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I. RESUMEN

Los céstodos absorben y consumen grandes cantidades de carbohidratos a través de su
superficie tegumentaria, Hay diversos estudios sobre el transporte y metabolismo de la
glucosa en estos organismos; sin embargo, no se han identificado las proteinas que median
su captacién y distribucién en los tejidos. En el presente trabajo se describe el aislamiento y
caracterizacidn de clonas de cDNA que codifican para proteinas con caracteristicas de
transportadores facilitadores de glucosa (TGTP1 y TGTP2) en el cisticerco de Taenia
solium, €l agente causal de la cisticercosis humana y porcina. Ensayos de expresién
funcional en el sistema de ovocitos de Xenopus mostraron que TGTP1 es capaz de
transportar 2-desoxiglucosa. Su transporte fue inhibido completamente por D-glucosa y D-
manosa, pero no por L-glucosa. Ademas, el transporte mediado por TGTP1 resulté sensible
a inhibidores del transporte facilitado tales como la floretina y la citocalasina B, € insensible
a la ouabaina, la cual bloquea los movimientos de sodio de la ATPasa/Na®, inhibiendo en
transporte activo de glucosa dependiente de sodio. Ensayos de inmunofluorescencia sobre
cartes de tejido usando anticuerpos especificos contra cada una de las TGTPs muestran que
TGTP1 es abundante en una serie de estructuras relacionadas al tegumento, tanto en la larva
como en el pardsito adulto de T. solium, mientras TGTP2 estd localizada sobre la superficie
tegumentaria de la larva. Los pacientes con neurocisticercosis no generan una respuesta
inmune humoral contra estas proteinas por ensayos de Westem blot usando productos
recombinantes expresados en baculovirus. Al final se hacen algunas consideraciones acerca

de la funcién de TGTP2.



SUMMARY

Tapeworms absorb and consume large quantities of carbohydrates through their syncytial
tegument. Some studies on the metabolism of glucose in several tapeworms are available,
however, the proteins that mediate its uptake and distribution in their different tissues have not
been identified, In this thesis, we describe the isolation and characterization of ¢DNA clones
encoding two facilitated diffusion glucose transporters (TGTP1 and TGTP2) from the larvae of
Taenia solium, the causal agent of human and porcine cysticercosis. Functional assays carried out
in Xenopus oocytes showed that TGTP! mediates the uptake of 2-deoxyglucose, which is
inhibited by the natural stereoisomers D-glucase and D-mannose but not by L-glucose. TGTP1
mediated transport was sensitive to classical inhibitors for facilitated diffusion such as phloretin
and cytochalasin B, and insensitive to ouabain, which disrupts active glucose transport by
inhibiting the sodium/ATPase pump. Localization studies using specific anti-TGTP1 and anti-
TGTP2 mntibodies show that TGTPI is abundant in a number of structures underlying the
tegument in adult parasites and larvae, whereas TGTP2 appears be localized only on the
tegumentary surface of the larvae and is not detected in adults. Patients with neurocysticercosts
do not develop a hurnoral immune response evaluated by Western blot assays using recombinant
TGTPs expressed in baculovirus. At the end of this document, some considerations about
TGTP2 function are advanced.



II. INTRODUCCION

La cisticercosis es una parasitosis causada por la forma larvaria o cisticerco del céstodo
Taenia solium, que afecta principalmente al cerdo y al hombre. Esta enfermedad es prevalente en
varios paises de América Latina, Asia y Africa. Aunque las tasas reales de prevalencia e
incidencia de la enfermedad no se conocen con exactitud, existen numerosos reportes en la
literatura que dan idea de la magnitud del problema en diversas regiones (Mahajan, 1982;
Mahajan ef al., 1982; Schenone et ¢l. 1982; Sarti, 1989; Moore ef al., 1995; Craig er al., 1996;
Garcia-Noval er al,, 1996; Legaspi, 1998). La localizacién del pardsito ¢n el sistema nervioso
central {SNC) se conoce como neurocisticercosis y es la forma mas grave de esta enfermedad en
el humano, siendo en México la principal causa de consulta neurologica por epilepsia y la causa
del 25% de los tumores intracraneales (Velasco-Suarez ef al., 1982; Del Brutto y Sotelo, 1988;
Rolfs et al., 1995). Esta enfermedad puede permanecer latente por muchos afios sin producir
sintomatologia. Sin embargo, las personas afectadas pueden desarrollar un amplio espectro de
manifestaciones clinicas como cefzleas, convulsiones, hidrocefaleas o algunos otros desdrdenes
del SNC que pueden llevar a la muerte. En México se estima que la neurocisticercosis es la causa
del 1% de todas las muertes en los hospitales generales, teniendo una prevalencia post-mortem
superior al 3% (Rabiela et ol., 1979; Velasco-Svarez ef al., 1982). Ademés, la economia se ve
afectada no solo por la disminucién en la actividad productiva de los pacientes y por los elevados
gastos de hospitalizacion, diagndstico ¥ tratamiento, sino también por las pérdidas econdmicas en
la industria de alimentos elaborados con came de cerdo (Flisser ef al., 1991; Tsang y Wilson,
1995). En México, los costos por tratamiento para neurocisticercosis alcanzaron los 82 millones
de doblares durante 1992 (Roberts er el., 1994). Esto sin considerar que el 75% de las personas
infectadas se encuentran en edad preductiva, quedando muchos de ellos incapacitados para
trabajar (Flisser, 1988). Con respecto a la porcicultura se ha mencionado que las pérdidas
econdmicas debidas a decomiso de came infectada han alcanzado un promedio anual del 65% de
la inversién, lo que representé una pérdida de 43 millones de délares en 1980 (Acevedo-
Herndndez, 1982). Por todo esto, la infeccidn por T. solium es considerada un serio problema de
salud poblica tanto em México como en muchos paises en desarrollo, ademds de las

consideraciones socio-econdmicas que implica.



1. BIOLOGIA DEL PARASITO

Taenia solium pertenece al phylum Platyhelminthes (del griego Plati, plano; Helmins,
gusano), que incluye parisitos metazoarios altamente especializados (Willms, 1998). El parsito
adulto habita en el tracto digestivo del ser humano, mientras el estadio larvario se aloja en
diversos drganos y tejidos de sus huéspedes intermediarios (cerdo, perro, mono, jabali, etc.)

(Aluja et al., 1987). Taxonémicamente, T. solium se clasifica de la siguiente manera:

Reino Animalia
Subreino Metazoa
Phylum Platyhelminthes

Clase Cestoda
Subsclase Eucestoda
Orden Cyclophyllidea
Familia Taeniidae
Género Taenia

Especie 7. solium

CICLO DE VIDA DE Taenia solium.

Taenia solium es un pardsito heteroxeno cuyo ciclo de vida involucra dos tipos de
huéspedes: un huésped intermediario {el cerdo, principalmente) que alberga ia forma larvaria o
cisticerco y un huésped definitivo, el hombre, que alberga al pardsito aduito. Aungue no participa
en el mantenimiento del ciclo de vida, el hombre también puede adquirir la cisticercosis al actuar
como huésped de la larva. Ademds, como el hombre es el tnico huésped definitivo de T. solium,
la prevalencia de la cisticercosis depende exclusivamente de la relacién que el hombre establece
con el cerdo, observindose las mas altas prevalencias en regiones donde la poblacién vive en
condiciones insalubres, con fecalismo al aire libre y donde fos cerdos son criados libremente y
sacrificados sin inspeccion veterinaria (Aluja ef a/., 1987; Sarti, 1997).

La cisticercosis es adquirida por el huésped intermediario al ingerir los huevos de T.
solium presentes en heces y alimentos contaminados (Fig. 1). En el tubo digestivo del huésped la

accién de las enzimas proteoliticas y de las sales biliares destruyen las envolturas protectoras



Figura 1. Ciclo de vida de Taenia solium. 1. Parasito adulto (huésped definitivo); 2. Proglétido
grivido; 3. Huevo (medio ambiente); 4. Cisticerco (huésped intermediario); 5. Cisticerco

(huésped intermediario accidental).

un



dejando [ibre al embrién hexacanto (Laclette er al., 1982). El embrién penetra la mucosa
intestinal, ayudado de sus ganchos y secreciones liticas, hasta alcanzar vasos linfiticos y
sanguineos que lo distribuyen a una variedad de érganos y tejidos (musculo esquelético,
miocardio, sistema nervioso, ojos, tejido subcutdneo, entre otros) donde se desarrolla hasta
convertirse en cisticerco. Se requieren por lo menos 10-12 semanas para que el embrién se
convierta en la larva (Aluja et al,, 1987).

El ciclo se completa cuando el ser humano come carne de cerdo cruda o mal cocida,
infectada con cisticercos viables. Nuevamente, la accién de las enzimas proteoliticas y de las
sales biliares del aparato digestivo activan al cisticerco e inducen la evaginacion o salida del
escolex de su vesicula protectora (Morales y Cafiedo, 1982). Una vez evaginado, el escolex se fija
por sus ventosas y ganchos a la mucosa intestinal (Merchant et af,, 1998), donde crece y se
diferencia en tn pardsito adulto, el cual Hega a medir de 1.5-8 metros de largo. A los 3-4 meses
de la infeccion, ya se observan progldtidos grévidos conteniendo aproximadamente 60 mil huevos
cada uno (Willms, 1998). Los proglétidos grdvidos se desprenden y salen al exterior con las
heces. Estos se desintegran en el medio ambiente liberando los huevos embrionados, que pueden
resistir condiciones desfavorables por perlodos prolongados, ¥ que son capaces de infectar al
huésped intermediario produciéndole la cisticercosis, completindose asi el ciclo (Flisser ef al.,

1997).

2. MORFOLOGIA DEL PARASITO

En general, los céstodos se caracterizan por ser gusanos planos, multisegmentados,
hermafroditas ¥ por carecer de tubo digestivo. Son organismos acelomados con simetria bilateral
y organos ya formados por tejidos y organizados en sistemas. Ademids, T. solium presenta un
organo fijador denominado escélex con cuatro ventosas y una doble corona de ganchos (Smyth,
1994,



Estadio larvario.

El cisticerco de T. solium es una vesicula translicida redonda u ovoide de 0.5 a 2 cm de
didmetro, con un escélex invaginado y opaco, semejante al de Ia etapa adulta (Fig. 2), La vesicula
est4 llena de un fluido transparente [lamado fluido vesicular, que contiene proteinas del parésito y
del huésped (Willms et al., 1982; Ambrosio et al., 1994).

La superficie de la pared vesicular estd formada por el tegumento que es un citoplasma
sincicial, anucleado y continuo cuya membrana externa se encuentra aumentada por proyecciones
digitiformes 1lamadas microtricas recubiertas por un abundante glicocdlix (Fig. 3). Este
glicocdlix estd formado por glicoproteinas y glicolipidos, los cuales poseen principalmente
carbohidratos D-mandsidos y/o D-glucosidos expuestos, siendo su distribucién relativamente
homogénea sobre la superficie (Lumsden, 1972; Trimble y Lumsden, 1975; Willms et al., 1980;
Mills et al., 1984; Sandeman y Wiiliams, 1984; Lamsam y McManus, 1990). El citoplasma del
tegumento contiene mitocondrias y numerosas vesiculas. La membrana plasmitica que recubre la
superficie interna del tegumento se encuentra interrumpida por procesos citoplasmaticos que
comunican al tegumento con cuerpos celulares nucleados llamados citones tegumentales. Estos
citones contienen numerosas vesiculas, reticulo endopldsmico bien desarrollado, aparato de
Golgi, ribosomas y abundantes mitocondrias (Ramirez-Bon er al,, 1982). 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 plasmdtica externa (Trimble y
Lumsden, 1975). Por debajo de la membrana basal se observan varias capas de tejido muscular
liso y abundantes depdsitos de glucogeno y grasa. A mayor distancia de la superficie se encuentra
el sistema protonefridial, constituido por una red de conductos que terminan en las células en
flama. Las células en flama tienen forma de copa, con un micleo ovoide basal y una porcidn
apical formada por un conjunto de cilios, cada uno constituido a su vez por microtibulos con una
organizacién hexagonal comin de 9+2 (Ramirez-Bon et al., 1982; Cérdenas-Ramirez et al.,
1982). El sistema nervioso es poco desarrollado y estd formado por una red profusa de fibrillas
en el 4rea rostelar del escdlex y un agrupamiento denso de células nerviosas multipolares en un
estroma fibrilar que rodea a esta drea. También contiene grupos abundantes de fibras nerviosas

distribuidas entre los fasciculos musculares, y células de tipo nervioso que se localizan muy



Figura 2. El cisticerco de Taeniu solium. A. cisticercos con pared vesicular infacta disecados de
musculo esquelético de cerdo. B. Representacion esquemdtica del cisticerco (tomado de Slais,

1970). CEs, canal espiral; Ei, escolex invaginado; PV, pared vesicular.
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Figura 3. Representacidn esquemadtica de la pared vesicular de los céstodos (tomado de Smyth,
1969). CC, canales citoplasmdticos; CT, citones tegumentarios; GL, glucégeno; Gr, depésitos de
grasa; MB, membrana basal; ME, membrana plasmética externa; MI, membrana plasmdtica

interna; Ms, tejido muscular; Mt; microtricas; N, micleo.



cerca del 4rea del rostelo en el escolex. Estas células aparentemente contienen vesiculas
neurosecretoras, algunas de las cuales originan una reaccién de colinesterasa, la cual sugiere que

constituyen ordenarnientos sinapticos (Cardenas-Ramirez et al., 1982; Flisser er al., 1997).

Estadio adulto.

El parésito adulto tiene apariencia de cinta o listdn y mide de 1.5 a 8 metros de largo. Su
cuerpo esta formado por el escélex (Fig. 4), el cual le permite fijarse a la mucosa intestinal del
huésped a través de sus ventosas y ganchos (Merchant et al., 1998). La corona interna posee 11 a
14 ganchos largos (de 0.13 a 0.16 mm), mientras la corona externa estd formada por un ninero
similar de ganchos pequefios {de 0.10 a 12 mm) (Verster, 1969). A continuacién del escolex se
encuenira una zona de crecimiento con alta actividad mitdtica llamada cuello, que da origen al
estrdbilo. El estrébilo estd formade por una cadena de segmentos denominades proglétides, los
cuales se encuentran en distinto grado de diferenciacién, dependiendo de la posicion que ocupan
en el estrobilo. Los mas cercanos al cuello son inmaduros, sin 6rganos sexuales desarroilados.
Posteriormente, se observan los proglétidos maduros, que han desarrollado 6rganos sexuales
tanto masculinos como ferneninos, lo que caracteriza a estos parasitos como hermafroditas. Los
mds lejanos al escélex son los proglotidos gravides, por presentarse llenos de huevos.

El aparato genital masculine estd formado por numerosos testiculos de forma redondeada,
distribuidos en el parénquima del proglétido y conectados por finos canales eferentes que se
revnen para formar el conducto deferente o eyaculador, cuyo final se encuentra modificado para
formar un drgano muscular copulatorio {lamado cirro (Fig. 4). Este conducto desemboca en el
poro genital, en €] cual también se abre el atrio vaginal, que es el conducto femenino que recibe a
las espermatozoides y los conduce al receptaculo seminal conectado al oviducto donde se lleva a
cabo la fertilizacién en el mismo proglétido. El aparato femenino presenta un ovario constituido
por dos i6bulos grandes y uno pequefio, que libera los évulos hacia el oviducto. Después de la
fertilizacién en el oviducto, los huevos se rodean de células vitelinas que se forman en las
gldndulas vitelégenas cuando éstos pasan a través de la apertura del conducto vitelino y entran en

el ovotipo, E] ovotipo es una region bulbosa del conducto vitelino que estd rodeada por las
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Figura 4. El parasito adulto de Taenia solium. A. El escolex de T, solium observado en el

microscopio electrénico de barrido. B. Representacion esquemdtica del aparato reproductor y
meorfologia del proglétido madure. Ci, cirro; C, cuello; CEx, canal excretorio; CEy, conducto
eyaculador; DV, ducto vitelégeno; GM, glandulas de Mehlis; GV, glindulas viteldgenas; Ns,
tronco nerviose; Ova, ovario; Ovi, oviducto; Ove, ovotipo; PG, poro genital; RS, recepticulo

seminal; B, rostelo; Ts, testiculos; Ut, Gtero; V, ventosa.
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glandulas de Mehlis y las gldndulas viteldgenas, las que proporcionan secreciones mucosas y
serosas que probablemente sirven de substrato al embridforo. Finalmente, los huevos se acumulan
en el iitero, constituido por una formaci6n tubular rectilinea que presenta de 7 a 15 ramas laterales

(Aluja ef al., 1987).

Los huevos son el nico estadio de desarrollo en el cicle de vida de este pardsito que se
encuentra en el medio externo. En 7. solium, los huevos maduran en el {itero, observandose en su
interior la oncosfera o embridén hexacanto, llamado asi por presentar 6 ganchos (Fig. 5). La
oncosfera se encuentra en un estado inactivo o de “reposo”, el cual es modificado cuando las
condiciones son favorables para la continuacion del ciclo de vida del parasito, generalmente en el
intestino de su huésped intermediano. Los huevos son esféricos, miden de 31 a 56 micras de
didmetro y tienen apariencia radial cuando se observan bajo el microscopio de luz (Flisser ef af,,
1997). En el interier del embrion se han observado ganchos, fibras musculares y algunas células
en flama (Smyth, 1994). Varias envolturas se encuentran rodeando al embridn, cada una con
caracteristicas particulares (Laclette er al., 1982). El vitelo delimitado por su cdpsula constituye la
envoltura mds externa del huevo de 7. solium. Esta capa delgada y ldbil s¢ presenta como una
envoltura celular sincicial caracterizada por la presencia de elementos citoplismicos tales como
mitocondrias, glucogeno o incluso, nicleos celulares en los huevos mas jévenes. Esta envoltura
de vitelo no se encuentra presente en los huevos encontrados en la material fecal, y se sugiere que
se encarga de la proteccién y nutricion de la oncésfera antes de que el embridforo esté bién
formado. Por debajo de la envoltura vitelar se encuentra la membrana embrioférica externa, la
cual se presenia como una membrana flexible y discontinua con apariencia de crater, muy
relacionada con la superficie externa de! embridforo. El embriéforo e¢s la cubierta mas
importante del huevo. Protege al embrién mientras el huevo estd en el ambiente exterior y esta
formado por bloques electro-densos de proteinas parecidas a queratina, unidos por una sustancia
cementante. Estos bloques proteicos son resistentes a los jugos digestivos, no asi la sustancia
cementante, permitiendo la separacién de los bloques al pasar por el tubo digestivo del huésped,
liberandose asi la oncdsfera. La célula embrioférica, la cual se extiende por debajo de la

superficie interna de] embriéforo, es de origen sincicial y tiene una apariencia granular debido a la
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Figura 5. El huevo de Taenia solium. A. llustracién esquemadtica de la morfologia del huevo
(tomado de Slais, 1970). B. Corte de un huevo observado en el microscopio electrinico de
barrido. BE, bloques embrioféricas; Ca, cdpsula; CEm, célula embrioférica; E, embridforo; G,

ganchos; MO, membrana oncosferal; O, oncosfera; Vi, vitelo.
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presencia de abundantes elementos parecidos a ribosomas. Se considera que la funcion de esta
envoltura es 12 de sintetizar al embridforo. La envoltura mas intema es la membrana oncosferal,
ia cual es impermeable a las condiciones ambientales externas, pero se¢ vuelve pertneable cuando
se pone en contacto con el jugo géstrico, permitiendo la activacion del embridn expuesto

{Laclette et af,, 1982).

3. RELACION HUESPED-PARASITO EN LA INTERFASE

La interfase huésped-parisito es la regidn de contacto fisico y quimico entre ambos
organismos. El tegumento es la estructura parasitaria que interactia directamente con el huésped,
por lo que muchas de las fimciones son llevadas a cabo por este érgano (Willms ef al, 1982).
Dado que los céstodos carecen de tubo digestivo, el tegumento de estos parisitos no solo sirve de
proteccion, resistiendo la accidn de enzimas proteoliticas y la respuesta inmune del huésped, sino
que actia cotno una superficie metabdlicamente activa a través de la cual las secreciones pueden
ser transportadas, los nutrientes absorbidos y el material de desecho eliminado (Pappas y Read,
1975; Lumsden, 1975). El glicocalix muestra una serie de propiedades que permiten asociario con
diversas actividades. Contiene sitios de unidn catiénicos y anidnicos que proveen sitios de union
para varios electrolitos (Pappas, 1983). La habilidad del glicocalix de concentrar cationes puede
jugar un papel importante en la activacion de ciertas enzimas de la superficie parasitaria. Ademds,
el parasito parece conservar la carga electronegativa de su superficie a través de un recambio
continuo de Jos componentes del glicocalix, tal vez para evadir el ataque enzimatico e
inmunoldgico del huésped (Oaks y Lumsden, 1971; Trimble y Lumsden, 1975). Algunos
componentes del glicocdlix, y en especial las proteinas, se han fnvolucrado en funciones
importantes tanto para el pardsito como para la relacién que establece con su huésped. Algunas
proteinas aparentemente estin invelucradas en fenémenos de transporte de solutos, otras tienen
actividades enzimaticas y otras pudieran estar involucradas en la proteccion del pardsito contra su
huésped (Pappas y Read, 1975; Pappas, 1975; Arme, 1988; White er al., 1992; Hustead y

Williams, 1977; Hammerberg er al., 1980). Ademds, las glicoproteinas son generalmente muy
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inmunogénicas, por lo que han sido usadas en el desarrollo de pruebas inmunoldgicas para el

diagnéstico de la parasitosis (Grogl ef al., 1985; Tsang ef al., 1989; Feldman et al., 1990).

