgicos en contra del pardsito, que exploten las
diferencias entre los sistemas de ambos organismos.

Para el proyecto de doctorado, pretendemos la
caracterizacién molecular y bioquimica del sistema de
internalizacién por facilitadores en el cisticerco de T. solium.
Inicialmente, intentaremos determinar si existen algunos otros
transportadores de glucosa en el tegumento del cisticerco. Hasta
el momento, hemos clonado y secuenciado otra proteina con
homologia hacia SGTP1 del S. mansoni.



VI. APENDICE.

A. TRANSPORTE DE GLUCOSA.

La glucosa es la mayor fuente de energla metabdlica de
muchos tipos celulares. En paralelo a la gran utilizacidn de
glucosa como nutriente, una variedad de mecanismos se han
desarrollado para catalizar la captacién de esas moléculas
hidrofilicas a través de la membrana plasmitica. En mamiferos,
donde los complejos mecanismos homeostdticos mantienen los
niveles de glucosa en sangre rigurosamente constantes, muchas
células contienen sistemas de difusidn facilitada para la
captacién de glucosa. En este sistema, el transporte de glucosa a
través de la membrana plasmitica se lleva a cabo sin gasto de
energia metabdlica y a favor de un gradiente de concentracién. No
obstante, transportadores activos dependientes de sodio son
encontrados en la membrana plasmiatica apical de las células
epiteliales del intestino y del rifién. Este sistema de transporte
explota el gradiente electroquimico de iones Na‘ (ej.
vertebrados) o H* (ej. protozoarios, bacterias) a través de la
membrana plasmatica.

B. CARACTERISTICA DE LA FAMILIA GLUT.

La difusién facilitada es el mecanismo de captacién de
glucosa de monosacdridos (glucosa, galactosa y fructosa) mas
ampliamente utilizado. Las proteinas encargadas de esta funcién
pertenecen a una superfamilia cuyos miembros difieren en el
detalle requerido para conferir selectividad y especificidad,
pero no en el aspecto de su estructura (Marger y Saier, 1993). En
el humano, el transporte facilitado de glucosa esta mediado por
los miembros de la familia de proteinas GLUT. Hasta el momento,
se han descrito seis miembros de esta familia (Mueckler, 1994).
Estas proteinas estén expresadas de una manera especifica en
células y tejidos, y exhiben distintas cinéticas y propiedades
regulatorias que reflejan su papel funcional especifico (Baldwin,
1993) . Cada uno de los transportadores fue numerado en orden a su
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descubrimiento. El primero, GLUTL, es ampliamente expresado y se
plensa que provee a las muchas células de sus requerimientos
basales de glucosa. También juega un papel especial en el
transporte de glucosa a través de la barrera endotelial en los
tejidos. GLUT2 aparece en érganos que liberan glucosa a la sangre
tales como el intestino, el higado y el rifién. Esta proteina esta
también presente en las células betas de los islotes de
Langerhans del pancrea, donde dada su elevada Km puede estar
actuando como sensor del incremento de glucosa para la secrecién
de insulina. GLUT3 es encontrada en el cerebro y se considera
como el transportador de glucosa de las células neuronales. GLUT4
es expresado exclusivamente en los adipocitos, células musculares
y corazén donde el transporte de glucosa es regulado por
insulina. Es el responsable de disponer de la glucosa
incrementada en los tejidos después de la ingesta de comida
(estado posprandial) y es importante en la homeostasis de glucosa
por el cuerpo. GLUTS es un transportador de fructosa que es
abundante en los espertatozoides y en la membrana apical de las
células intestinales. GLUT7 es el transportador en la membrana
del reticulo endopldsmico que permite el flujo de glucosa libre
fuera del lumen de este organelo después de la accidn de la
glucosa 6-fosfatasa sobre la glucosa 6-fosfato.

C. ESTRUCTURA DE LOS TRANSPORTADORES.

Los transportadores facilitadores de glucosa son
glicoproteinas integrales de membrana que exhiben un tamafio
molecular promedio de 55 kDa. Estas proteinas pertenecen a una
familia de proteinas de membrana estructuralmente relacionadas.
Anidlisis hidropaticos y de estructura secundaria de la secuencia
de aminodcidos predicha para la GLUT1 humana revelaron que esta
proteina es altamente hidrofébica y sugirieron que
aproximadamente el 50% de la proteina se localiza entre la bicapa
lipidica. Basados en estos andlisis, Mueckler et al. (1985),
propusieron un modelo de orientacién en la membrana plasmitica
para GLUT1, en el cual la proteina atraviesa la membrana 12 veces
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Y, sus extremos amino y carboxilo quedan orientados hacia el
interior de la célula. Con excepcidn del segmento extracelular
que conecta los dominios transmembranales ML y M2, y del segmento
intracelular muy hidrofilico que une M6 y M7, los demds dominios
transmembranales se encuentran unidos por regiones cortas de 7-14
aminodcidcs (Fig. 22). Esta estructura ha sido confirmada por
digestién proteolitica vectorial y estudios de unién de
anticuerpos especificos de secuencia (Mueckler et al., 1985;
Davies et al., 1987; Haspel et al., 1988). Todos los miembros de

esta familia de proteinas mantienen las caracteristicas descritas
en este modelo.
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Fig. 22. Modelo de orientacidén en la membrana plasmitica de
GLUT1. Las 12 regiones de n-hélice transmembranales son mostradas

como cajas y estan numeradas de M1 a M12 (tomado de Gould y Bell,
1990) .
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TABLA II. Los transportadores de la familia GLUT.

DESIGNACION PM (kDa)? LOCALIZACION Km (mM)®
(n* residuos) | CROMOSOMICA?
GLUT1 54.1 (492) 1 17
GLUT2 57.0 (524) 3 42
GLUT3 53.9 (496) 12 11
GLUT4 54.7 (509) 17 2
GLUTS 54.9 (501) 1 N.D.
GLUT7 53.0 (528) N.D. N.D.

3 Log valores de PM, nimero de residuos de aminoidcidos y
localizacién cromosémica de los genes estédn dados para los
transportadores humanos, excepto para GLUT7 donde se indican los
valores de la proteina de rata.

® Los valores de Km para el intercambio en equilibrio de 3-0-
metilglucosa fueron determinados para cada proteina expresadas en
oocitos de Xenopus (tomado de Baldwin, 1993).

N.D. significa "no determinado".
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