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 (Lacletie ef af.,
1989). Alrededor de los cisticercos, el huésped desarrolla una reaccién inflamatoriz de variable
intensidad que puede ir desde muy moderada, con escase infiltrado celular alrededor de pardsitos
viables, hasta muy intensa alrededor de pardsitos semidestruidos (Willms et af., 1980; Aluja y
Vargas, 1988; Escobar-Izquierdo, 1989). Las caracteristicas del infilrado celular y la
degeneraci6n del pardsito en el tejido muscular de cerdos infectados han llevado a clasificar fa
reaccion inflamatoria en siete grados de intensidad {Aluja y Vargas, 1988). Cabe hacer notar que
fos primeros grados de reaccidn son los que se observan alrededor de cisticercos viables. Con
algunas diferencias, algo similar ha sido observado en el parénquima cerebral de pacientes con
neurocisticercosis (Escobar-Izquierdo, 1989). Al principio se obscrvan grupos de linfocitos,
células plasmiticas y eosinéfilos localizados principalmente en frente de la entrada al canal
espiral. Este infiltrado celular aumenta en extensién y se acompafia con la aparicion de algunos
macrofagos. En esta etapa los pardsitos se encuentran viables y sin cambios morfolégicos,
correspondiendoe a los tres primeros grados descritos por Aluja y Vargas (1988), y representa un
47-65% de los cisticercos en un cerdo infectado. En etapas subsecuentes, tanto el pardsito como
la reaccién inflamatoria sufren modificaciones. Se observa la formacién de una reaccion de tipo
granulomatosa de variable intensidad airededor de la larva, produciendose ligeros cambios
degenerativos en la superficie del tegumento. Aumenta la cantidad de macréfagos y se observa la
formacién de agregados de linfocitos y muchos ecosinéfilos degranulados. En un grado mas
avanzado, la reaccion inflamatoria es més intensa, observandose degeneracion en ¢l tegumento y
cambios necrdticos en los citones tegumentales. Los agregados de linfocitos son de mayor tamafio
y se¢ observan células gigantes y numerosos fibroblastos. El mimero de eosinédfilos disminuye,
observandose necrosados muchos de ellos. En la etapa final, el parédsito estd completamente
degenerado. El mimero de linfocitos, células plasméticas y eosindfilos disminuye notablemente

en la zona granulomatosa; en cambio, se observa gran cantidad de fibroblastos, fibrocitos y
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células gigantes, Posteriormente, el lugar que ocupaba el pardsito estd totalmente invadido por
tejido fibroso y las células inflamatorias son muy escasas.

En la neurpcisticercosis humana la intensidad de la respuesta por parte del huésped
depende de la localizacion del pardsito en el sistema nervioso. Los cisticercos localizados en el
parénquima cerebral sobreviven muchos afios sin desencadenar una respuesta inflamatoria
considerable (Rabiela et ai., 1982; Escobar-1zquierdo, 1989).

Uno de los hechos més relevantes en la biologia de la relacion huésped-ténidos, es la
existencia de una inmunidad adquirida en el huésped intermediaric. Se produce una fuerte
inmunidad conira la oncoésfera y el estado post-oncosferal temprano de muchos 1énidos (Craig et
al., 1996). La presencia de una regpuesta inmune concomitanie ha sido demostrada en varios
modelos experimentales de cisticercosis. Por ejemplo, la infeccién de ratas con metacéstodos de
T. taenigeformis induce una resistencia pronunciada a la reinfeceion (Rickard y Williams, 1982).
En el caso de la cisticercosis porcina, cerdos infectados experimentalmente con huevos de T,
solium desarrollan resistencia a la reinfeccién al menos por ¢inco meses (Aluja ef al,, 1999),
Aparentemente, el huésped infectado es capaz de rechazar una nueva infeccidn, pero incapaz de
destruir a los cisticercos ya establecidos. En infecciones naturales, los cisticercos de un mistmo
cerdo son bastante homogéneos, sugiriéndose que todos fueton adquiridos en una misma
infeccién (Correa et al., 1987). Esto indica que el pardsito establecido posee mecanisimos de
evasion de la respuesta inmune que le permiten sobrevivir por largos periodos en huéspedes
inmunocompetentes. S¢ ha hablado de una modulacién de la respuesta inmune. En este respecto,
se ha observado una inhibicién en la proliferacion de linfocitos en respuesta a mitégenos en
humanos y cerdos infectados con cisticercos de T selium (Willms er al., 1982; Correa ef al.,
1989; Molinari et al., 1990; Molinari et al., 1993; Tato et al., 1995) y en ratones infectados
experimentalmente por T, crassiceps (Sciutto ef al., 1995). Ademds, se ha observado un retardo
en Ia cinética de proliferacion de linfocitos en pacientes con neurocisticercosis (Herrera et al.,
1994), No se conoce el mecanismo de la supresion de la respuesta inmune, sin embargo, se han
descrito diferentes factores que podrian estar participandol-en la misma. En la larva de 7.
taenigeformis se ha caracterizado un potente inhibidor de proteasas que inhibe la respuesta de

linfocitos tanto a mitégenos como a antigenos especificos (Suquet et ol., 1984; Leid ef al., 1984).
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Asimismo, se ha desctito en el cisticerco de T. solium un dimero péptido-RNA capaz de inhibir in
vitro 1a respuesta humoral y celular a antigenos parasitarios, asi como la produccién de diversas
citocinas como [L-2, [L-4, [FN-gamma y TNF-alpha (Arechavaleta ef al., 1998). Ademds, cste
factor es capaz de inhibir la inflamacién que rodea a pardsitos implantados subcutineamente en
ratones. Se ha propuesto que la ferninizacién de ratones machos inducida por los cisticercos de T,
crassiceps haciéndolos mis susceptibles a la infeccion podria estar involucrada en este fendmeno
(Larralde et al., 1995),

El mantenimiento de la relacién huésped-parisito en varios ejemplos de cisticercosis
tnvolucra, en parte, la habilidad del pardsito para impedir el aumenta de la reaceidén inflamatoria,
Al respecto, se ha descrito un antigeno denominade "B" (AgB), de cisticercos de 7. solium, que
tiene 1a capacidad de inhibir la via clasica del complemento a través de la inhibicion de la funcién
de Clqg (Laclette er al., 1992). Puesto que el complemento juega un papel central en la
modulacién de la reaccion inflamatoria, se ha sugerido que la secrecion de AgB al inhibir la
cascada del complemento en su paso inicial, disminuye la produccién de mediadotes
complementarios de inflamacién y contribuye a impedir el escalamiento de la reaccion
inflamatoria. Asimismo, se ha descrito la produccidén y/o secrecion de proteinas con capacidad de
degradar moiéculas citotéxica y de inhibir la cascada del complemento, como es el caso de la
taeniaestatina, una proteina de T. faeniaeformis que puede inhibir el factor D de la via alternativa
del complemento (Letd y Suquet, 1986; Laid ef al., 1986; Hammerberg et al., 1980; Leid, 1938).
También se han caracterizado proteinas de secrecion con la habilidad de inhibir la actividad de
proteasas del huésped y la quimiotaxis de neutrofilos y eosindfilos (Suquet ef af., 1984; Shepherd
ef al., 1991; Potter y Leid, 1986). Otre hecho notable en la evasién de la respuesta inmune por
estos pardsitos es la presencia de inmunoglobulinas y componentes del complemento en la
superficie de diversas larvas sin que les causen dafio aparente (Willms y Arcos, 1977; Threadgold
y Befus, 1977; Sogandares-Bernal y Voges, 1978; Siebert ef al., 1981; Correa er al., 1985; Leid,
1988). Estas inmunoglobulinas son internalizadas por el pardsito a través de endocitosis,
representando tal vez una funcion protectora generada por remocion inespecifica de todas las
inmunoglogulinas de la interfase huésped-parisito (Hustead y Williams, 1977; Ambrosio et al.,
1994),
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En la compleja relacion que se establece entre el cisticerco y su huésped también participa
la activacion diferencial de la respuesta inmune tipo Thl y Th2. Las células T estdn involucradas
en la respuesta inmune proteciora contra ia cisticercosis murina por 7. crassiceps, observandose
que ratones infectados cronicamente presentan inmunosupresién localizada de células T,
afectandose los eventos tardios en la via de sefializacion TCR-CD3, y presentdndose altos niveles
de IL-4 (asociada con la respuesta Th2) y bajos niveles de [1.-2 (Bojalil et al., 1993; Villa y Kubn,
1996). Asimismo, el crecimiento de la infeccién parasitaria estd relacionada con cambios en el
tipo de respugsta inmune que se genera en ¢l transcurso de la infeccién, caracterizada inicialmente
por una baja tasa de reproduccion del pardsitc acompafiada por una respuesta tipo Thl, la cual es
substituida por una fuerte respuesta tipo Th2 como la infeccién progresa en el huésped (Terrazas
et al., 1998). Estos hallazgos sugieren que la modulacién de la respuesta inmune en los

cisticercos facilitan la sobrevivencia del parasito.

4. ANTECEDENTES

Una variedad de procesos bioquimicos ocurren en la interfase huésped-parssito de los
céstodos, incluyendo absorcidn, secrecion, digestion y proteccién. Cada uno de estos procesos
juega un papel importante en la manutencién del estilo de vida parasitario, lo que ha permitido a
los céstodos mantenerse y competir con su huésped por los recursos disponibles (Pappas, 1983).
La absorcitn es la funcidn asociada a la interfase huésped-pardsito mds estudiada en los céstodos.
La utilizacidn de los matrientes en los parasitos al igual que en otros seres vivos, estd directamente
relacionada con el ambiente en el cual se desarrollan. Asimismeo, se ha observado la adaptacion
de los sistemas especificos de captacién de solutos dependiendo de las caracteristicas del medio
ambiente (Walmsley ef al., 1998). Los céstodos poseen diferentes mecanismos de transporte de
solutos organicos: difusion simple, difusion facilitada y transporte activo (Pappas y Read, 1975).

Los céstodos absotben y consumen grandes cantidades de carbohidratos guardando el
exceso como glucogeno, el cual es degradado y utilizado en condiciones de carencia de

carbohidratos (Roberts, 1983). En todos los estadios parasitarios se observan cantidades
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relativamente grandes de polisacaridos, principaimente en forma de glucogeno (Read y Simmons,
1963). Los céstodos adultos tienen requerimientos sustanciales de carbohidratos para llevar a
cabo en forma éptima su desarrollo y reproduceién (von Brand et ol., 1964; Smyth, 1969). Las
larvas aceleran su crecimiento y maduracién en altas concentraciones de glucosa {Graham y
Bemtzen, 1970). La glucosa es el principal monosacdrido utilizado por estos pardsitos para
obtener energia y es el Unico monosacdrido glicogénico en algunas especies de céstodos (Pappas
y Read, 1975). Es por esto que la mayoria de los reportes caracterizandoe el transporte de
monosacaridos en céstodos han estudiado el transporte de glucosa. Su transporte, en diversas
especies de céstodos, se lleva a cabo por sistemas saturables, sensible a cambios de pH e
inhibidos por monosacaridos estructuralmente relacionados y diversos agentes quimicos (Pappas
y Read, 1975). Todas estas propiedades indican que el transporte de glucosa en la membrana
iegumental es mediado por sistemas de acarreadores especificos. La absorcion de carbehidratos
en los pardsitos adultos de Hymenolepis diminuta, H. microstoma, T. taeniaeformis y
Calliobothrium verticulatum, se lleva a cabo contra un gradiente de concentracidn, es dependiente
de sodio e inhibido por ouabaina, similar a lo que ocurre en las células intestinales de los
mamiferos (Phiffer, 1961; Fisher y Read, 1971). Este tipo de transporte activo de nutrientes es
muy favorable en el ambiente donde se desarrollan los gusanos adultes dado que las
coticentraciones de carbohidratos en el intestino son muy variables, llegando incluso a ser muy
bajas. En contraste, las larvas viven en un ambiente donde las concentraciones de glucosa son
altas y se mantienen relativamente constantes, por lo que seria de esperarse que una parte
considerable del movimiento de azucares sea llevado a cabo principalmente por difusion
facilitada. En las larvas de T. crassiceps, T. taeniaeformis y H. diminuta el transporte de plucosa
es parcialmente sensible a sodio e inhibido por florizina, sugiriendo que dos tipos de sistemas de
transporte operan en la superficie de la larva, uno de los cuales no es dependiente de sodio (von
Brand et al., 1964; Arme et al., 1973; Pappas y Read, 1973). Sin embargo, la larva de T
taeniaeformis es incapaz de absorber glucosa contra un gradiente de concentracién, es decir,
cuando la concentracién externa de glucosa es menor que fa concentraciém interna del parasito
{von Brand et al., 1964). Ademas, e] transporte de glucosa en T. erassiceps es inhibido por 12

floretina y la floricina, pero no es inhibido por la ouabaina, 1a cual bloquea los movimientos de
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sodio de la ATPasa/Na’, inhibiendo el transporte activo de glucosa dependiente de sodio (Pappas
y Read, 1973). Dos tipos de transporte de glucosa han sido localizados en diferentes tejidos del
cisticercoides infectivo de H. diminuta. En la superficie de la pared vesicular se lleva a cabo la
absorcién de este nutriente principalmente por difusion facilitada, la cual es perdida cuando la
larva evagina; mientras, en la membrana plasmatica del escélex se desarrolla un tipo de transporte
activo dependiente de sodio, similar al de los adultos (Rosen y Uglem, 1988). Este tipo de
transporte es observado 75 minutos post-evaginacidn, y aumenta considerablemente entre las 4-6
horas siguientes (Rosen ef al., 1994). Sin embargo, puesto que el escélex invaginado no tiene
contacto directo con el medio que rodea a la larva, ésta es dependiente de las propiedades

absortivas de su pared vesicular (Arme, 1988).

En ¢l cisticerco de 7. solium son escasos los trabajos sobre absorcidén y metabolismo de
glucosa. Las proteinas que median la captacién y distribucién de glucosa no han sido purificadas
ni caracterizadas. Asimismo, se desconoce la importancia de estas proteinas para el pardsito y la

relacién que establece con su huésped.

La facilidad para secuenciar el DNA ha permitido determinar la estructura primaria de los
transportaderes de aziicares de muchos organismos. Tales estudios han revelade que se trata de
una familia de proteinas estructuralmente relacionadas en organismos eucariontes y procariontes,
que pertenecen a una superfamilia principal con mas de quince distintas familias (The Major
Facilitator Superfarnily, MFS) (Maiden et al,1987; Baldwin, 1993; Tetaud es al, 1997;
Walmsley er al., 1998; Pao ef al., 1998). Esta familia, 1a cual serd referida como la familia de los
transportadores de azocares (SP), incluye los transportadores pasivos de glucosa de los
mamiferos, asi como transportadores tanto pasivos como activos {simporter azcar/H") de plantas
superiores, algas verdes, protozoarios, levaduras, cianobacterias y eubacterias. Estas proteinas no
parecen estar relacionadas con los transportadores manejados por PEP y ATP en bacterias, ni a
los transportadores de Glucosa/Na™ encontrados en [a membrana plasmdtica apical de las células

epiteliales del intestino y del rifién en mamiferos.
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Las protefnas que pertenecen a esta familia de transportadores de azicares son proteinas
integrales de membrana con un tamafio molecular promedio de 50-55 kDa. Mueckler y col.
{1985), clonaron y secuenciaron ¢l gen que codifica para el transportador de glucosa de
eritrocitos humanos, GLUT]. El analisis de hidrofobicidad de la secuencia de aminocicidos
predicha para GLUT) reveld que esta proteina era altamente hidrofobica y sugirieron gque
aproximadamente el 50% de la protefna se inserta en 1a bicapa lipidica. Basados en estos andlisis
y en ensayos de digestion proteolitica vectorial, propusieron un modelo de topologia en la
membrana para GLUT!, en el cual la proteina estd formada por 12 regiones transmembranales
quedando las regiones amino y carboxilo terminales de la proteina orientadas hacia el interior de
la célula (Fig. 6). Esta orientacién en la membrana plasmética ha sido confirmada por estudios
usando anticuerpos dirigidos contra diferentes regiones de la proteina GLUTI1, y mutantes para
sitios de glicosilacién, expresadas en Xeropus (Davies et al., 1987; Haspel et al., 1988; Hresko et
al., 1994). Ademsas, muchos de los miembros de esta familia tienen una asa hidrofilica grande
externamente otientada entre los dos primeros segmentos transmembranales, y otra asa grande
orientada citopldsmicamente entre los segmentos M6 y M7. Ofra caracteristica de los
transportadores de glucosa es la presencia de un sitio 1inico de N-glicosilacién en la primera asa
externa, involucrado en la funcién de transporte en células de mamiferos (Asano ef al., 1991;
Feugeas et al., 1991).

Hasta ¢! momento, se han descrito cinco miembros de la familia SP en mamiferos
{(Mueckler, 1994), Estas proteinas estdn expresadas de una manera especificas en células y
tejidos, y exhiben distintas cinéticas y propiedades reguladoras que reflejan su papel funcional
especifico (Baldwin, 1993). En parasitos, se han realizado grandes avances en la caracterizacion
molecular de estas proteinas en protozoarios del género Leishmania y Trypanosoma (Langford et
al., 1994; Tetaud et al., 1997), asi como en el plateiminto Schistosoma mansoni (Skelly et al,,
1994). La funcién de estas proteinas ha sido verificada por expresion en ovocitos de Xenopus y
células CHO, caracterizandose 7 transportadores de hexosas y un transportador de mio-inositol
homologo en protozoarios, y dos transportadores de hexosa en Schisfosoma. Algunas de estas
proteinas se expresan diferencialmente durante el ciclo de vida de estos parisitos (Caimns ez al.

1989; Bringaud y Baltz, 1992; Bringaud y Baltz, 1993; Skelly y Shoemaker, 1996). La expresion

21



diferencial de las proteinas asi como las diferencias en la afinidad por los sustratos entre los
diferentes transportadores han sido relacionadas con las condiciones fisiolégicas experimentadas

por estos pardsitos (Barrett er al., 1998; Skelly ef al., 1998),

—] ——————our
1 12
e ————end p———— N

N c

Figura 6. Modelo de orientacion en la membrana plasmética de GLUTL. Las 12 regiones
transmembranales son mostradas como cajas y estin numeradas del 1 al 12. El sitio de N-
glicosilacion entre las dos primeras regiones transmembranales es mostrado. Los extremos amino
(N) y carboxilo (C) terminales estdn orientados al interior de Ia célula (tomado de Gould y

Holman, 1993).
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I11, HIPOTESIS

Dado que la larva o cisticerco de 7. solium, se desarrolla en un ambiente donde la
concentracion de glucosa es alta y se mantiene relativamente constante, es de esperarse que el
parisito utilize preferentemente la difusion facilitada como sistema de transporte para internalizar
la glucosa del medio externo, y para distribuir el aziicar a través de la pared vesicular del parésito.

Por lo tanto, se espera aislar, caracterizar e identificar las moléculas transportadoras involucradas.

IV. OBJETIVO

El objetivo del presenie trabajo fue la caracterizacion molecular del sistema de transporte
de glucosa mediado por proteinas facilitadoras en el cisticerco de 7. solitm. La caracterizacion de
e¢stas proteinas, asi como su localizacion en los tejidos del pardsito permite proponer una
hipétesis sobre la funcidn especifica de los trangportadores encontrados en los distintos

compartimentos paragitarios.

METAS ESPECIFICAS.

1. Clenar y caracterizar molecularmente proteinas con caracteristicas de transportadores
facilitadores de glucosa, a partir de la biblioteca de ¢cDNA de cisticercos de 7. sofium,

2. Expresar las clonas obtenidas en un sistema heterdlogo (ovocitos de Xemopus) que nos
permita caracterizarlas funcionalmente como transportadores de glucosa.

3. Realizar estudios de inmunolocalizacién de las proteinas sobre ¢l tejido parasitario, a través
de Ta produccion de anticuerpos especificos, para proponer su papel en el pardsito.

4. Caracterizar la respuesta inmune humoral inducida por las proteinas en pacientes con

neurocisticercosis, mediante ensayos de Western blot,
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III. HIPOTESIS

Dado que la larva o cisticerco de 7. solium, se desarrofla en un ambiente donde la
concentracion de glucosa es alta y se mantiene relativamente constante, es de esperarse que el
pardsito utilize preferentemente la difusion facilitada como sistema de transporte para internalizar
la glucosa del medio externo, y para distribuir el azicar a través de la pared vesicular del parésito.

Por lo tanto, se espera aislar, caracterizar e identificar las moléculas transportadoras involucradas.

Iv. OBJETIVO

El objetivo del presente trabajo fue la caracterizacién molecular del sisterna de transporte
de glucosa mediado por proteinas facilitadoras en el cisticerco de T. solium. La caracterizacién de
estas proteinas, asi como su localizacién en los tejidos del pardsito permite proponer una
hipbtesis sobre la funcién especifica de los transportadores encontrados en los distintos

compartimentos parasitarios.

METAS ESPECIFICAS.

=

. Clonar y caracterizar molecularmente proteinas con caracteristicas de transportadores
facilitadores de glucosa, a partir de la biblioteca de cDNA de cisticercos de T. solium,
2. Expresar las clonas obtenidas en un sistema heterdlogo (ovocitos de Xenopus) que nos
permita caracterizarlas funcionalmente como transportadores de glucosa.
3. Realizar estudios de inmunolocalizacion de las proteinas sobre el tejido parasitario, a través
de 1a produccion de anticuerpos especificos, para proponer su papel en ¢l parasito.
4. Caracterizar la respuesta inmune humoral inducida por las proteinas en pacientes con

neurocisticercosis, mediante ensayos de Western blot.
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V. MATERIALES Y METODOS

1. MATERIALES BIOLOGICCS

A. Pardsitos. Los cisticercos de T. solium fueron obtenidos por diseccién de misculo
esquelético de cerdos infectados. Los cisticercos de 7. crassiceps fueron obtenidos de la cavidad
peritoneal de ratones BALB/c mantenidos en el laboratorio. El pardsito adulto de T. saginata fue
gentilmente donado por la Dra. A, Aluja (Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, UNAM)
y el parasito adulto de T. solium, fue obtenido de hamster experimentalmente infectado,
amablemente proveifdo por J. Ambrosio y A. Flisser (Facultad de Medicina, UNAM). Todos los
tejidos se lavaron con solucion salina amortiguada con fosfatos, pH 7.2 (PBS) y répidamente
fueron congelados a ~70°C hasta su uso, en algunos casos previa inclusién en Tissue-tek (Miles

Inc.}.

B. Anticuerpos y sueros. Para la produccidn de anticuerpos (Ac) especificos contra cada
una de las TGTPs se sintetizaron los péptidos correspondientes a la region carboxilo terminal de
las proteinas TGTP1 (NH2-CEAATALRRSDEEDAKVDA-COOH) y TGTP2 (NH2-
CRSLPSENGENMTKSDRVKF-COOH). Los péptidos fueron acoplados a albimina bovina y se
usaron para inmunizar conejos como se describe en Zhong et al., (1995). Los Ac dirigidos contra
cada una de las TGTPs fueron purificados, a partir del suero de los conejos inmunizadas, por
cromatografia de afinidad hacia cada péptido acoplado a ovalbimina conjugados a columnas
HiTrap NHS-activadas (Pharmacia Inc.). Los Ac retenidos, denominados Ac o-TGTPlc y a-
TGTP2c respectivamente, fueron eluidos en glicina 0.1 M, pH 2.5, neutralizados con Tris pH 8.0
y dializados exhaustivamente en PBS. Los sueros de pacientes cisticercosos (30 sueros) y de
pacientes con problemas neurolégicos, negativos para cisticercosis (30 sueros), fueron
amablemente suministrados por D. Correa (Instituto Nacional de Diagnéstico y Referencia
Epidemiologica, México, D.F.). Los sueros de ratones infectados con cisticercos de 7. crassiceps
fueron obtenidos por sangrado de la cola de animales con 2 meses de infeccion. Todos los

anticuerpos y sueros fueron almacenados a -20°C hasta su uso.
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C. Células eucariotes y bacterias. Para la expresién proteica en células de insecto
infectadas con baculovirus se usé la linea celular de cultivo Sf9, derivada del insecto Spodoptera
Jrugiperda (Eukaryotae; Metazoa, Arthropoda; Tracheata; Insecta; Pterygota; Lepidoptera;
Noctuoidea; Noctuidae; Spodoptera). Las cepas de Escherichia coli utilizadas en el presente

proyecto fueron:

C600HfIA

fenotipo: supF44 hsdR thi-1 leuB6 lac¥1 tondA21 hlA150 [chr: Tn0(tef)]
TGl

fenotipo: supE hsdDS thi D(lac-prodB) FtraD36 prodB lacl lacZDM15)
XL1-BLUE

fenotipo: recAl endAl gyrA96 thil hsdR17 supE44 relAl D{lac-proAB) F’proAB
lacPZDM15 Tn10 (fer’)

D. Bibliotecas de cDNA. En ¢l laboratorio se dispone de bibliotecas de cDNA con insettos
de tamaiio seleccionado (> 2 kb) del cisticerco de T. solium, construidas en el bacteridfago Agtl0
comno se describe en Landa et af., (1993). La biblioteca de ¢cDNA de parasito adulto de T. solium,
construida en el fagémido AZapIl, fue suministrada por el Dr. Landa (Facultad de Medicina,
UNAM).

2. METODOS DE BIOLOGIA MOLECULAR.

A. Titulacion de las bibliotecas. Se titularon las bibliotecas de cDNA construidas en los
bacteriéfagos Agtl0 y AZapll (Sambrook et al., 1989). Se hizo una dilucion 1:50 de un cultivo
nocturno de las cepas C600hfa” y XL1-blue, respectivamente, en medio Luria-Bertrani (LB) con
0.2% de maltosa. Se incub6 a 37°C por 2 h y se centrifugé a 4000 g por 10 minutos a temperatura
ambiente, El precipitado de bacterias fue resuspendido en un décimo del volumen inicial en
MgS0; al 0.01 M, estéril. Estas bacterias fueron infectadas con diferentes diluciones de cada una

de las bibliotecas. La infeccion se llevd a cabo a 37°C durante 20 minutos. Posteriormente, las
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células fueron sembradas en medio LB sélido formande un tapete con medio LB top-agar
(0.75%) y se incubaron teda la noche a 37°C. Al dia siguiente se contaron las placas formadoras

de Lisis (pfl) y se escogid la dilucién adecuada para llevar a cabo los tamizajes.

B. Busqueda de clonas en las bibliotecas de cDNA del cisticerco de T. solium.

i)Obtencion de sondas. Una sonda fue obtenida como se describe en Rodriguez-Contreras
{1996). Brevemente, para obtener la sonda se sintetizaron los oligonucledtidos degenerados GTP-
2CG y GTP-3CG (Tabla I, pag. 37), a partir de regiones conservadas en la secuencia de
aminoéacidos de transportadores de glucosa humanos y de S. mansoni. Se realizd una Reaccién en
Cadena de la Polimerasa (PCR) usando como templado DNA de los fagos de Agtl0 de la
biblioteca de cDNA del cisticerco de T. solium. El producto de PCR fue separado en geles de
agarosa al 1% en Tris-acetato (TAE). Se recortd la regi6n del gel donde migra la banda de DNA
de 500 pb, y se purificé por afinidad al polvo de vidrio. Se hizo un segundo PCR a partir del
purificado anterior bajo las mismas condiciones que el primero. El fragmento de DNA, de tamaiio
esperado, se purificé por la misma técnica y se usd como sonda en el tamizaje de la biblioteca
usando condiciones de alta astringencia (hibridacién a 65°C y lavados con $SC 2X), resultando
en el aislamiento de las clonas de TGTP2. Una segunda estrategia para el aislamiento de ¢lonas
de esta biblioteca de cDNA fue usar DNA conteniendo la regién codificadora amino terminal (1
Kb} del transportador de glucosa de S. mansoni, SGTP1 (Skelly e al., 1994). El fragmento de
DNA fué marcado radiactivamente y usado en el tamizaje de la biblioteca en condiciones de baja
astringencia (hibridacion a 50°C y lavados con SSC 6X). Clonas diferentes a TGTP2 fueron
seleccionadas mediante ensayos de restriccitn, Esta estrategia didé como resultado el aislamiento
de las clonas de TGTPI. Las sondas de las regiones codificadoras completas de TGTP1 v TGTP2
fueron obtenidas por PCR usando las parejas de oligonucledtidos TGTP1X1-TGTPIX2 y
TGTP2XOA-TGTP2XOB, respectivamente {Tabla I, pag. 37).

ii) Marcaje radiactivo de las sondas. Las sondas fueron marcadas radiactivamente con 2P

(Amersham International, PLC) por el método de "Random Primer” usando el Random Primer
DNA Labeling Kit {U.S.B. Corporation).
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iii) Tamizaje de las bibliotecas de ¢cDNA en Agti0 y AZapll. Los tamizajes se realizaron
siguiendo la técnica de Benton y Davis (1977). Las bacterias fueron infectadas y sembradas en
medio LB sélido como se describié previamente. Las cajas se incubaron toda la noche a 37°C.
Los fagos obtenidos en las pfl fueron transferidos a membranas de nylon (Amersham
Intemational, PLC) por duplicado. Los filtros fueron tratados con una sclucién desnaturalizante
{NaOH, 1.5 M; NaCl, 0.5 M) por 10 minutos y posteriormente neutralizados con una solucion de
Tris-HCl al 0.5 M (pH 7.4) y NaCl al 0.5 M. El DNA de los fagos fue fijado a las membranas por
exposicién a luz U.V.(120 milijoutes/cm?). Las sondas fueron usadas en el tamizaje de 80000
fagos en condiciones de alta y/o baja astringencia (ver arriba). Las sefiales de hibridacidn fireron
detectadas por autogradiografia después de la exposicidn de los filtros por 12-24 h a -70°C, con
pantalla amplificadora, Las placas se recuperaron directamente de las cajas de petri por succi6n
con pipeta Pasteur colocandolas en 200 pl de SM. Se dejé difundir los fagos a 37°C por 2h y se
guardaron a 4°C para su posterior andlisis.

C. Amplificacion del DNA por PCR. En general, las reacciones se llevaron a cabo como
sigue: se realizaron 25 ciclos a 94°C como temperatura de desnaturalizacién por 30 segundos;
50°C como tempertatura de “annealing” por 1 minute y 72°C por 1 minuto, como tiempo de
extensién. En algunos casos, la temperatura de *“annealing” pudo variar segin la temperatura
optima para la pareja de oligonlucleotidos usados. Los productos de las reacciones fueron
sometidos a electroforesis en un gel de agarosa al 1% en TAE. Los fragmentos amplificados

fueron purificados por afinidad a polvo de vidrio.

D. Transformacion bacteriana. Células bacterianas de las cepas TGl y XL1-blue de £
coli fueron preparadas para electroporacién de la siguiente manera: las bacterias se crecieron a
37°C hasta una densidad de 0.5-1.0. El cultivo fue centrifugado a 4000 g por 15 minutos y el
pellet bacteriano se resuspendio en un volumen similar de agua bidestilada estéril. Se centrifugé
bajo las mismas condiciones y se resuspendi el pellet en 0.5 voltmenes de agua. Se hicieron tres
lavados mas 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 en
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alicuotas de 40 ul. Se electroporé 1-2.5 ml de la mezcla de ligacion en 40 pl de las células
bacterianas en el "Electro Cell Manipulator®600" (BTX, INC.). Las bacterias transformadas
fueron crecidas en 1 ml de medio LB por 1 h y sembradas sobre cajas del mismo medio con

ampicilina (100 pg/ml),

E. Purificacién del DNA de pldsmido a partir de las bacterias transformadas. Se inoculd
una colonia aislada de cada clona a purificar, en S ml de medio LB con ampicilina (100 pg/mi) v
se dejd crecer a 37°C durante teda la noche con agitacién continua. El cultivo fie centrifugado a
16000 g durante 20 segundos y el pellet bacteriano fue sometido a lisis alcalina como se describe
en Zhou er al. (1990). EI DNA fue sometido a precipitacion etanélica y resuspendido en agua
estéril conteniendo RNAsa a una concentracién de 100 pg/ml. En el caso del vector AZapll se
hizo la excision de fagémidos. Este vector tiene la particularidad de que se puede manipular para
dar origen al fagémido pBluescript SK', a través de un proceso de excision que necesita de un
fago ayudador y de una cepa bacteriana de E. colf no supresora, que impida la replicacion del fago
ayudador, Las clonas positivas se sometieron al proceso de excisién, usando el sistema del fago
ayudador ExAssist y de la cepa bacteriana SOLR (Stratagene, USA) de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. Posteriormente a la excisidn, el DNA fue purificado como se

describié arriba.

F. Subclonacion en el vector Mi3. Los fragmentos de DNA respectivos, amplificados por
PCR usando los oligos Agtl0 5 y AgtlQ 3’ (Tabla I, pag. 37), fueron ligados al fago M13mpl19
previamente digerido con la enzima Smal, a 16°C durante toda la noche. Células bacterianas de la
cepa TGl de £. coli fueron transformadas por electroporacién (ver inciso 2D), y sembradas sobre
medio LB sélido en una capa de agar al 0.7%, 1.5 mg de Blue-gal y 0.48 mg de IPTG. Las
bacterias infectadas por el fago se identificaron por las placas de crecimiento lento formadas entre
el tapete de bacterias no infectadas vy, entre €stas, las que poseian el inserto por ser translicidas a
diferencia de las placas azules que poseian el fago sin inserto (Sambrook ef o/, 1989). Para
purificar el DNA de cadena sencilla de estas clonas, se inoculd 3.5 ml de medio LB fresco con

100 ml de un cultivo nocturno de células TG1 con cada templado y se dejo crecer a 37°C por 5-6
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h con agitacion continua. El cultivo fue centrifugado a 16000 g durante 10 minutos, v los fagos
presentes eén el sobrenadante fueron precipitados con polietilenglicol al 4% y NaCl al 0.5 M
(PEG). Las proteinas viricas fueron extraidas con fenol-cloroformo y el DNA fue sometido a

precipitacion etandlica.

G. Secuenciacion del DNA. La reaccion de secuenciacién se Hevd a cabo por el método de
terminacion de cadenas por dideoxinucledtidos (Sanger er al., 1977), utilizando el kit de
secuenasa version 2.0 (U.S.B. Corporation). Las reacciones de secuenciacion fueron sometidas a
electroforesis en geles de acrilamida 6 y 4%, bisacrilamida 0.4% y urea 50% en TBE. Las clonas
obtenidas del tamizaje de las bibliotecas fueron secuenciadas en ambas direcciones, mediante ¢l
disefio de oligonuciedtidos sintéticos {Tabla 1, pag. 37). Las clonas obtenidas para expresion
fueron secuenciadas en los extremos para verificar la orientacién y marco de lectura correcto. En
el caso del DNA de plasmido, éste se desnaturalizd previamente como se describe por Barker

(1993).

H. Andlisis de las secuencias. Los andlisis por computadora de las secuencias obtenidas
fueron Ilevados a cabo con el programa PC/GENE (Intelligenetics, INC.). Las secuencias usadas
en la alineacidn se encuentran disponibles en GeneBank (ver anexo 1). Las secuencias de
aminoacidos se alinearon usando el algoritmo Clustal implementado en el programa DNAMAN
(Lynnon BioSoft, 1994-1997); posteriormente la alineacion se obtimizé manualmente. En los
analisis de inferencia filogenética se excluyeron las regiones altamente variables (ver la
alineacion usada en el anexo 2).

El anatisis de inferencia filogenética por el método de Parsimonia se hizo con el algoritmo
de “Branch-and-Bound” del programa PAUP {Swofford, 1990). La topologia obtenida se evalud
con 100 réplicas de Bootstrap usande como grupos extemnos las secuencias LACPKL, QYANEU
y MALG61Y (ver anexo {}. Las condiciones empleadas en el andlisis con PAUP fueron las
preestablecidas (default) en el programa.

Los anélisis realizados con métodos de distancia se hicieron con el programa MEGA

(Kumar er al., 1993). Las distancias entre secuencias se calcularon con la férmula de Distancia P,
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y los arboles se construyeron con el algoritmo de Neighbor-Joining con un Bootstrap de 1000

réplicas.

1. Elaboracion de las construcciones de expresion en Xenopus. La region codificadora
completa de cada una de las TGTPs fueron amplificadas por PCR usande os oligonucledtidos
TGTP1-X1 y TGTP1-X2 {para TGTP1) y TGTP2-XOA y TGTP2-XOB (para TGTPZ}, ios cuales
contienen en sus extremos 5' los sitios de restriccién BamHI (TGTP1) y Bglll (TGTP2). Los
fragmentos de DNA abtenidos fueron purificados por afinidad al polve de vidrio, digeridos y
ligados en el vector de transcripcion pSP64T (ver anexo 3), previamente digerido con BamHI, de
tal forma que el RNA pudiera ser sintetizado ir vitre a partir del promotor SP6 (Melton et al.,
1984). Se aisld por lo menos una clona positiva, orientada correctamente con respecto al
promotor SP6, de cada una de las proteinas y el DNA de los plismidos recombinantes fue
purificado usando un kit para purificacion de DNA plasmidico (BIGprep Plasmid DNA
preparation Kit; SPRIME —» 3PRIME, Inc.), linearizado “dovwmstream” de la secuencia de
poliadenilacién del vector, y utilizado para sintetizar RNA in vitro usando el mCAP mRNA
Capping Kit (Stratagene Cloning Systems), segtn las instrucciones del fabricante con la
excepcion de que a cada reaccion se le afiadié 40 unidades de RNAsina y 40 unidades de SP6
RNA polimerasa de Promega (Skelly ef al., 1994).

}. Elaboracion de las construcciones para la expresion de las TGTPs en las células S9.

i) Subclonacion en el vector pVL1393 y co-transfeccidn con baculovirus en las células
Sf9. Para la expresion de las proteinas en este sistema, las secuencias codificadoras completas de
TGTP1 y TGTP2 fueron amplificadas por PCR como se describe arriba (inciso ). Los fragmentos
de DNA purificados por afinidad al polvo de vidrio, fueron digeridos con BamHI (TGTP1) y
Bglll, v subclonados en el vector de transferencia a baculovirus pVL1393 (ver anexo 3),
previamente digerido con BamH]I. Los plasmidos recombinantes conteniendo las secuencias de
estas proteinas en orientacion correcta fueron purificados usando el Kit para purificacién de DNA
plasmidico “BlGprep Plasmid DNA preparation Kit” (SPRIME — 3PRIME, Inc.), mezclados con
el DNA del baculovirus (BaculoGold Baculovirus DNA, Pharmingen, Inc.) y usados para co-
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transfectar la linea celular Sf9 con una suspensién de liposomas (Insectin, Invitrogene
Corporation) siguiendo !as instrucciones de la casa comercial. Los baculovirus recombinantes
fueron recuperados por centrifugacion de los cultivos a 1000 g durante 2 minutos a 4°C. El
sobrenadante conteniendo las particulas virales, fue almacenado a 4°C.

ii) Cultivo de las céluias de insecto Sf9. Las células de insecto fueron cultivadas en ei
medic Grace suplementado para células de insecto (GIBCO, BRL) con 10% de suero bovino fetal
y 0.3% de gentamicina, e incubadas a 27°C, Para la infeccién con el baculovirus recombinante, se
colocod las células en frascos de cultivo de 25 cm’, y se dejaron adherir por 15 minutos. Se retir6
el sobrenadante y se¢ agregdé 3-4 ml de medio de cultivo méas la cantidad adecuada del
sobrenadante que contenia las particulas virales. Para obtener alto titulo de virus, las células se
incubaron a 27°C durante 72-96 h, mientras que para obtener las fracciones de membrana de las

células infectadas, se recuperaron las células a las 48 horas de infeccién,

K. Elaboracién de las construcciones de las TGTPs en pRSET y pcDNA3. Para la
elaboracién de las construcciopes de las protefnas recombinantes completas y/o los péptidos
correspondientes al asa externa que se forma entre las dos primeras regiones transmembranales
({TGTP1, aa 1-93; TGTPZ, aa 1-90), se usaron los vectores pRSET y pcDNA3 {ver anexo 3).
Usando la mezcla de oligonuciedtidos adecuada, se amplificé la region codificadora de cada
proteina o fragmento de ia misma a expresar. Para la proteina completa TGTP] se usaron los
oligonucledtidos TGTP1-X1 y TGTP1-X2. Parz el fragmento amino terminal de esta proteina se
usé TGTP1-X1 y TGTPI-X3A para la clonacién en pRSET, y TGTP1-X1 y TGTP1-X3B para
pcDNA3. Los oligonucledtidos usados para TGTP2 fueron TGTP2-XO0A y TGTP2-XOB, y en el
caso del fragmento amino se us¢ TGTP2-XOA y TGTP2-XOC para pRSET, y TGTP2-XOD y
TGTP2-XOC para pcDNA3 (Tabla I, pag. 37). Los fragmentos de DNA obtenidos fueron
putificados por afinidad al polvo de vidrio y digeridos en los extremos con las enzimas de
restriccién correspondientes para posteriormente ligarlos al vector previamente tratado (pRSET A
para TGTP1, y pRSET B para TGTP2). La reaccidn de ligacién se llevé a cabo toda la noche a
16°C, empleando la enzima DNA T4-ligasa segiin las instrucciones de la casa comercial (BioLab,

Co.). Las bacterias competentes fueron transformadas por electroporacion (ver inciso 3D) y se
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crecieron en medio LB sdlido con ampicilina (100 pg/ml) durante 24 h. Las clonas positivas
otientadas correctamente fueron seleccionadas por ensayos de restriccion y confirmadas por
secuenciacion de los plismidos recombinantes en las repiones de ligacién usando los

oligonucledtidos pRSET-HU y pRSET-HUR en el caso del vector pRSET (Tabla I, pag.37).

3. METODOS BIOQUIMICOS E INMUNOQUIMICOS.

A. Obtencidn de la fraccidn de membrang de células de insecto y tejido parasitario. Las
fracciones de membrana fueron preparadas como se describe en Ramwani y Mishra (1986). Las
células de insecto fueron resuspendidas en PBS con inhibidores de proteasas (TLCK 100 mM,
PMSF 1imM y leupeptina 1 mM) a 4°C, y se sonicaron a 250 W por 15 segundos, tres veces. Se
afiadieron 10 volimenes de sacarosa al 20% a la suspensién y se centrifugd a 1000 g por 10
minutos a 4°C. El sobrenadante obtenido fue centrifupada a 100 000 g por 1 h & 4°C. EI peliet fue
resuspendido en amortiguador de corrida (SDS al 3%, urea al 4 M, glicerol al 10%, Tris-HCL al
100 mM, pH 6.8), y congelado a -20°C hasta su uso. La fraccién de membrana de cisticercos fue
preparada signiendo la misma téenica con la excepeién de que antes de 1a sonicacidn, los
cisticercos congelados fueron homogenizados usando un Polytron (Brinkmann Instruments, Co.)

2 mdxima velocidad por 1-2 minutos, a 4°C.

B. Cuantificacion de proteinas. La cuantificacion de proteinas se llevd a cabo con el kit
para diche fin basado en la técnica de Bradford (1976), “Bic-Rad Protein Assay” (BioRad, Lab.).

Se uso albamina sérica bovina (BSA) como patrdn,

C. Electroforesis en geles de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE). La
composicién polipeptidica de las fracciones obtenidas fue determinada por SDS-PAGE, usando
geles al 10, 12.5 y 15% de acrilamida, de acuerdo al método descrito por Laemmli {1970). La
visualizacion de las bandas proteicas se realizé por tincidn de los geles con azul brillante de
Coomassie. Para la determinacién de los pesos moleculares se utilizé una mezcla de proteinas

globulares (Bio-Rad Lab., y/¢ Sigma) coino patrones.
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D. Electrotransferencia de proteinas. Previamente a la transferencia, se resolvieron por
SDS-PAGE las bandas proteicas de las fracciones nsadas. La cantidad de proteina aplicada por
minigel fue de aproximadamente 100-150 mg de las fracciones de proteinas. Las protefnas fueran
transferidas a membranas de nitrocelulosa (Towbin ef al,, 1979). La transferencia se llevd a cabo
4 1 amperio constante por 35 minutos. Para evaluar la calidad de la transferencia se tifid el papel
de nitrocelniosa con solucidn de Panceau S (Sigma). El colorante fue lavade con abundante agua
destilada. El papel de nitrocelulosa usado en las transferencias se recortd en tiras segin los
esquemtas de ensayos a realizar

i} Reconocimiento de proteinas por los Ac o-TGTPs. Las tiras fueron blogueadas con
leche descremada al 5% en PBS-Tween 20 af 0.05% durante toda la noche a 4°C con agitacién
constante. Se lavaron tres veces con PBS-Tween 20 por 5 minutos (cada vez) y se incubaron con
los Ac o~-TGTPI o o-TGTP2 a diferentes diluciones en PBS-Tween 20 durante 1-2 h. La
incubacion se llevd a cabo a iemperatura ambiente con agitacién constante. Se repitieron los tres
lavados y se incubaron con un Ac a-1gG 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 para ser reveladas con una solucién que contenia orto-cloro naftol al 0.05%, metanol al 17%,
PBS al 83% y H2O, al 0.08%. La reaccion fue detenida a los 10-15 min lavando las tiras con
abundante agua destilada.

i) Reconocimiento de las protefnas con sueros de pacientes neurocisticercosos, sueros de
ratones infectados con 7. crassiceps y sueros controles. Este reconocimiento se llevo a cabo en
forma similar al reconocimiento con los Ac, sustituyendo la solucién de bloqueo por BSA al 3%
en PBS-Tween 20 al (.05%. Los sueros se usaron en diluciones 1:50 y 1:100, v un Ac o-IgG
humana (Zymed Lab, Inc.) acoplado a peroxidasa fue usado come segundo anticuerpo.

iii) Reconocimienta de las proteinas sobre el tejido parasitario. Los cortes de tejido sobre
laminillas cubiertas con poli L-lisina se hidrataron con PBS pH 7.2, y se incubaron con suero
normal de cabra al 20% en PBS por 30 minutos. Se lavd con PBS-Tween 20 al 0.15% ¢
infnediatamente se incubaron durante toda la noche a 4°C con los Ac u-TGTPle y o-TGTP2¢ en
PBS-Tween 20 al 0.15%, BSA al 3%. Las laminillas fueron lavadas extensivamente con PBS-
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Tween 20 al 0.15%, e incubadas en oscuridad durante | h a temperatura ambiente, con 1a fraccion
F(ab’)2 de la IgG a-conejo conjugada con fluoresceina (Boehringer Manaheim, Biochemicals) a
una concentracion de 2 mg/ml. Se lavaron las laminillas y se montaron con cubre-objetos usando
PRS-glicerol en proporcion 1:9. Los controles fueron incubados con segundo anticuerpo
solamente. Las laminas fueron observadas inmediatamente y fotografiadas en un microscopio de

epifluorescencia (Nikon Corporation).

E. Expresion funcional de las TGTPs en ovocitos de Xenopus. Ovocitos madures de
Xenopus, previamente aislados y purificados, fueron inyectados con aproximadamente 50 ng por
ovocito del RNA previamente sintetizadoe y cuantificado (ver inciso 2J), y se¢ incubaron a 18°C en
medio Leibowitz 1-15 al 50%, durante 48 h para permitir la expresién de las proteinas (Maller,
1983). Para medir el transporte basal se usaron ovocitos no imyectados por no presentar
diferencias con los ovocitos inyectados con agua u otro DNA irrelevante (Skelly ef al. 1994). Para
realizar los ensayos de captacién de glucosa por los ovocites inyectados con RNA de las TGTPs,
los grupes de 5-6 ovocitos fueron incubados por 1 h a temperatura ambiente en una solucién
amortiguadora (NaCl al 100 mM, KCI al 2 mM, MgCly al | mM, CaCl; al ImM, HEPES al 10
mM y Tris-HCl 50 al mM, pH 7.5) que contenia 2-desoxiglucosa al 0.1 mM, [1,2-'H)2-
desoxiglucosa a 1 nCi/ml. Subsecuentemente, los ovocitos fueron lavados 5 veces a 4°C con el
amortiguador de captacion frio antes de ser solubilizados individualmente en SDS al 2% (Skelly
el al, 1994). La cantidad de radiactividad incorporada por cada ovocito fue medida en un
contador de liquido de centelleo. El efecto de diversos azicares a 10 mM (D-glucosa, L-glucosa,
D-manosa, D-galactosa, D-fructosa y D-maltosa) y de ciertos inhibidores a 1 mM (ouabaina,
floretina, florizina, citocalasina B) fue estudiado. Cuando se ensayé el efecto de los inhibidores,
diferentes grupos de ovocitos fueron pre-incubados con cada uno de los compuestos 30 minutos
antes de comenzar el ensayo de transporte. Para evaluar el efecto del sodio sobre el transporte de
glucosa, el cloruro de sodio fue remplazado por cloruro de colina a 100 mM en el amortiguador
de captacién. Los experimentos se realizaron 2 veces, y los datos son presentados como la media

+/- la desviacién standard de la captacion de por lo menos 4 ovocitos individuales, de un
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experimento representativo. Los datos fueron comparados por 1a prucba “t” de Student de dos-

colas (p<0.05).

F. Expresion de proteinas recombinantes en bacterias. Para la expresién de [as proteinas,
cultivos de toda la noche de las bacterias XL1-blue transformadas con los plasmidos
recombinantes (ver inciso 2K) se diluyeron 1:50 en medio de cultivo SOB con MgSO, al 10 mM
conteniendo 100 pg/ml de ampicilina y se crecieron a 37°C en agitacién constante hasta obtener
una ODspe=0.3. La expresidn de péptidos de fusidn se indujo con la adicién al medio de IPTG 2
mM y una hora después el bacteridfago ayudador M13/T7, que aporta la polimerasa T7 necesaria
para la produccidn de transcritos de la proteina de fusion. Para determinar el tiempo Optimo de
expresion se hizo un anélisis cinético de expresion de las proteinas recombinantes por
corrimiento electroforético de lisados de bacterias inducidas y recolectadas a distintos tiempos a
partir de la adicién del IPTG. Se determiné la localizacion celular de los péptidos siguiendo las

instrucciones del Manual “Xpress System Expression Description” (Invitrogen, Co.}.

4, CITOQUIMICA

Se obtuvieron cortes seriados de 6-8 pm de grosor de los tejidos parasitarios (cisticercos
de T solium y T. crassiceps;, progltidos maduros de 7. solivm y proglétidos gravidos de T.
saginata), los cuales fueron colocados sobre laminillas previamente recubiertas con poli L-lisina
al 0.01%, siguiendo las instrucciones de la casa cometcial (Sigma). Las tinciones descritas abajo
fueron realizadas siguiendo los procedimientos descritos en el manual “AFIP Laboratory Methods
in Histotecchnology™.
Tinciones: Hematoxilina-Eosina

PAS (Schiff-dcido periédico)

Verhoeff's elastic stain
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Tabla 1. Secuencia de los oligonucledtidos sintéticos disefiados para este trabajo de tesis.

Nombre Secuencia
TGTP1-X1 5*-COGGGATCCACCATGAAAGGCATATCTGGC-3”
TGTP!-X2 5-CGGGATCCTTGTCTACGGAGGT-3"
TGTP1-X3A 5-GCCGAATTCTAGTTCACCATCAGACTGCG-3’
TGTP1-X3B 5*-GCGCTCGAGCTAGTTCACCATCAGACTGCG-3”
TGTP1-A 5 -GCAAATCTGCCTGGAG-3’
TGTP1-B 5-GTTCCTCACGGAGATTG-3’
TGTP1-C 5"-CCAGCAAACTGCCAC-3"
TGTPI-D 5"-AGATCTTCGCATGCC-3
TGTPI1-E 5-CAACGCGGCGACTC-3
TGTP1-G 5 -GTTGGCGATATTGACG-3®
TGTPI1-H 5’ -CACCCTTCTGTTATGGCC-3’
TGTP1-1 5"-CATGCCGGAGACAAAG-3'

i
TGTP2-X0A 5’ -CGCAGATCTACCATGGTTAACTTCCACTACG-3’
TGTPE2-XOB 5'-CGCAGATCTCTAGAATTTGACCCTATCGG-Y
TGTP2-XOC 5'-CGCAAGCTTACCATGGTTAACTTCCACTACG-3"
TGTP2-X0D 5’-GCGAATTCTAAAGAGACAGCTTTCGCCC-3’
TGTP2-XOE 3-CGCAGATCTACCATGAGTATTTCTICCAGGGT-3’
GTP-2CG 5'-CAGCAGTTCTCCGGCAT(ACT)AA(CT)G-3’
GTP-3CG $'-TCGTCGAAGGTGCGGCCCTT(ACGT)GT(TC)TC-3’
GTP-4 $-GCAGTTCACCTTCACC-¥’
GTP-5 ' -GGGCTCAATCCCGTGG-3
GTP-6 5'-CCAGTATATCTCGCAG-3’
GTP-7 5'-GCTGCCTGACAAGCC-3°
GTP-8 5'-CCACACCCAAAGTCGC-3’
GTp-9 §-GGATGAGTTTGTGCGC-3’
GTP-10 5-AGGCTGCTCATTGCCTG-3’
GTP-11 5-CCCCGTTACATTCTACTG-3’
GTP-12 5’-GTATCGCCTCGGAGCC-3”
pRSET-HU §-TCATCATGGTATGGCTAGC-3’
pRSET-HUR 5'-GCTAGTTATTGCTCAGCGG-3®
Agtlo 3’ 5’-GGGGATCCAAGCTTATGAGTATTTCTTCCAGGGT-3’
Agtio 5° 5-GGCTGCAGAATTCAGTTCAGCCTGGTTAAGTCC-¥
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VI. RESULTADOS

Aislamiento y caracterizacién molecular de clonas de c¢DNA que codifican para
transportadores de glucosa en T. solinm (TGTPs). Para la clonacién de los genes de
transportadores de glucosa pertenecientes a la familia SP se siguieron principalmente dos
estrategias. La primera consistié en disefiar oligonucleétidos degenerados a partir de regiones
conservadas en la secuencia de aminodcidos de transportadores de glucosa de mamiferos y del
parsito platelminto S. mansoni. Los oligonucledtidos GTP-2CG y GTP-3CG fueron utilizados
para amplificar por PCR un fragmento de DNA, el cual se usé como sonda en el tamizaje de la
biblioteca de ¢cDNA de cisticercos de T. solium. El fragmento de PCR obtenido de 500 pb
permitio el aislamiento de una clona de 1703 pb con un marco de lectura abierto de 1500 pb y una
regién “downstream” de 156 nucledtidos donde se observa [a sefial de poliadenilacién AATAAA
{Rodriguez-Contreras, 1996). La secuencia de amino#cidos deducida corresponde a una proteina
de 500 aminoacidos, con un masa molecular de 54.5 kDa (Fig. 7). Esta proteina muestra un 44-
56% de similitud con transportadores humanos y los transportadores de glucosa de S. mansoni
(Tabla II). Dada su mayor identidad (41.9%) y similitud (56%) con la proteina de S. mansoni
SGTP2, se denomind a la proteina de Taenia TGTP2.

En un intento por obtener otras proteinas con estas caracteristicas, se realizaron tamizajes
de la biblioteca de cDNA del cisticerco de T. solium, usando una sonda heterdloga. Para lo cual se
utilizé un fragmento de DNA de aproximadamente 1 Kb correspondiente a la regién amino
terminal que codifica para la proteina de S, mansoni, SGTPL (Skelly et af., 1994). El tamizaje
realizado en condiciones de baja astringencia (50°C, 6X SSC) permiti6 el aislamiento de una
clona de 2.1 kb, cuyos estudios de restriccién llevaron a pensar que se trataba de una clona
diferente a TGTP2. Para confirmar su identidad se subclond en el vector M13 y se procedit a
secuenciarla completamente. Los andlisis de la secuencia de nucledtidos obtenidos revelaron un
marco de lectura abierto de 1533 pb. La secuencia de aminoacidos deducida corresponde a una
proteina de 510 aminoicidos con un peso molecular de 55 kDa, lo que sugiere que se trata de la
secuencia codificadora completa de un transportador de glucosa (Fig. 8). Ademds, los analisis de

hidrofobicidad sugieren la presencia de 12 regiones transmembranales, caracteristicas de estas
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TGTP2

-§4 TGAATTCGOGGOCGETTTTCAATTGGAAC COTATGGARTCTGCTGTCTGATT TG TCTCACATAA
1 ATGGTTAACTTCCACTACGTATTCOCT ACAG TG TGAT TG T ATT TG CTCTTCATTTCAGTTOGETTTTCABACCGGAGTTAT TAATAGTCCTCTCECGT
M VN P H Y V P AT VY V I Y P G S S P OFGFOQTGT YTINSTETL P

101 TAATCGRAARAATACATCCTAAGCATATGTGAGGACAGAGGCAGTT CACCTTCACCAGAGTT CG Y TCAGGCAATGAGCAGCCTCETCETTGCTGECTTTCS
L I E ¥ Y I L 88 1! CEODRGT SS ¢S 2 EF VvV @ A M S s L v v B G F P
201 GA’I‘AGGLY;GCA’D(.‘I'H‘GG'I‘GCATTG’I'I'IGGCGGAT(.'I'GTA‘I‘CAAATAMA;‘GGGGCGMAGCTGT(SH'C'II‘W'I"TATC'!TTMCAWCUSATGGCCGTTGGA
—I G g I F G A L F G G S ¥ 5 N K G R X L F I F N I P M A YV G
301 TCCCTCCTAATGATGECTTG TCAGGCAGCGET TAGTT TTGARATGAT TATOGTTGG TAGAGTGCT TETTGRAT T TSCCTGTOGTGLCTICACTGGTATAG
S L L M M A C Q A A Y S F B M I I V G R Y L ¥V G F A CG AF TG I

401 CACCAGTATATC‘['LY}CAGMATCECCCSAGTCngGAT‘I‘QG‘!GGTA’!GTCGGGGATAATGCACCMTWGCCATTGWCCAMMWCMAT
A P VvV X L A E [ A v R 6 M S G_I M H O L A I ¥V C A I L I S 01

501 CCTTGGGTTGAAGGARTTARTGGGGTCGGCAAMACTCTGGCCTTATC TCCTCGGCCTGACAATC AT ACCCTCGGTCFTCCTATTATTCCTATTTTGGATT
L G L K E L MG & A K L ¥ P Y L L G L T I I P S8 ¥V Y L L F L F W I

501 TGTCCAGACAGCCCCm‘rhCATmAmMTAGTCAGGA'I‘CTCGMAGTGOGAMTLTGCCCT’I’['!‘I‘TGGCTCCG}\GGCGATACCGMGTCG']'I.‘GAAG
Q 5 L F W L R G

701 TCBGGGAGCTCTTGGC TGAACAAGAG RACGAAAGCOAARATCATACTARAT TCCCOCTGAAAGACCTCTTTCSTGTCAAAGCTCTGCGTTTGGC
E E I 6 E L L A EQ ENUZESENU HKTIKVFU©PILIEKTUDLUPRUYVESALUBRTILA

B0l 'TC'I‘C'I"]'CGTOGCC(v'I'l.GTAGCCC}\C’I‘IGGCCCAACAGT’I'I‘I‘CCGGMTWNGGWWPWAHCCAWHAMCATTG@GCTCACC
L P v & ¥V ¥ A H L A O Q ¢ 5 6 T N A A LE L F E § T

901 TCACAGECCGTGTACGORACTTTOGE TG TEGGCTCOATGATTGTCGTCATCACTGTGGCTTCCATCTTCCTTATTGAACGARTTOGTCGGCACATCCTTE
§ ¢ AV Y AT L GVGE SM I VY [Ty AS I FLJIETERVE GERRIELEL

1001 TFATAGGOGGTCTCAGTG T CATGCTTTTCAGCECOG T CATCATCACCATCHGCT TGGCTCTT COCAGCCATGCCTCTRGCCTTGTCTACCTIGCCATEAL
L I .G g L & Vv M L F S AV I I T I G L ALUZRSHASGLVYLaAIT

1101 n'rm‘rc‘rmrmmﬁm@cmcrmmmmumwmcmcmmmmm;mcam GA%ACG’I’GATCL'.I’GE
E vy Y 1 F V G Qg F AT G P G .5 I P W F VYV A EM

1201 ATTGTGATCACAGTCATCCTCAATTGE CTOG(TCMM'rGﬂATCMCCTGGGATATCCTCCGL'{nTG A;z::ch q%ﬂnmmcnmcm
2 ¥ I T ¥V I V N WL AOTILIUWVISLGTYP I 5 F X P

1301 mmcmmcmecamccchﬂammcmmnmmmccsmmcmgmmnmmmm CAT
F. I §& L L .V I F I A L L Y F P L G R A P C v oo E

1401 GACG}GCGGCGCMNGGMGRCGTCMCCTCGGCI‘CL‘[‘ACAC'I‘CGETCCCT‘TCCI’AGN ' TGGCGARRMTA' CGWTCCEA‘PAGGG’ICN‘HC
A E DIV L T L P S EN G ENMTK kK F

1501 TAGCGCCCTTTCCCTCCTCCCTCTCACCTCATCARATG TAGTTTTTATCGCGTGACCT TTGCTTCT TTGGAGTCATGTTCTATTTCATATATTTTTTTCT

1601 GGACAGATTTACTGACTTTAATAAAGTACTTGATATGACARAARAAMAANARAAMAAARK 1721

Figura 7. Secuencia de nucleétidos completa y secuencia de aminodcidos deducida para
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TGTP2. El codén de iniciacion (ATG) y el de terminacién (TAG) se muestran en letras oscuras,

Las 12 regiones transmembranales potenciales se muestran subrayadas (Eisenberg ef al., 1984).
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TGTP1

-10 CCTACTGGAG

"

A;GAMGGCA’I‘ATC‘IGGCCCAC‘I‘AGT‘I'I‘PAGCMTCH‘CACGACATG‘T’H‘I‘GGL‘rcATCAmCTmGGGC‘rACMCCPGGGCGTCGCmT\:TGcm
XK G I 5 & p L v L A I F T T ¢ F G 5.5 F L L G Y NLGYV N L N

101 GAGATMCATCARGAM'ITTCTG\’-T-I‘TMCTAC'I‘ACAAGCCGGACMCPCATC‘TGCHTGMTGCCMCWCCTCD\CGGACAGGTMCC'I‘CCGTGCTGGT
I K K F L VN D ¥ s S &AL N &K [+] ¥ L Vv &7

201 mmcmcmmmmmmmcmcmwmmmmmum
I C 2 A I A A F T C G W ¥ A D G LG L M ¥ N N G I § I ¥ G 100

jo1 mumcmmmmcmmmammmncmmmnmmrmm CATTGGCATCG
§ ¥ 3 S S ¥y ¢ 4% VY KRN UOPALLYV G R 1S &L W 5 6L s 1 g I 133

401 CAGCGATG'I"I’CC'[’CACGGAGA’I’I’GCGCSACGCCATCTGCEGGGCATGAT'I‘GGAGCCTGCMCCAACTGG CTATCACCATCOGGCATTGTCATCTCCTACST
A A M F L T E I A R H L & M I 6 A C N O L AT T I G I ¥V I § ¥ ¥

501 GCTCACGCTETCGCACCTTCTGAACACALCTACCCTCTEGCCAGTCEC CATGEGOGTCEGORCCATTCCTGCTETGATCGCTCTCATCATTTCCCCCTTC
L T L §$ W L L NTPTLWP Y 2 M GV G A I P a Vv I AL I T § p F 200

601 ACCG'I'K}AGTCGCCGCGTI‘GGCTCTACC‘!‘CMGMGMGGQ X AMGC'[GUSCGCGANSCC'I‘X‘CGCTCGL‘ATCAA’IGGCTCCGAGMTGNGAT}\NT
I ¥ K A A R 233

701 TCATCGCCGJ\GATGUGTGMGAGCTMAGGTAGCCCAGMCCMCCAGAGTTCAAATITACTGAGU‘C’WCCGTOGCAGMRTCTPCGGMGC(.‘rGTC-RT
P E Q Q X F T E L P RZRR P X I 267

801 uTmmnmcammmmchcmmcmcMnmmcmmmmmncmmam cmmmccmcm
I AV L 1 9 ¥V ¥ 0 0L g G 1 N AV Y b E ML X S§ A X s co

901 AWC'I‘GGAGTA{.‘[TIGNGTMGTC{‘SGGCL‘IGCTCMCGTCATL‘TSCACAATCG'I‘GGCGL‘IGCCGCI'GC'DGGAAAAGGCGGGTCGGCGCACCC‘ITCTGT
Y F ¥ v 6 L G L L NV I €T I V AL PLL XK A G I L L 332

1001 TATGGCC'I'I'L‘CC‘TCGTMTGGCMTMTAC’I’GL‘mC‘I‘TmﬂmaTA’{CﬂgchsC{‘QCGgMGCGTCGEAAﬁCAQGAmCCm'CGﬁCT
LW P S L Vv A I 2 L L& L Vv IEpy G v T P P ¥ L

1101 m@mmmmmmmcmmUMWCCMTGCHGCGWCXTCWCGCCGMTWCCGMGTCCT
¥ 5 A V L VvV F I Y v » R F A MG L. G F R O G 400

1201 CgCGgCGgOGg(.‘HYATI‘CCL‘TCAGTCQMGCATI‘C‘\G'IGGGCCTGCMTC‘TCAmTCGTAGCCPCATITCCTTCGLTCAACGM}CTAﬂmGGGCT}x\m a3
8§ 1 0 ¥ A QN L I v.¥ A SF P S L NELL

1301 TTTATCTGCCGTATCTGGTTGTGG TGGCAGT T TG CTCGG TOGTATTCT T CCTCT T CATGCCGGAGAC ARAGAATCGCACC T I TCATCAGG TG CACUGGA
¥ ¥y L P Y L Yy vV AVY C W VY FF L FMPETI KUNTE RTUPDETYATERTD

1401 WCWATWWWQENMCGWMGCCWMG AGGAGGCCGCI"ACLY}CCC'I‘GCGCCGC
L A F G § 1 VvVV G K RT L ¢Q A PV FTKETDE 500

1501 AGCGACGMGAGGACGCCMGGﬁCGACGCCTABA(T]‘ACTC['mCAC'I'I'.I'TCCCCCmCmTﬁmCRTMmmCACTCCCPCm
§ D EE DA K o A -

1601 CIGTCICCOTTTTCCCCCAT TCACGCATTCACT TG CCTTCCATCTCTT T TACT CAACCTCOGTAGACAAGGTTACTGOGAGGCCAACTCTTCCOTCTOC
1701 ATTCTTCCTATAGATGCGGAAGGTCAGTCAGGATTTCACCATASTTTTTGATGATGRAMAAAARAA 1766

Figura 8. Secuencia de nucledtidos completa y secuencia de aminoacidos deducida para
TGTPi. El codon de iniciacién (ATG) ¥ el de terminacién (TAG) se muestran en letras oscuras.
El sitio potencial de N-glicosilacidn es mostrado con un asterisco (*). Las 12 regiones

transmembranales potenciales se muestran subrayadas (Eisenbetg et al., 1984).
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Tabla II. COMPARACION DE LA SECUENCIA DE AMINOACIDOS DE TGTPI Y TGTP2
DE Taenia solium CON DIVERSOS TRANSPORTADORES DE GLUCOSA DE OTROS
ORGANISMOS.

Proteina * TGTPI (%) TGTP2 (%)
Identidad Similitud Identidad Similitud

TGTP2 28.0 472 - -
GLUTI 31.9 49.2 372 53.0
GLUT? 28.6 45.6 33.6 50.0
GLUT3 30.8 48.8 373 53.6
GLUT4 32.2 49.9 36.0 52.3
GLUT5 29.7 45.3 317 49,7
SGTP1 56.2 67.6 26.9 43.8
SGTP2 252 42.1 41.9 56.0
SGTP4 479 64.6 27.7 473
DGTPI1 30.8 472 37.7 55.4

TGTP1 y 2 son proteinas de T. soliunt; GLUTL, 2, 3, 4, 5y 7 son
proteinas humanas; SGTPI, 2 y 4 son proteinas de Schistosoma
mansoni, DGTP1 es proteina de Drosophila melanogaster. Para
caicular la similitud se tomaron los siguientes cambios conservados
entre los aminodcidos: V,LLM; F,Y; D.EN,Q; RK; S, T (Laszlo,
1987).
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proteinas (Fig. 9). Su secuencia de aminoicidos muestra un 45-50% de similitud con los
transportadores de glucosa de humano y un 42-67% con los transportadores de S. mansoni (Tabla
). Su mayor identidad (56.2%) y similitud (67.6%) con la proteina de S. mansoni SGTPI, nos
Itev6 a denominarla TGTP1.

Las secuencias de amino4cidos de TGTP1 y TGTP2, deducidas a partir de las secuencias
de nucledtidos, codifican para proteinas con las caracteristicas tipicas de los miembros de la
familia SP (Baldwin, 1993; Pao et al., 1998). Son proteinas con PM promedio 50-55 kDa con 12
regiones transmembranales, asas relativamente grandes entre las regiones M1-M2 y M6-M7,
ciertas regiones consenso (PESPR, QQ(L/F)SGIN, PETKX(R/K)T) y aminodcidos conservados a
través de la secuencia (Fig. 10 y 11). El sitic potencial de N-glicosilacién en el segmento
extracelular entre los fragmentos que atraviesan la membrana M1 y M2, presente en la mayoria de
las transportadores de esta familia en organismos eucariontes, solo estd presente en TGTP1 (Fig.
8). La ausencia de este sitio ha sido reportada en transportadores de glucosa de plantas y
protozoarios (Stack er of, 1990; Langford et al., 1994; Sauer y Tanner, 1989; Stadler et al.,
1995). Ademds de sus similitudes estructurales, ambas proteinas tienen niveles sustanciales de
identidad y similitud con los miembros.de esta familia (ver arriba). Estos resultados son apoyados
por los andlisis de inferencia filogenética, donde se demuestra que se trata de proteinas

homélogas (Fig. 12 y 13).

En la bisqueda de clonas distintas se analizaron otras obtenidas del tamizaje para aislar
TGTP2. La secuenciacién de los extremos de la clona § de TGTP2, denominada TGTP2b,
presenta un extremo amino terminal mds largo (de 15 aa) que TGTP2 (Fig. 14). La secuenciacién
parcial de esta clona muestra un 100% de identidad con TGTP2. Aunque su caracterizacion es
incompleta, podria tratarse de una isoforma de esta proteina, En este sentido, también se ha
reportado heterogeneidad en el extremo amino terminal de transportadores de glucosa en
Leishmanig (Stein et al., 1990; Langford et al., 1994) y en GLUT4 de rata (Olson et al., 1995),

Aunque el objetivo de esta tesis se enfocé al estudio de los transportadores de glucosa en
el estadio larvario, es claro que la caracterizacién de otros miembros de la misma familia

existentes en el adulto completaria el conocimiento del sistema en el parasito. En consecuencia,
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Figura 9. Perfiles hidropiticos de las secuencias de aminodcidos de TGTPI y TGTP2. Los

perfiles fueron derivados de acuerdo al algoritmo de Kyte y Doolitlle (1982), usando una ventana
de 15 aminoacidos (PC/Gene; Inteligenetics Inc.).
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Figura 10. Alineacién de la secuencia de aminoacidos deducida para TGTP1, TGTP2 y otros

transportadores de glucosa. GLUTI-5 son proteinas de humanos (Kayano er al., 1990); SGTPI,

SGTP2 y SGTP4 de §. mansoni {Skelly et al., 1994). DGTP1 es una proteina de Drosophila

melanogaster. La posicién en que el 100% de los aa son idénticos es mostrada en rojo, y el 75%

en verde. Las rayitas indican "gaps" introducidos para maximizar la alineacion.
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Figura 11. Representacion esquematica de TGTP1 y TGTP2 en la membrana plasmatica basada
en el modelo de orientacién propuesto para GLUT1 (Mueckler er al,, 1985). Cada circulo
representa un aminodcido de las proteinas. El sitio potencial de N-glicosilacién entre las regiones

transmembranales M1-M2 en TGTP1 es mostrado,
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Figura 12. Arbol filogenético de los miembros de 1a familia SP (ver anexo 1), usando el método
de Digtancia-P (usando el programa MEGA). El arbol se construyé con el algoritmo de
Neighbor-Joining con un Bootstrap de 1000 réplicas.
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Figura 14. Representacién esquemitica de TGTP2b. Se muestra la secuencia de nucledtidos de
1a region amino terminal diferente con respecto a TGTP2, que genera un marco de lectura abierto

de 15 aminodacidos extras.
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se hizo un tamizaje de la biblioteca de ¢cDNA del adulto de T. solium en condiciones de alta
astringencia, usando como sonda la regién codificadora completa de TGTPI (obtenida por
ampiificacién por PCR con los oligos TGTP1-X1 y TGTP1-X2). Mediante este procedimiento se
aislaron y secuenciaron parcialmente varias clonas. Una de estas clonas resulté 100% idéntica a
TGTPI1, mientras que las clonas restantes (idénticas entre ellas) presentaban algunos cambios con
respecto a TGTP1. Su secuenciacion completa muestra 41 cambios en la secuencia de nucle6tidos
de la region codificadora representando un 97.33% de identidad en la secuencia de nuclestidos
con respecto a TGTP1. Treinta y uno de estos cambios son silenciosos, es decir, no generan
cambios en la secuencia de aminodcidos (Fig. 15). Los cambios ocurren en la tercera posicién de
los codones, con la excepeion de un cambio que ocurre en la primera. De los 10 cambios restantes
que generan cambios en la secuencia de aminodcidos, tres de ellos son conservados (Ile por Val;
Val por Ile; Lys por Arg). Esta nueva clona es 98% idéntica y 98.6% similar a TGTP1 en la
secuencia de aminodcidos deducida y seguramente es el resultado de un evento replicativo del gen
para TGTP1. Al respecto, algunos transportadores de glucosa pertenecen a familias multigénicas
en organismos eucariontes, presentando mimero variable de copias (Stein et al., 1990; Bringaug vy

Baltz, 1993; Langford ef al., 1994; Waitumbi et al., 1996).

Uso de codones. El conocimiento del uso de codones en céstodos puede ser de utilidad en
el disefio de oligonucledtidos basados en la secuencia de aminodcidos, en la determinacién del
marco de lectura abierto de genes no identificados, ¢ incluso, para mejorar la expresion de genes
de Taenia en sistemas heterlogos. Este conocimiento se acumula conforme se caracterizan
nuevos genes. La composicion de nucledtidos para los genes de las TGTPs muestran un
contenido de A+T en la region codificadora de 50.7% para TGTP1 y 45.3% para TGTP2, siendo
mayor el contenido de A+T (62.5% y 52.4%, respectivamente) en la regién no codificadora
(Tabla III ). Esto estd en concordancia con lo teportado para los géneros Taenia y Echinococcus
(Waterkeyn et al., 1998; Kalinna y McManus, 1994), y contrario a lo que ocurre en el género
Schistosoma, donde el contenido de A+T en la regitn codificadora es mayor del 60% (Meadows y
Simpson, 1989). En ambos casos, la base menos usada en la regién codificadora es 1a “A”,

mientras que en la regién no codificadora es la “G”. La frecuencia en ¢l uso de codones para las

48



TGTP1n°S

Figura 5. Secuencia de nucledtidos y secuencia de aminodcidos deducida para TGTP1nS. El
coddn de iniciacion y de terminacién estan en letras negritas. Las 12 regiones transmembranales
predichas estan subrayadas (Eisenberg ef al., 1984). Las letras verdes representan cambios en la
secuencia de nucledtidos con respecto a TGTP1. Las letras rojas son los cambios en la secuencia

de aminoacidos.
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TGTPs es mostrada en la Tabla IV, La base G es favorecida en la primera posicién, 1a T en la
segunda posicién y fa C en la tercera posicion (Tabla V). Los aminoicidos més usados por estas
proteinas son Leu, Val, Ala, Ile, Gly, Ser, como ocurre con las proteinas de membranas con altos
contenido de aminodcidos no polares (Haltia y Freire, 1995). Los aminodcidos menos usados sen
His, Trp, Cys (Tabla VI).

Tabla III. Composicién de las bases nucleotidicas usadas por los genes de

TGTP1 y TGTP2 en la regidn codificadora y no codificadora 3.

TGTP1 TGTP2
Regidn Regibén no Regidn Regién no
codificadora codificadora 3’ codificadora codificadora 3°
A (%) 19.8 17.5 20.4 20.6
T (%) 25.5 35.9 30.3 41.9
G (%) 264 13.9 24.2 13.2
C (%) 28.0 327 24.8 243
N° aucledtidos 1,533 223 1,503 136
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Tabla IV. Uso de codones por los genes de las TGTPs,

TTT Phe 26 0406/ TCT Ser 10 0.137| TAT Twr § 0286 TGT Cys 10 0714
TTC Phe 38 0.594| TCC Ser 16 0219|TAC Ty 20 0.714] TGC Cys 4 0286
TTA Leu 5 0.040| TCA Ser 12 0164 TAA - 0 0000 TGA - 0 0.000
TTG Lew 14 0.113| TCG Ser 10 0.137| TAG -- 2 1000} TGG Trp 11 1000
CIT Lex 18 0145 CCT Pro 16 (.356| CAT His 3 0429 CGT Arg 10 0250
CTC Leuw 39 0315 CCC  Pro 6 01337 CAC His 4 05711 CGC Arg 15 0375
CTA lew 13 0105{CCA Pro 11 0244 CAA GIn 12 0462| CGA Arg 4 0100
CTG Leu 35 0282(CCG Pre 12 0267|CAG Gln 14 03533]CGG Arg 5 0125
ATT lle 31 0360 ACT Thr 9 0237| AAT Asn 18 0.500| AGT Ser 11 0151
"ATC e 44 03121 ACC Thr 14 0368)| AAC Asn 18 0.500| AGC Ser 14 0192
ATA e 1t 01283 ACA Thr 8 0.210]AAA Lys 15 0455|AGA Arg 4 0.100
ATG Met 30 1.000| ACG Thr 7 084l AAG Lys 18 05451 AGG Arg 2 0050
GTT Vval 24 0224 GCT Ala 26 0268| GAT Asp 12 0480|GGT Gly 19 0244
GTC Vval 35 0327|GCC Ala 41 0422|GAC Asp 13 0520(GGC Gly 38 0487
GTA Val 13 0121|GCA Ala 15 0155|GAA Glu 17 0354|GGA Gly 14 0179
GTG Vval 35 0327{GCG Ala 15 0155|GAG Glu 31 0.646| GGG Gly 7 0090

La primera fila de cada recuadro representan los codones; la segunda, el aminodcido para el cual codifica; la tercera,

&l nimero de veces que estd el codén en Jas secuencias de TGTP1 y TGTP2; la cuarta , la frecuencia en que se

encuentra cada coddn con respecto al aminoacido que codifica.
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Tabla V. Porcentaje de cada base en cada posicidn de los codones en las TGTPs.

1** posicién | 2°* posicién | 3°* posicién
A (%) 25.1 20.3 15.2
T (%) 18.4 40.6 24.8
G (%) 35.1 16.6 24.5
C (%) 21.4 225 35.5

Total de codones usados en el anAlisis: 1012, Los datos fueron
extraidos de la TablaIV.

Tabla VI. Frecuencia de los aminodcidos en las TGTPs.

aa. Namero | Frecuencia* | Posicionf | a.a. Numere |Frecuencia® | Posiciént
Ala 97 0.096 3 Len 124 0.123 1
Arg 40 0.040 10 Lys 33 0.033 13
Asn 36 0.037 12 Met 30 0.030 14
Asp 25 0.025 17 Phe 64 0.063 7
Cys 14 0.014 18 Pro 45 0.045 9
Gin 26 0.026 16 Ser 73 0.072 6
Glu 48 0.048 8 Thr kt) 0.038 11
Gly 78 0.077 5 Trp 11 001t 19
His 7 0.007 13 |Tyr | 2¢8 | 0028 5
Ile 86 0.085 14 Val 107 0.106 2

* La frecuencia fue tomada como e] niimero de veces que se presenta el aminodcide
entre ¢l nimero total de aminoécidos que codifican a TGTP1 y TGTP! (1010 aa).

t La posicién se tomé de mayor a meneor frecuencia.
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Expresion funcional de las TGTPs en ovocitos de Xenopus. Para caracterizar
funcionalmente estas proteinas como transportadores de glucosa, se¢ utilizd el sisterna de
expresion en ovocitos de Xenopus. Se disefiaron oligonucledtides para amplificar por PCR la
regién codificadora de cada una de las TGTPs (ver métodos), las cuales fueron ligadas al vector
pSP64T. Los pladsmidos fueron linearizados y usados para sintetizar RNA in vitro. Los ovocitos
fueron inyectados con el RNA codificante de cada una de las TGTPs e incubados por 48 h, para
posteriomente realizar los ensayos de captacion y medir la cantidad de 2-desoxiglucosa radiactiva
tomada por los ovocitos en comparacion con los controles. Como se muestra en la figura 16, los
ovocitos inyectados con el RNA de TGTP1 tomaron significativamente més 2-desoxiglucosa que
los controles, y la captacién del azicar siguié un patrén lineal durante 60 minutos, tiempo en el
cual se observa una gran diferencia con los ovocitos controles. Los ovocitos inyectados con el
RNA de TGTP2 no incrementaron la captacién de 2-desoxiglucosa con respecto a los controles
en 60 minutos de incubacién, similar a lo previamente observado con su proteina similar en S.
mansoni, SGTP2 (Skelly et al., 1994). Este sistema de expresién en ovocitos de Xenopus fue
usado para caracterizar la especificidad de sustrato de TGTP). En la figura 17A se muestran los
ensayos de inhibicién con azficares a una concentracién de 10 mM. El estereoisdmero natural D-
glucosa, pero no L~glucosa, compite efectivamente por el transporte de 2-desoxiglucosa. D-
manosa inhibid la captacion de forma similar a lo observado con D-glucosa, mientras galactosa y
fructosa lo inhibieron en menor grado. Maltosa no inhibi¢ significativamente la captacién de 2-
desoxiglucosa por TGTP1 {p>0.05). También se probaron algunos compuestos capaces de inhibir
ciertos tipos de transporte, El inhibidor de! transporte facilitado de glucesa, floretina (1 mM),
abolié completamente el transporte de glucosa dependiente de TGTP1 (Fig. 17B). La citocalasina
B, otro inhibidor del transporte facilitado, disminuyd el transporte de glucosa por esta proteina en
un 80%. En contraste, no hubo diferencias en la captacion de glucosa cuando los ovocitos fueron
incubados en la presencia de la ouabaina, la cual bloquea los movimientos de sodio por las
ATPasas/Na', inhibiendo el transporte activo de glucosa dependiente de sodio. Estos resultados
demuestran que TGTP! es un transportador facilitado de glucosa. Algo inesperado fue la
moderada reduccion de la actividad transportadora cuando el sodio no fue incluido en el medio y

la clara sensibilidad a florizina, otro inhibidor del transporte de azicar dependiente de sodio.
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Figura 16. Expresion funcional de TGTP! en ovocitos de Xenopus. A. Transporte de 2-
desoxiglucosa por ovocitos inyectados con el RNA de TGTPL, TGTP2 y SGTP1. El transporte
basal estd representado por los ovocitos no inyectados (ver materiales y métodos). B. El
transporte de 2-desoxiglucosa en funcién del tiempo por ovocitos inyectados con e] RNA de
TGTP1, comparado con los ovocitos controles (NI). Los datos son representados como la media
+/- la desviacion estindar del transporte de 4-6 ovecites individuales de un experimento

representativo.
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Figura 17. Especificidad de azicares y sensibilidad a inhibidores por los ovocitos inyectados con
el RNA de TGTPI1. A. Efecto de la competencia de azicares (10 mM) sobre el transporte de 2-
desoxiglucosa. D-GLU, D-glucosa; L-GLU, L-glucosa; MAN, D-manosa; MAL, D-maltosa;
GAL, D-galactosa; FRU, D-fructosa. B. Inhibicién del transporte de 2-desoxiglucosa por
diversos inhibidores a 1 mM. -Na, ovocitos incubados en amortiguador carente de sodio; Cyt B,
citocalasina B; Oub, ouabaina; Pht, floretina; Phz, floricina. Los valores de los ovocitos no
inyectados (-) y los controles positivos (+) fueron obtenidos en la ausencia del azicar o inhibidor
en competencia. El transporte de 2-desoxiglucosa por los ovocitos inyectados con el RNA de

TGTP1 en la ausencia de azicares competidores o inhibidores fue tomado como 100%.
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Inmunolocalizacion de las TGTPs en tejidos parasitarios. Las proteinas de esta familia
poseen diferencias significativas en el tamafio y la composicién de aminodcidos del asa que se
forma entre los segmentos transmembranales M1-M2, asi como en la secuencia de los extremos
amino y carboxilo terminales (Fukumoto ef al., 1988; Langford et al., 1992; James y Piper,
1993). En este respecto, la secuencia carboxilo terminal ka sido la mas utilizada en la produccién
de Ac especificos contra estas proteinas para llevar a cabo inmunolocalizaciones (Haspel et al.,
1988; Zhong et al., 1995; Langford et al., 1995). Para la produccion de Ac especificos para cada
una de las TGTPs se sintetizaron los péptidos correspondientes a la regién carboxilo terminal de
ambas proteinas que comprenden los Gltimos 20 aminoacidos. Estos péptidos sintéticos fueron
acoplados a albimina, y utilizados para inmunizar conejos. Para los ensayos de
inmunclocalizacién, los anticuerpos especificos fueron purificados por cromatografia de afinidad
a los péptidos acoplados a ovalbilimina. F.os anticuerpos obtenidos denominados o-TGTPIc y o-
TGTP2c¢, reconocieron especificamente a su antigeno correspondiente (el péptido acoplado a
ovalbitmina) por Western blot, sin observarse reconocimiento hacia ¢l otro péptide, ni hacia la
ovalbimina sola (Fig. 18).

Para comprobar que estos anticuerpos eran capaces de. reconocer a las proteinas
completas, las TGTPs fueron expresadas en células de insecto, usando el sistema de expresitn en
baculovirus. Nuevamente, la especificidad de cada anticuerpo fue demostrada por Western blot
usando fracciones membranales de las células de insecto infectadas con baculovirus
recombinantes, capaces de expresar cada una de las proteinas. En ambos casos, las proteinas
fueron reconocidas especificamente por el anticuerpo correspondiente, es decir, no se observo
reaccion cruzada en el reconocimiento de TGTPI y TGTP2 (Fig. 19).

Antes de realizar los ensayos de inmunolocalizacién, los Ac a-TGTPlc y «-TGTP2¢
fueron absorbidos con BSA, verificando el reconocimiento por Westemn blot de los anticuerpos
hacia cada una de las proteinas expresadas en células de insecto después de la absorcién de los
mismos, asi como su reconocimiento negativo hacia BSA. Posteriormente, los anticuerpos fueron
usados en ensayos de inmunofluorescencia sobre cortes de tejido de diferentes especies y

estadios de Taenia. Las muestras usadas en los ensayos fueron: cisticercos de T. solium y
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Figura 18. Reconocimiento hacia los péptidos sintéticos especificos acoplados a ovalbtimina por
los Ac o-TGTP1 (a) y Ac o-TGTP2 {b) purificados por cromatografia de afinidad a BSA-
péptido, Ov-Tlc, ovalbimina-péptido TGTP1; ovSlc, ovalbGmina-péptide SGTP1; ovS4c,
ovalbimina-péptido SGTP4; ovT2c, ovalbimina-péptido TGTP2; ov, ovalblimina.
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Figura 19. Expresién de TGTP1 y TGTP2 en el sistema de baculovirus. Western blot de la
fraccién membranal de las células de insecto Sf9-TGTP1 (1), SH-TGTP2 (2) y S (3) usando los
Ac especificos o-TGTP1 (a) y o-TGTP2 (b). En {c) las tiras fueron incubadas sélo con el
segundo anticuerpo. Las proteinas reconocidas tienen el tamaiio esperado (45-50 kDa).
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T. crassiceps, proglétidos de T solium obtenidos de hamster, asi como proglétidos gravidos de T.
soliumy T. saginata obtenidos de humano.

Inicialmente se hizo una tincién de hematoxilina-eosina para comprobar el buen estado de
los tejidos a utilizarse en los ensayos de localizacion. El tejido proveniente del parasito adulto de
T. solium obtenido de humano fue descartado del ensayo por recibirse en mal estado. Todos los
demas tejidos fueron usados en los siguientes ensayos. Se realizaron cortes seriados de todos los
tejidos, los cuales fueron sometidos a tinciones especiales que permiten identificar glucogeno y
fibras eldsticas. Ademds, se sometieron diversos cortes de cada tejido a los Ac o-TGTPlc y a-
TGTP2c.

Los ensayos de inmunefluorescencia sobre cortes de tejido de la pared vesicular de
cisticercos de T, solium mostraron que TGTP1 esta localizada en el tegumento asi como en
diversas estructuras por debajo de la membrana plasmitica interna, incluyendo los citones
tegumentarios y otros tipos celulares (Fig. 20). Observaciones similares fueron bechas en los
estudios de localizacion con cisticercos de T. crassiceps (Fig. 20). La inmunolocalizacién de
TGTP1 sobre el tejido de pardsito adulto de T. solitm y T. saginata también demostré su
localizacion en estructuras relacionadas al tegumento, similar a lo observado en el estadio.larvario
(Fig. 21). A mayor aumento se puede observar una asociacién en parches sugiriendo una
asociaciéon de TGTP1 a los canales tegumentarios y los citones. Esta proteina también fue
visualizada sobre secciones de huevos dentro del titero de los proglotidos grividos de T. saginata,
en el vitelo y en la membrana oncosferal. Esta fluorescencia no se observo en los cortes de tejido
tratados con el anticuerpo a-TGTP2 o en los controles. Estos resultados sugieren que TGTP1 esta
involucrada en la captacion de glucosa dentro de una diversidad de estructuras internas
relacionadas al tegumento de 7. solium en todos los estadios de desarrollo, siendo su papel
simitar en todos ellos.

En los ensayos de localizacion con TGTP2 sobre cortes de tejido de cisticercos de T,
solium y T. crassiceps se observa una fluorescencia intensa en la superficie externa del
tegumento, diferente a lo observado para TGTPl. Ademds, TGTP2 no se localizé en el

tegumento de los pardsitos adultos de T. solium y T. saginata ni en los huevos dentro del Gtero de
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T. solium T. crassiceps

Figura 20. Inmunolocalizaciéon de TGTP1 y TGTP2 en secciones de tejido de cisticercos de T
solium v T. crassiceps. Las secciones de tejido fueron tratadas con HE (2 y b), el Ac a-TGTPI (c
y d} 0 el Ac o-TGTP2 (e y ). Los controles incubados en ausencia del 1 Ac no mostraron

fluorescencia.




Figura 21. Inmunolocalizacidn de TGTPI1 sobre el tejido del pardsito adulto de Taenia.

Secciones de tejido de proglétidos de T. solium (a) y proglotidos gravidos de 7. saginata (b y ¢)
fueron tratadas con HE o con el Ac a-TGTPI. Secciones de tejido equivalentes incubadas con ¢l

Ac o-TGTP2 y en ausencia del 17 Ac no mostraron fluorescencia (no mostrado).
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los proglétidos gravidos de T. saginata, sugiriendo que su expresion es regulada en el desarrollo

y restringida al estadio larvario.

Respuesta inmune contra las TGTPs. Para abservar si los pacientes neurocisticercosos
generan anticuerpos en contra de estas proteinas se realizaron ensayos de Westemn blot usando
como antigeno las fracciones membranales de células de insecto infectadas con baculovirus
recombinantes que expresaban cada una de las TGTPs. Como control se usé la fraccién de las
células de insecto no infectadas. Se probaron 30 sueros de pacientes con neurocisticercosis,
teniendo como controles los sueros de pacientes con otros problemas neuroldgicos, negativos
para neurocisticercosis. Los sueros fueron probados a diluciones 1:100 y 1:50. A esta ultima
dilucién se observo una respuesia hacia varias proteinas de las fracciones, sin embargo, ninguna
de estas bandas corresponden a las TGTPs (Fig. 22). Estas bandas también son reconocidas por
los sueros de los pacientes controles, cotrespondiendo a un reconocimiento hacia antigenos de las
células de insecto y del virus (Fig. 23). Esto significa que los pacientes con neurocisticercosis no
generan una respuesta inmune humoral contra las proteinas expresadas en el sistema de
baculovirus y ensayadas por Western blot. Este también fue observado cuando se ensayaron
sueros de ratones infectados ip. con cisticercos de T. crassiceps (Fig. 22). Posiblemente, estas

proteinas no son presentadas al sistema inmune del huésped durante la infeccion.

Construcciones plasmidicas para la expresion de las TGTPs en bacterias y para ensayos
de ipmunizacion. Se intenté la expresién de las TGTPs completas y del polipéptido
correspondiente al asa externa entre las regiones transmembranales M1 y M2 en un sistema
bacteriano usando el vector pRSET, Para cumplir con este objetive, se¢ disefiaron
oligonucledtidos especificos que permiten amplificar por PCR cada una de las secuencias
sefialadas anteriormente (ver Tabla I y seccién de Materiales y Métodos). Los fragmentos de
DNA purificados fueron ligados en el vector adecuado: pRSET A para TGTP1 y pRSET B para
TGTP2. En la clonacién de las proteinas completas en el vector pRSET se obtuvieron 2
construcciones con la orientacién correcta para ambas proteinas, las cuales fueron verificadas por
secuencia (BW1.31 y BW1.33 para TGTPi; BW22 y BW2.33 para TGTP2). Las
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Figura 22. Reconocimiento de las TGTPs por suero de pacientes con neurocisticercosis y suero
de ratones infectados con cisticercos de 7. crassiceps. Western blot usando extracto de
membrana de células de insecto expresando TGTP1 (a) y TGTP2 (b). P1-30, pacientes
neurocistocercosos del n°1 al 30, R1-5, ratones infectados del n°1 al 5. El guidn {-) representa
una tira incubada con segundo anticuerpo. Las tiras restantes fueron incubadas con sueros
controtes de humano (1-3) o de ratén (c).
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Figura 23. Reconocimiento de las TGTPs por suero de pacientes con neurocisticercosis. Western
blot usando extracto de membrana de células de insecto expresando TGTP1 (a) o de células de
insecto sin infectar (b). P1-30, pacientes neurocistocercosos del n°1 al 15, C1-1 2, pacientes con

otros desérdenes neuroldgicos, negativos para neurocisticercosis,
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construcciones obtenidas para el asa externa de estas proteinas fueron: CB1.5 y CB1.6 para
TGTPI1, y CB3.1, CB3.2, CB3.3, CB3.5, CB3.7 y CB3.8 para TGTP2. En este caso, solo las
clonas CB1.5 y CB3.8 fueron secuenciadas. La elaboracién de construcciones similares en el
vector peDNA3 quedod limitada a la obtencidn de una clona por proteina de la regién amino
terminai sefialada. Las clonas obtenidas fueron: CB2.7 para TGTP1 y CA4.5 para TGTP2, aunque
solamente la clona CA4.S fue confirmada por secuencia usando el oligonucledtido GTP-14.

En los ensayos de induccidén de las proteinas recombinantes a 37°C se observé la
produccion aumentada de una banda de tamaiic esperado (45 kDa) en las clonas BW1.31 y
BW1.33, comrespondientes a TGTPI; sin embargo, este aumento también se observé en los
controles no inducidos pudiendo indicar una expresion constitutiva o expresion de una proteina
irrelevante. Este mismo patron fue observado cuando las clonas se crecieron a 30°C. En ensayos
de Westem biot usando como antigeno los extractos bacterianos, €l Ac o-TGTPlc no reconocid
a esta proteina. En el caso de TGTP2, el crecimiento de las clonas BW2.2 y BW2.33 5 muy
pobre a 37°C mejorando notablemente cuando fueron incubadas a 30°C, sin embargo, no se
observa la induccién de ninguna proteina. También se hicieron ensayos de expresién con las
clonas CB1.5 (TGTP1) y CB3.8 (TGTP2), correspondientes al asa externa de estas proteinas. En
este caso se observa la expresion aumentada de una proteina de tamafio esperado
(aproximadamente 13-15 kDa), la cual no se presenta en los controles no inducidos. La induccién
de estas proteinas se evidencia a las 4 horas, awmentando en incubaciones realizada durante toda

12 noche. Sin embargo, 1a identidad de estas proteinas no ha sido verificada.

65



VIIL. DISCUSION

Los carbohidratos, principalmente la glucosa, son la principal fuente de energia
metabdlica de muchos tipos celulares en organismos eucariontes y procariontes. Sin embargo, su
caricter hidrofilico les impide atravesar las membranas celulares por simple difusién, por lo que
se han desarrollado una variedad de mecanismos para catalizar la captacién de esas moléculas
hidrofilicas a través de la membrana plasmdtica. La difusion faciitada es el mecanismo de
captacion de aziicares mis ampliamente utilizado, la cual es manejada solamente por el gradiente
de concentracion a través de una membrana plasmatica. Las proteinas encargadas de esta funcion
pertenccen a una familia cuyos miembros muesiran upa estructura molecular comin, pero
difierert en ciertas caracteristicas que les confieren selectividad y especificidad (Gould y Holman,
1993). Esto nos permitié disefiar estrategias para la clonacién de dos genes que codifican
proteinas con caracteristicas tipicas de los transportadores de aziicares por difusion facilitada.
Estas protefnas fueron denominadas TGTP1 y TGTP2, por su mayor identidad con las proteinas
de S. mansoni SGTP1 y SGTP2, respectivamente. Ademds de sus similitudes estructurales,
ambas proteinas tienen niveles substanciales. de identidad y similitud con los miembros
conocidos de la famitia SP. Las familias que componen la MFS generalmente estan restringidas a
un tipo especifico de sustrato. Estas observaciones muestran que la especificidad de sustrato es
un rasgo bien conservado y que la clasificacién filogenética provee una guia limitada pero
confiable para definir su funcién (Pao et ai., 1998). Para confirmar que los genes clonados no
solo tienen similitud con las proteinas de esta familia, sino que se trata de proteinas homélogas,
se realizaron andlisis de inferencia filogenética donde se demuestra que las TGTPs tienen un
origen comun con los transportadores de glucosa por difusion facilitada de mamiferos y de 5.

mansoni.

Los resultades de los ensayos funcionales en los ovocitos de 1a rana Xenopus muestran
que TGTP1 es un transportador de glucosa. Aunque no se puede descartar que sea capaz de
transportar otros monosacdridos tales como galactosa ¢ manosa, es poco probable que transporte

algin disacarido. Dadas sus caracteristicas moleculares es posible clasificarlo como un
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transportador pasivo de glucesa, lo cual es apoyado por los resultados de los ensayos de
expresion funcional en los que se determiné su sensibilidad a la citocalasina B y la floretina e
insensibilidad a la ouabaina. La presencia de TGTP! en los tres estadios del desarrollo de T,
solizm nos habla de una funcién relevante a Jo largo del cicle de vida del parisito. Esta proteina
parece ser responsable de la distribucién de glucosa hacia una variedad de estructuras de la pared
vesicular. Posiblemente participa en la toma de glucosa hacia los citones tegumentarios y fibras
musculares para ser usada como enetgia o para almacenarse como glucégeno en los
compartimentos debajo del tegumento. En cambio, la presencia de TGTP2 tinicamente en el
estadio larvario nos sugiere un papel especifico en esta etapa como adaptacion al medio ambiente
representado por los tejidos del huésped. TGTP1 tiene una localizacién en los tejidos similar a la
encontrada para SGTP1 en el parssito adulto de S. mansoni, que es un parasito cercano a la T.
solium. Los estudios de microscopia electronica del pardsito adulto de S. mansoni revelan que
SGTP1 esta localizada en la membrana interna del tegumento y posiblemente en la musculatura
(Zhong ef al., 1995). Ademds, estudios de Northem blot revelan que SGTP1 se encuentra en
todos los estadios del S. mansoni (Skelly et al., 1994). Todas estas semejanzas entre TGTP1 y
SGTPI, asi como su similitud molecular ¥ sus caracteristicas de transporte nos llevan a proponer
que TGTP1 es la proteina ortéloga de SGTP1. Es posible que TGTP2 sea la proteina ortdloga de
SGTP2, sin embargo, no hay evidencias suficientes para apoyarlo. A pesar de su relacion en los
andlisis filogenéticos y de su similitud molecular, se carecen de ensayos de localizacion de
SGTP2 en §. mansoni. Si se logra dilucidar 1a especificidad de transporte de estas proteinas, se

podria apoyar esta idea.

Los anticuerpos producidos hacia estas proteinas del cisticerco de T. solium tienen
patrones de reconocimientos similares en otras especies del género Taenia como lo muestran los
ensayos de localizacidn en los tejidos de T. saginata y T. crassiceps. Hay una gran similitud en
los componentes moleculates entre los miembros de la familia Taeniidae, como lo indican la
similitud en los patrones electroforéticos de extractos proteicas parasitarios, contenido de
carbohidratos y el alto nivel de reacciones cruzadas entre antigenos (Mills ef al,, 1934; Sandeman

y Williams, 1984; Josbua er al., 1989; Larralde et al., 1989; Lamsam y McManus, 1990; Liu ef
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al., 1992, Landa et al., 1994, Garcia et al., 1995). En el caso de las TGTPs se usaron anticuerpos
inducidos contra un péptide de una regién variable dentro de las proteinas de ja familia SP. Los
anticuerpos producidos en contra de TGTP1 y TGTP2 no reconocen a los péptidos
correspondientes de SGTP1 y SGTP2 de Schistosoma. Aunque no se han caracterizado las
proteinas transportadoras homélogas en otras especies de Taenia, el reconocimiento cruzado de

los ensayos de localizacion sugiere un alto grado de identidad.

Los ensayos de Western blot usando sueros de pacientes son uno de los procedimientos
mids usados para el diagndstico inicial de neurocisticercosis (Feldman et al., 1990). Se han
descrito 31 polipéptidos del cisticerco de T. solium reconocides por los sueros de pacientes con
neurocisticercosis, de los cuales los antigenos cent PM de 53, 45 y 41 kDa estdn entre los 10 mds
frecuentemente reconocidos (Grogl et al., 1985). Cuando se usa una fraccidn de glicoproteinas
purificadas con lectin-lectina, las proteinas mds reconocidas tienen PM similares (42 > 24 > 50
kDa) (Tsang et al., 1989; Felman ef al., 1990). A pesar de su interés diagnéstico, no se han
caracterizado muchos de estos antigenos.

Las TGTPs tienen un PM cercano a algunos de los antigenos reconocides en esta
infeccion (PM de 50-35 kDa, pero migran en geles de SDS-PAGE como proteinas de 45-50
kDa), por le que se evalud el reconocimiento por pacientes con neurocisticercosis hacia estas
proteinas expresadas en baculovirus por Western blot. Después de pruebas extensivas, ninguna
de Ias TGTPs resulté reconocida por el suero de pacientes neurocisticercosos, indicando que no
se trata de algunos de los antigenos mencionados arriba. La ausencia de reconocimiento hacia
estas proteinas por los sueros de pacientes neurocisticercosos se puede explicar de diversas
maneras. La destruccion de epitopes conformacionales debida a las condiciones desnaturalizantes
propias del ensayo de Western blot. En el caso de TGTP2 que se encuentra en la superficie
tegumentaria del pardsito, su exposicion al sistema inmune también podria estar impedida por el
abundante glicocdlix presente en la membrana plasmética del tegumento. No hay que olvidar que
se trata de proteinas con un alto porcentaje de regiones hidrofébicas embebidas en ia membrana,
generalmente poco inmunogénicas. Ademdas, muchas de sus regiones hidrofilicas expuestas en la

superficie de las proteinas son pequefias, y algunas de ellas son altamente conservadas con las
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proteinas del huésped. El grado de similitud con las proteinas del huésped podria disminuir la
respuesta inmune hacia estas proteinas. Sin embargo, se ha demostrado que algunas regjones de
diversos transportadores de azicares son antigénicas, lo que resulta en la pgeneracién de
respuestas humorates incluso eutre proteinas conservadas (Mueckler et al., 1985; Thorens et al.,
1988; Nishimura ef al.,, 1992; Zhong er /., 1995). En ¢l caso de TGTP1 que estd localizada
internamente, su exposicion al sistema inmune puede ocurrir al producirse dafio parasitario, por
gjemplo, en el tegumento. La respuesta humoral en cerdos cisticercosos esta dirigida hacia
componentes membranales, antigenos del fluido vesicular o productos de excrecidén/secrecién
(Larralde et al., 1986; Lamsam y McManus, 1990; Ko y Ng, 1998). Ademas, alrededor del 65%
de los componentes larvarios antigénicos son glicoproteinas, lo que sugiriere que los motivos de
carbohidrato tienen un papel en la antigenicidad de la larva de T, solium (Grogl et al. 1985).
TGTP] presenta el sitio potencial de N-glicosilacién presente en muchas de las proteinas de la
familia SP. Sin embargo, 1a ausencia de reconocimiento hacia la parte carbohidrato de TGTP1
puede deberse a una diferente glicosilacidén de la proteina expresada en células de insecto, con
respecto a la proteina nativa. Otro factor a considerar es el nivel de anticuerpos presentes en ¢l
suero de los pacientes neurocisticercosos. En cerdos, los niveles y la especificidad de los
anticuerpos varian dependiendo de la magnitud ds la infeccidn, de la duracidn de la infeccion ¢
incluso por repetidas exposiciones al parasito (Aluja de ef al., 1996; Gracia-Allan er al., 1996;
Sciutto ef af., 1998; Aluja de ef al., 1999). A pesar de que los ratones infectados con cisticercos
de T. crassiceps, no reconocen estas proteinas por Western blot, seria deseable investigar si en
las infecciones masivas o avanzadas en cerdos, en gue se observa uma gran destruccién

parasitaria, se mantiene la ausencia de reconocimiento hacia estas proteinas transportadoras.

Cada una de las familias incluidas en la superfamilia MFS reconocen y transportan una
clase distinta de compuestos estructuralmente relacionados. La familia SP se ha diversificado
para transportar una variedad de azucares incluyendo hexosas, pentosas, disacdridos, quinatos,
inositoles y cationes orginicos (Pao er al., 1998). A pesar de presentar diversidad funcional, los
resultados de nuestros analisis de inferencia filogenética separan a los transportadores de hexosas

de cada grupo de seres vivos, de los transportadores para los otros sustratos. Esta obgervacion
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unida al hecho de que las TGTPs s¢ agrupan con los transportadores de monosacaridos de
animales nos hace suponer que TGTP2 es capaz de transportar hexosas y/o pentosas aungue este
anélisis no permite deducir su especificidad. El analisis de las secuencias de aminoacidos de cada
grupo de organismos apoyan la idea de que TGTP2 tiene una especificidad de aziicares diferente
a TGTP1, SGTP1 y SGTP4.

Se ha propuesto que algunos motivos de la secuencia dentro de la séptima region
transmembranal de los transportadores de glucosa en los mamiferos son importantes para
determinar el azicar transportado (D-glucosa o D-fructosa), asi como la afinidad para el
transporte de 2-desoxiglucosa (Arbuckle ef al. 1996). Esta regi6n tiene un alto grado de identidad
entre casi todos los miembros de la familia SP, sugiriendo un papel importante en la funcién de
transporte. Esta regién también ha sido involucrada en los requerimientos para el transporte de
fructosa en GLUT2 y GLUTS, aunque otras regiones de las proteinas también participan en el
reconocimiento y transporte de este aziicar (Buchs ef al., 1998; Wu ef al.,1998).

Los transportadores de glucosa que también transportan 2-desoxiglucosa con moderada o
alta afinidad (GLUTI, 3 y 4) contienen la secuencia QLS precediendo la secuencia consenso
QQ(L/F)SGIN en esta regién. En contraste, ¢l transportador de fructosa/glucosa de baja afinidad
GLUT2, y el transportador de fructosa GLUTS5 no contienen esta secuencia. Estudios usando
quimeras de GLUT2/GLUT3 muestran que el reemplazo de la secuencia QLS en GLUT3 con la
secuencia correspondiente a GLUT2 (HVA), resulta en una proteina capaz de transportar
fructosa. Asimismo, la incorporacién de la secuencia QLS en GLUT2 redujo su habilidad para
transportar fructosa (Seatler er al.,, 1998). Estos resultados demuestran que la presencia de la
secuencia QLS estd negativamente refacionada con la habilidad de transportar fructosa en los
mamiferos y sugieren que esta region de la hélice estd intimamente involucrada en el
reconocimiento de sustrato en el sitio de unién exofacial del transportador, por interaccién con la
posicién C-1 de la molécula de azicar. La secuencia QLS se encuentra en TGTPL, SGTP1 v
SGTPA, pero no en TGTP2 o SGTP2, que poseen la secuencia HVA lo que sugiere que TGTP2
es un transportador de fructosa. En contraste, seria de esperar que TGTP1 sea incapaz de
transportar fructuosa, por lo que determinar experimentalmente si estas predicciones se cumplen,

complementaria el presente proyecto de tesis.
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En mamiferos, un gran porcentaje de los carbohidratos de la dieta proviene de la ingesta
de almiddn, sacarosa y otros aziicares, principalmente glucosa y fructosa. En el humano, la
fructosa alcanza niveles de 6-8 mg/dl en sangre. El transportador de fructosa humano GLUTS se
expresa abundantemente en células epiteliales de intestino delgado y en espermatozoides
maduros, donde participa en la absorcién de fructosa de la dieta y de Ia presente en el fluido
seminal, respectivamente (Burant ef al., 1992, Blakemore ef al., 1995). Ademds, esta proteina ha
sido localizada en la membrana plasmatica de células del misculo esquelético. La presencia de
GLUTS en el tejido muscular de humanos es consistente con estudios que demuestran que el
miisculo puede utilizar fructosa para llevar a cabo glicolisis y glicogénesis (Hundal er al., 1998),
En los céstodos, la utilizacién de fructosa ha sido pobremente estudiada. Se han realizado
estudios sobre la utilizacién de diversos carbohidratos por los parasitos mantenidos in vitro por
cortos tiempos. Los parasitos adultos no parecen utilizar fructosa ni manosa. En cambio, las
larvas tienen un espectro ligeramente mas amplio de utilizacidn de hexosas aunque la absorcién

de fructosa y manosa es menor que de glucosa y galactosa (von Brand er al., 1964; Smyth, 1969),

Si TGTP2 es un transportador de fructosa, entonces, debe haber un transportador de
glucosa de alta afinidad en la superficie tegumentaria del cisticerco de T. solium, no clonado hasta
el momento. Esta proteina seria la responsable de 1a toma de glucosa, y posiblemente de galactosa
(hay indicies de que estos dos amlcares usan la misma via de entrada en las larvas de los
céstodos), que se observa cuando las larvas son incubadas in vifro con estos azlcares (Smyth,
1969). Es de esperarse que esta proteina tenga mayor identidad con TGTP1 que con TGTP2 (la
identidad entre TGTP1 y TGTP2 es del 28%, mucho mas baja que entre cada una de estas
proteinas y las GLUTs). Un tamizaje de la biblioteca de cDNA del cisticerco de T. solium, usando
como sonda ¢l DNA de la regidon codificadora completa de TGTP1 o ciertas regiones de esta
proteina conservadas en platelmintos, en condiciones de baja astringencia podria ser una buena
estrategia para aclarar este punte. En cambio, en el parasito adulto donde el transporte de azicar
en la superficie tegumentaria se lleva a cabo por sistemas de transporte active dependiente de
sodio, se esperaria que la proteina responsable de intemalizar la glucosa pertenezca a la familia de

los transportadores sodiofsoluto (S8F, sodiumv/solute symporter family), para la cual hay algunos
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miembros caracterizados en mamiferos y bacterias, pero ninguno en pardsitos (Reizer ef al.,

1994},

En conclusion, el sistema de intematizacion de carbohidratos de la T. solium se puede
resumir de la siguiente manera. La entrada inicial de glucosa y galactosa a la larva se da por una
proteina de la familia SP (no caracterizada hasta €l momento), mientras que la entrada de
fructosa se lleva a cabo por otra proteina (posiblemente TGTP2). En contraste, en el pardsito
adulto, la entrada de glucosa se lleva a cabo por una proteina de la familia SSP como adaptacién
a los bajos y variables niveles de azicar en el tubo digestivo. Dado que los adultos ténidos
parecen no utilizar fructosa, no extrafia la ausencia de TGTP2 en este estadio.

Una vez que la glucosa es internalizada a los tejidos del parasito, se distribuye a través de
una variedad de tipos celulares que forman la pared vesicular. Posiblemente, TGTP1 juega un
papel fundamental en esta distribucién de ghicosa en la pared vesicular del cisticerco, sin olvidar
que la caracteristica sincicial del tejido parasitario puede también contribuir. No se puede
descartar la presencia de alglin otro miembro de la familia SP en el tejido interno de estos
pardsitos tal vez mediando el transporte hacia estructuras més profundas en el parénquima tales

como los genitales, el sistema de canales protonefridiales, el musculo, entre otros.
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Anexo 1. Secuencias de transportadores usadas en el trabajo.

Nombre N* aceeso GeneBank | Sustrato Organismo Referencias
TGTPI U319y Glucosa  Potros Taenia solism Rodriguez-Conreras et al., 1998
TGTR2 us2917 moposachrido 7 T solium Rodriguez-Contreras ¢t al., {998
SGTPI AS53]153 Glucosa  ?otros Schisiosoma mansont Skelly et al.,, 1994
SGTP2 B53153 ? S, mansont Skelly et al., 1994
SGTP4 C53153 Glucoss  ?otros S. mansoni Skelly ot ol 1994
GLUTIH PHL166 Glucosa, oiras ldosas Homo sapiens Kayano et &l., 1990 Baldwin, 1993
GLUTIR P16 Glucysa Rattus norvegicus Pao et al, 1998
GLUT2H 11168 Glucosa, fructosa H. sapiens Kayano et al., [990 Baldwin, 1993
GLUT2R P12336 Glucose, fructosa R norvegicus Pao et al, 1998
GLUT3H PE1169 Glucosa, gala xilosa H. sapiens Kayano et al., 1990 Baldwin, 1993
GLUT3R, Q07647 Giucosa, ?otros R norvegicus Paoetal., 1998
GLUT4H P14672 Glucosa, ?otros I, sapiens Kavano et al, 1990 Baldwin, 1993
GLUT4R Pi9357 Glucesa, 7otros R norvegicus Pao et al. 1998
GLUTSH P22732 Fructosa H. sapiens Kayano € al,, 1990 Baldwia, 1993
GLUTSR 436579 Fructosa Ratts rerus Pao et al., 1998
DMGTP ATO64703 ? Drosaphila metanagaster
PFHTP1 CAA10374 Glucosa Pl ditem falciparion Woodrow et al.,, 1999
LDOND2 QU441 {lucosa Leish ia donavani Langford et al., 1995
LENRPR P13865 Glucosa, fructosa > L. enrietti ord ef al., 1994
LMEXGL AF071217 Glucosa, ?fructosa L. mexicana Burchmaore y Langford, 1998
TCRUGL 105538 Glucosa, fructosa Trypanosoma criai Tetaud et al., 1994, 1996.
TBRUHT M31336 Glucosa, Huctosa T. brucei Bringaud y Baltz, 1993
| TCONGL AF032094 1 T. congolense
TVIVGL LAT7540 Glucosa, fructosa T_viven Waitumbi et al., 1996
HUFICH 2851499 Gluecosa, Chlorelia kessteri Stadler et al, 1995
fructosa>manosa>galactosa
HUP2CI1 Q39524 Galacipsa, C. kessteri Stadler et al., 1995
xilosa>glucosa>manoss
HUP3CH Q39525 Glucosa, fructosa>galactosa | C. kessleri Stadler et al, 1995
ATSTPI P23586 Glucosa, gal Arabidopsis thali Boorer et al, 1994
xilosa... Sauer et al, 1990
ATSTP2 525009 Galactosa, xitosa> glucosa, A. thaligna Treernit et al |, 1999
manosa
ATSTP3 CAADS384 ? A. thaligna
ATSTP4 525009 Glucosa, galact A. thalk Truemit et al, 1996
xilosa
RCSTCI Q41144 7 Riciu
VEMST! CABOISI2 Glucosa, Totros Vicia fava Weber et a1 1957
NTMSTI 525015 Glucosa, xilosa, galactosa Nicotiana tab, Sauet y Stadler, 1993
HEX6R1 Q07423 ? Fi8 L
RCSTA! Q10710 7 R nis
LDOND] 001440 Mig-inositol L. donovani Drew et al, 1995
SPITR2 Pg7110 Mig-inositol Saccharomyces pombe Pao et al., 1995
[TTRIYE 30605 Mic-inosital S cerevitiae Pao et al,, 1993
ITR2YE Pi0606 Mic-inositol S. cerevisice Pap etal, 1995
HXT2YE F23585 Glucosa, manosa, fructosa S. cerevisige Boles y Hollenberg, 1937
GALIYE PI3181 Talactoss>giicosa 5. cereviaige Boles y Hollenberg, 1997
GALPEC P3702] Galsctosa Escherichia coli Pagetal 1998
XYLECO POS98 Xilosa E. colt Pag etal 1998
RAGIKL P18631 Glucosa Kluyyveromyces laciis Boles y Hollenbatg, 1997
| LACPKL 17521 Lactosa, >galacioss K lactis Boles y Hollenberg, 1997
QYANEU P11636 Cuinatos Newr crassa Papetal, 1998
MALG1Y P15685 Maltosa 5 cerevisiar Pag et al., 1998

89




Anexo 2. Alineacion de las secuencias empleadas en los estudios de inferencia filogenética.

TGTP1 aa. 5-34

TGTPL  LVLAIFTTCFGSSFLLOYNLGVANLPGDNI
SGTP1  LVLTVLITCVGSSFLIGYNLGVLNLPRRNI
SGTP4 LSLSVLLACLGSSFTIGYNLGVLNLPGEN]
TGTP2  YVFATVVIVFGSSFQFGFQTGVINSPLPLI
SGTP2 FFLPYCIITLGSSFPFGYHTGVINAPADLT
GLUTIH LMLAVGGAVLGS - LOFCYNTGVIRAPQKVI
GLUTLR LMLAVGGAVLGS - LQFGYNTGVINAPQKVI
GLUT3H LIFAITVATIGS- FOFGYNTGVINAPEKII
GLUT3R LVFAVIVATIGS-FQFGYNTGVINAPETII
GLUT4H LVLAVFSAVLGS-LOFGYNIGVINAPQKVI
GLUT4R LVLAVFSAVLGS-LOFGYNIGVINAPQEVI
GLUT2H LVFTVITAVLGS-FQFGYDIGVINAPQQVI
GLUT2R LAFTVFTAVLGS - FQFGYDIGVINAPQEVI
GLUTSH LALATLIARFGSSFQYGYNVAAVNSPALLM
GLUT5R LALATFLAAFGSSFQYGYNVARVNSPSEFM
PFHTP1 SFRYVLSACIAS-FIFGYQVSVLNTIKNFI
LDOND2 NLIVATPIILTP-LLYGYNLGFVGPYSTMY
LENRPR NARVMLVQAIGG-SLNGYSIGFVGVYSTLF
LMEXGL NFRMIMVQAIGG-CLNGYSIGFVGVYSTLF
TCRUGL NLKVAQVQVVGG- TLNGFSIGFVAVYAYFY
TBRUHT NLGVAQVOVVGE-TLHGYVIGYVAVYLLLY
TCONGL NLGVVQVQVIGG-TLNGFSIGFVAVYLMLY
TVIVGL NLCIVQVPVSTG-SLNGFSIGEVAVYMHLY
DMGTP1 I, TYSIFSAVLGM-LOFGYNTGVINAPEKNT
HUP1CH VVMVAFMAACGG-LLLGYDNGVTGGVVSLE
HUP2CH  IFIVALTAGSEE-LLFGYDIGVTAGYTSMP
HUP3CH VLLVALVAACGG~MLLGYDNGVTGGVASME
ATHGL2 VTVTCIVAAMGG-LIFGYDIGISGGVTTMD
ATSTP1 VLFTCVVAAMGE-LIFGYDIGISGGVTSMP
ATSTP4 VFVTCFIGAFGG-LIFGYDLGISGGVTSME
ATSTPI  VVASCYMAMMGG - VIFGYDIGVSGGUMSMG
RCSTC1 VIVTCVVAAMGG-LIFGYDIGISGEVTSMD
VFMSTL VTITCVVABRMGG-LIFSYDIGISGGVTSMN
NTMST1 VTVTCIVAAMGG-LIFGYDIGISGGVTSMD
HEX6RI VALSCMMAAMGG-VIFGYDIGVSGGVESMD
RCSTAL VFVACMVAAVGGE- SIFGYDIGISGGVISMD
LDOND1 RASVMLCAALGGE- FLFGYDTGV INAALFOM
SPITR2 IWVLSAVAGISG-LLFGYDTGVISGALAVL
ITR1YE IITLTFVASISG-FMFGYDTGY1SSALISI
ITR2YE IITLTFVASISG-FPMFGYDTGYISSALISI
HXT2YE VICLCLMIAFGG-FVPGWDTGTISGFVNQT
GAL2YE VSLLCLCVRFGG- FMFGWDTSTISGFVVQT
GALPEC TFPVCFLAALAG-LLFGLDIGVIAGALPFI
XYLECO IFSITLVATLGG-LLFGYDTAVISGTVESL
RAGIKL VSLCCVMVAFGG-FVFGWDTGTISGFVNQT
LACPKL LYGLCFITYLCA-TMOGYDGALMGSIYTED
QYANEU VYTCAAIASFAS-CMIGYDSAFIGTTLALP
MAL61Y AAMWSLLVSTTL- IQEGYDTAILGAFYALP

S0



TGTP1

TGTPL
SGTP1
SGTP4
TGTP2
SGTP2
GLUTLH
GLUTLR
GLUT3H
GLUT3R
GLUT4H
GLUT4R
GLUT2H
GLUT2R
GLUTSH
GLUTSR
PFHTP1
LDOND2
LENRPR
LMEXGL
TCRUGL
TBRUHT
TCONGL
TVIVGL
DMGTP1
HUP1CH
HUD2CH
HUP3CH
ATHGL2
ATSTP1
ATSTD4
ATSTP3
RCSTC1
VPMST1
NTMST1
HEX6RI
ROSTA1
LDOND1
SPITR2
ITRIYE
1TR2YE
HXT2YE
GAL2YE
GALPEC
XYLECO
RAG1RL
LACPKL
QYANEU
MAL61Y

a.a. 53-106

LNANFLYGQVTSVLVICAAIAAFTCGWVADGLGRKRS LMVNNGIGIV-GSVISS
LDSSFFYTHVSTIFVVAAAIGAFSCGWVADGLGRRNGLILNNVIGII-GGVIVE
VITPSFLYAQVSTAFVVAGAIGAFSCGATADCLGRRNCGLIVNSLLAII -GEILVE
-FVQAMSSLVVAGFPIGGIFEALFGGSVSNKMGRELSLFIFNIPMAY -GSLLMM
-FIDLLWSLCVTSFLLGGFFGGLIGGVLANKLGRENSLFLLS IPTVI - GSLLMM
TTLTTLWSLSVAIFSVGGMIGS FSVGLFVNRFGRRNSMLMMNLLAFV - SAVLMG
TTLTTLWSLSVAIFSVGGMIGS FSVGLFVNRFGRRNSMLMMNLLAFV - SAVLMG
VLLTSLWSLSVAIFSVGGMIGSFSVGLFVNRFGRRNSML IVNLLAVT - GGCFMG
GLLTTLWSLCVAIFSVGGMIGSFSVGLFVNRFGRRNSMLLVNLIAIL-GGCLMG
GTLTTLWALSVAIFSVGGMISSFLIGI1SOWLGRKRAMLVNNVLAVL - GGSLMG
GTLTTLWALSVAIFSVGGMISSFLIGI ISQWLGRKRAMLANNVLAVL - GGALMG
QLITMLWSLSVSSFAVGGMTAS FFGGWLGDTLGRIKAMLVANILSLV-GALLMG
HIVIMLWSLSVSSFAVGGMVASFFGGWLGDKLGRIKAMLAANSLSLT -GALLMG
FPLTLLVWSVTVSMFPFGGFIGSLLVGPLVNKFGRKGALLFNNIFSIV-PAILMG
FTLTLLWSLTVSMFPFGGFIGSLIMVGFLVNNLGRKGALLFNNIFSIL - PATLMG
SNNTIQSSFLLASVFIGAVLGCGFSGYLVQ-FGRRLSLLITYNFFFL-VSILTS
GYSSIQSGVFAGSLYIGSTMGALMGGYLTKRLDYCKSFLFIGLLSVI -GNVLTH
GYSSSESGIFAGSMIAGCLIGSVFAGPLASKIGARLS FLLVGLVGVV - ASVMYH
GYSS8ESGIFAGSMIAGCLIGSVFAGPLASTIGARLSFLLVGLVGVV -5SVMCH
GYSSSYNGIFAGAMIVGAMIGS IYAGQRFAARFGHKVSFLIVGIVGVV-5SVMYH
AYTSVYSGIFACAMIVGSMVGSITAGKCITTFGLEKSFIIVSITCTI-ACVVVQ
GYDALHSGIFACSMIVGSMIGS IVTERFITMFGLKKSFLIVAIIGVV-ASAMNH
GYNSLESGLFACSMIVGSMIGSIFAGKFLSKFGLKMSFIVSGVLGIV-GSALIR
EFIQQLYSVAVSIFAI-GMLGGFSGGWMANR FGRKGGLLLNNVLGIA -~ GACLMG
TYDNAKLQLFVSSLFLAGLVSCLFASWITRNWGRKVTMGIGGAFFVA-GGLVNA
TYDDOKLOLFTS SFFLAGMFVSFFAGSVVRRWGRKPTMLIASVLFLA-GAGLNA
TYDNPKLQLFVSSLFLAGLISCIFSAWITRNWGRKASMGIGGIFFIAAGGLVNA
RFDSVSLTLFTSSLYLARLCSSLVASYVTRQFGRKISMLLGGVLFCA-GALLNG
QYDSPTLTMFTSSLYLAALISSLVASTVTRKFGRRLSMLFGGILFCA-GALING
RFDSQLLTLFTSSLYVAALVSSLFASTITRVFGRKWSMFLGGFTFFI -GSAFNG
LFNSQLLTSFTSSLYVSGLIATLLASSVTRSWGRKPS IFLGGVSFLA-GARLGG
OYPSOTLTMFTSSLYLAALIASLVASTITRKFGRKLSMLFGGVLFCA-GAIING
QYDSETLTLFTSSLYLAALLSSVVASTITRRFGRKLSMLFGGLLFLV-GALING
KFDSQTLTMFTSSLYLAALLSSLVAS TVTRKLGRELSMLCGEVLFCA-GAT.ING
KFDSQLLTSFTSSLYVAGLVASFFASSVIRAFGRKPSILLGGV - FLA- - ARRLGG
KYDDQRLAAFTSSLYLAGLAASLVAGPITRIYGRRASIISGGISFLI-GAALNA
SEHSWQYALIVAIAIAGAFVGAFISGFISAAFGRRPCIAVADALFVI -GSVLMG
VLESSGOKELITSATSFAALISATTSOWLADWVGRERLLLCADAIFVI-GSVIMA
VLTYGEKEIVTAATSLGALI TSI FAGTARDIFGRKRCLMGSNLMFVI -GAILQV
VLTYGEKELITAATSLGALITSVGAGTAADVEFGRRPCLMFSNLMFLI - GATLOY
YLSDVRTGLIVGIFNIGCAFGGLTLGRLGDMYGRRIGLMCVVLVYIV-GIVIQI
YLSNVRTGLIVAIFNIGCAFGGI ILSKGGDMYGREKGLSIVVSVYIV-GITIIQI
QITSHTQEWVVS SMMFGAAVGAVGSGWLSFEKLGRKKSLMIGATLFVA-GSLFSA
SAANSLLGFCVASALIGCIIGGALGGYCSNRFGRRDSLKIAAVLFFI - SGVGEA
YLANVRTIGLIVSIFNIGCAVGGIVLSNIGDRWERRIGLITVIIIVVI-GITIQI
DINSSSGTGLVFSIFNVGQICGAFFVEFLMDWKGRKPAILIGCLGVVI-GATISS
GALALLQSNIVSVYQAGAFFGCLFAYATSYFLGRRKSLIAFSVVFII-GAAIML
EISVSRQIGLCLCYMAGE IVGLOVTGPSVDYMGNRYTLIMALFFLAA- FIFILY
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TGTP1

TGTP1

SGTPL

SGTP4

TGTP2

SGTP2

GLUT1H
GLUT1R
GLUT3H
GLUT3R
GLUT4H
GLUT4R
GLUT2ZH
GLUT2R
GLUTSH
GLUTSR
PFHTPL
LDOND2
LENRPR
LMEXGL
TCRUGL
TBRUHT
TCONGL
TVIVGL
DMGTP1
HUP1CH
HUP2CH
HUP3CH
ATHGLZ
ATSTPL
ATSTP4
ATSTP3
RCSTCL
VFMST1
NTMST1
HEX6RI
RCSTA1
LDONDL
SPITR2
ITR1YE
ITR2YE
HXT2YE
GAL2YE
GALPEC
XYLECO
RAG1KL
LACPKL
QYANEU
MALE1Y

aa 115-170

LLYVGRAISGLNSGLSIGIAAMFLTE IAPRHLRGMIGACNQLAITIGIVISYVLTL
LLYVGRFVIGINSGITIGIASLYLTEVAPRDLRGGIGACHQLAVIVGIAFSYFITF
LLFVGRVFNGFNFGISMGIAPMYLTEIAPLSLRGGIGSLHQLALTIGILVSYLMTL
MIIVGRVLVGFACGAFTGIAPVYLAEIAPVRIRGMSGIMHQLAIVCATILISQILGL
MIIIGRFTIGIACGARTVVGPMFLSEIAPVNFRGAAGTFHOFVIVSAILLSQVLSL
MLILGRFIIGVYCGLTTGFVPMYVGEVSPTAFRGALGTLHRLGIVVGILIAQVFGL
MLILGRFIIGVYCGLTTGFVPMYVGEVSPTALRGALGTLHQLGIVVGILIAQVFGL
MLILGRLVIGLFCGLCTGFVPMYIGEISPTALRGAFGTLNQLGIVVGILVAQIFGL
MLILGRLIIGIFCGLCTGFVPMYIGEVSPTALRGAFGTLNQLGIVVGILVAQVFGL
MLILGRFLIGAYSGLTSGLVPMYVGEIAPTHLRGALGTLNQLAIVIGILIAQVLGL
ILILGRFLIGAYSGLTSGLVPMYVGEIAPTHLRGALGTLNQLAIVIGILVAQVLGL
LIIAGRSISGLYCGLISGLVPMYIGEIAPTALRGALGTFHQLAIVTIGILISQITIGL
LIIAGREVSGLYCGLISGLVPMY IGEIAPTTLRGALGTLHQLALVTGILISQIAGL
LIITISRLLVGICAGVSSNVVPMYLGELAPKNLRGALGVVPQLFITVGILVAQIFGL
IIIASRLLVGICAGISSNVVPMYLGELAPKNLRGALGVVPQLFITVGILVAQLFGL
TILFARLLSGFGIGLVTVSVPMY ISEMTHKDKKGAYGVMHOQLF ITFGIFVAVMLGL
VLFVARIVLGFPLGWQS ITSSHYTDKFAPANHAKTLGTLFQVSVS TGIFVTSFFGL
VLIVGRFVIGLFLGVICVACPVYTDONAHPKWKR T IGVMFOQVFTTLGIFVAARLMGL
VLVVGERFVIGLFVGVIGVACPVYTDONAHPKWKRTIGVMFQVFTTLG IFIAAAVGL
VLCVGRLLIGVVLGLVNVACPMYVDONAHPKFLHVDGVLFQVFTTFGIMFAAAMGL
ALCTGRVLIGLOVGILCSVCPMYVHENAHPKLCKMDAVLFQVFTTLG IMLAAMLGL
VLCPARLLMGLGLGILCSVCPMYVNENAHS KHRKVDGVMFQVF ITFGIMLAALLGL
VMCVGRFLMGLVLGLVCVASPMYVNENAHPKYRKT IGVLFQVFTTFGIMFAALLGL
MLFLGRFIIGVNCGLNTSLVPMYISEIAPLNLRGGLGTVNQLAVTVGLLLSQVLGT
MLIVGRVLLGFGVGLGSOVVPQYLSEVAPFSHRGMINIGYQLFVT IGILIAGLVNY
MLVIGRVLLGFGVGGGNNAVPLYLSECAPPKYRGGLNMMFQLAVT IGI IVAQLVNY
MLIVGRVLLGFGVGLGSQVVPOYLSEVAPFSHRGMLNIGYQLFVTIGILIAGLVNY
MLIVGRLLLGFGIGFTNOSVPLYLSEMAPYKYRGALNIGFQLSITIGILVANVINF
MLIVGRILLGFGIGFANQAVPLY LSEMAPYKYRGAINIGPOLSITIGILVAEVLNY
MLLIGRILLGFGVGFANQSVPVYLSEMAPPNLRGAFNNGFQVAIIFGIVVATIINY
MLIIARLLLGVGVGFANQSVPLYLSEMARPAKYRGAISNGFOLCIGIGFLSANVINY
MLILGRILLGFGIGFANQSVPLYLSEMAPYKYRGALNIGFQLSITIGILVANVLNY
MLIVGRILLGFGIGFANQSVPLYLSEMAPYKYRGALNIGFQLSITIGILVANILNY
MLIVGRILLGFGIGFANQSVPLYLSEMAPYKYRGALNLGFQLSITIGILVANVLNY
MLIFGRVLLGVGVGFANQAVPLYLSEMAPPRYRGAINNGFQFSVGIGALSANLINY
MLLLGRIMLGVGIGFGNQAVPLYLS EMAPTHLRGGLNIMFQLATTSGIFTANMVNY
VYLVSRVIVGLAIGISSATIPVYLAEVTSPRHRGAT IVLNNLFLTGGQFVARGFTA
MMVVGRFIVGYGIGLTSLIVPMY ITELAPARLRGRLVI I¥YVVFITGGQLIAYSLINA
OMAVGRLIMGFGVGIGSLIAPLFISETAPKMIRGRLTVINSLWLTGGOLVAYGCGA
QMAAGRLIMGFGVGIGSLISPLFISEIAPKMIRGRLTVINSLWLTGGRLIAYGCGA
QYFIGRIISGMGVGGIAVLSPTLISETAPKHIRGTCVSFYQLMITLGIFLGYCTNY
QYFIGRIISGLGVGGIAVLCPMLISETIAPKHLRGTLVSCYQLMI TAGIFLGYCTNY
VLILSRVLLGLAVGVASYTAPLYLSEIAPEKIRGEMISMYQLMITIGILGAYLSDT
EFVIYRIIGGIGVGLASMLSPMY IAELAPAHIRGKLVSFNQFAT IFGQLLVYCVNY
QYFIGRIISGLGVGEGITVLSPMLISETAPKHLRGTLVSCYQLMITFGIFLGYCTHY
ALIGGRWFVAFFATIANAAAPTYCAEVAPAHLRGKVAGLYNTLWSVGSIVAAFSTY
PIIAGRVLAGIGVGGASNMVPIYISELAPPAVRGRLVGIYELGWQIGGLVGFWINY
MIAVGQALCGMPWGCFQCLTVSYASEICPLALRYYLTTYSNLCWTFGOLFARGIMK
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TGTP1

TGTP1

5GTP1

SGTP4

TGTE2

SGTPZ

GLUT1H
GLUT1R
GLUT3H
GLUT3R
GLUT4H
GLUT4R
GLUT2H
GLUT2R
GLUTSH
GLUTSR
PFHTP1
LDONDZ2
LENRPR
LMEXGL
TCRUGL
TBRUHT
TCONGL
TVIVGL
DMGTP1
HUP1CH
HUP2CH
HUP3CH
ATHGL2
ATSTP1
ATSTP4
ATSTP3
RCSTC1
VFMST1
NTMST1
HEX&RI
RCBTAL
LDOND1
SPITR2
ITR1YE
ITR2YE
HXT2YE
GALZYE
GALPEC
XYLECO
RAG1EL
LACPKL
QIANEU
MALG1Y

aa. 179-216

LWPVAMGVGAIPAVIALIISPFT-- -VESPRWLYLKKKDE
LWPLAVALGAVPAAISLVTLPFC- - - PESPRFLYMKKHKE
LWPISVAVGSVPALIALILLPYC- - -PESPRFLFIKKGKE
LWPYLLGLTIIPSVVLLFLFWIC- - -PDSPRYILLNSQDL
LWPYLLALCTVSSVIHILLLFTC---PESPTYLYIIKGDR
LWPLLLSIIFIPALLQCIVLPFC- - - PESPRFLLINRNEE
LWPLLLSVIFIPALLQCILLEFC- - - PESPRFLLINRNEE
LWPLLLGFTILPAILQSAALPFC- - -PESPRFLLINRKEE
LWPGLLGLTIIPAILQSAALPFC- - -PESPRFLLINRKEE
LWPLLLGLTVLPALLQLVLLPFC- - - PESPRYLYITQONLE
LWPLLLAITVLPALLQLLLLEFC- - -PESPRYLYIIRNLE
LWHILLGLSGVRAILOSLLLFFC- - - PESPRYLYIKLDEE
YWHILLGLSAVPALLQCLLLLFC- - ~-PESPRYLYLNLEEE
GWPILLGLTGVPAALOLLLLPFY - - - PESPRYLLIQKKDE
GWP ILLGLTGVPAGLQLLLLPFF- - -PESPRYLLIQKKNE
LWWRLMFLFPSVISLIGILALVVFFREETPYFLFEKGRIE
MQGLVSVSTLLSIFVVFLPLITKDGYSKSRRGDYEGENSE
MOGLCVFSTLFSLLTVVLGIVTR- - ~~ESRAKFDGG- -EE
MOGLCAFSTLFSLLTILLGIVMS- - - -ESRAKFGGDD~EE
MQGYCAFSTLLSVLMVALGIFLG- - - - ESKTKFTSGKHED
LHVFSAVPLGLSVAMFLVGMFLR - - - -ESTATFAQDDDGE
LHGFCAVSSILAVVMEPIMGIFLR - » - -RSKTVVVCENLMGK
MQVFCSVSTALSALLLVLGLVVR- - - -KSKTSFAGGVDSA
GWPILLGLAICPAILQLILLPVC- - - PESPRYLLITKQWE
GWRLSLGPAAAPRGAILFLGSLVL- - - PESPNFLVEKGKTE
GWRLSLGLAGVPAIILLIGSLLL- - - PEFTPNSLIERGHRR
GWRLSLGLAAVPGLILLLGAIVL- - - PESPNFLVEKGRTD
GWRLSLGGAVVPALIITVGSLIL- - - PDTPNSMIERGQFR
GWRLSLGGAVVPALIITIGSLVL- - ~PDTPNSMIERGQHE
GWRISLGLACVPAVMIMIGALIL- - -PDTPNSLIERGYTE
GWRISLATAAIPASILTLGSLFL- - - PETPNSIIQTTGDV
GWRLSLGGAMVPALIITVGSLVL-~ ~ - FDTPNSMIERGQHE
GWRLSLGGAMVPALIITIGSLIL- - - PDTPNSMIERGDRD
GWRLSLGGAMVPALIITIGSLFL - - - PETPNSMIERGNHD
GWRISLAMAAVPAAILTFGALFL- - - PETPNSLIQRSNDH
GWRLSLGLARAPALLMTIGGLLL- - - PETPHSLIEQGLHE
GWRVAIGIGALPAVVQAFCLLFFL- - PESPRWLLSKGHAD
GWRIMFGIGAAPALGQLISLFWT - - -PESPRYLLRHNHVE
GWRILVGLSLIPTAVQFTCLCFL- - - FDTPRYYVMKGDLA
GWRILVGLSLIPTVLQFSFFCFL- - -PDTPRYYVMKGDLK
QWRVPLGLNFAFAIFMIAGMLMV - - - PESPRFLVEKGRYE
QWRVPLGLCFAWSLFMIGALTLV - - - PESPRYLCEVNKVE
AWRWMLGVIIIPAILLLIGVFFL-- -PDSPRWFAAKRRFV
GWRYMFASECIPALLFLMLLYTV- - - PESPRWLMSRGKQE
OWRVPLGLCFAWAIFMVLGMMFV- - -PESARFLVETDQIE
AFKIPLYLOMMFPGLVCIPGWLI - - -PESPRWLVGVGREE
CWLIPFAVOLIPAGLLFLGSFWI - - -PESPRWLYANGKRE
GYKLPFALOWIWPLPLAVGIFLA- -~ - PESPWWLVKKGRID
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TGTP1

TGTPL

SGTP1

SGTP4

TGTP2

SGTP2

GLUT1H
GLUTAR
GLUT3R
GLUT3R
GLUT4H
GLUT4R
GLUT2H
GLUTZ2R
GLUTSH
GLUTSR
PFHTP1
LDOND2
LENRPR
LMEXGL
TCRUGL
TBRUHT
TCONGL
TVIVGL
DMGTP1
HUP1CH
HUPZ2CH
HUP3CH
ATHGL2
ATSTP1
ATSTP4
ATSTP3
RCSTC1
VFMST1
NTMST1
HEX6RI
RCSTAL
LDOND2
SPITR2
ITR1YE
ITR2YE
HXT2YE
GAL2YE
GALPEC
XYLECC
RAG1KL
LACPKL
QYANEU
MAL61Y

a.a. 262 - 297

LRMPVIIAVLIQUMOOLSGINAVVANSSEMLKSAKY
LRMPVLIACLIQVLOQLSGINAVITYSSLMLELAGI
LRMPVLIACIIQVFQQOLSGINAVITYSSTMLKTAGT
LRLALFVAVVAHLAQQFSGINAALFYSTSLFESIGL
LRWGLIVALVPHIGQQFSGINGILYYFVSLFISNGL
YRQPILIAVVLOLSQQLSGINAVFYYSTSIFERAGY
YROPILIAVVLOLSQOLSGINAVFYYSTSIFEKAGY
YROPIIISIVLOLSQQLSGINAVFYYSTGIFKDAGY
YPQPLLISVVIQLSQQFSGINAVFYYSTGIFQDAGV
HEQPLIIAVVLOLSQQLSGINAVFYYSTSIFETAGV
HROPLIIAVVLQLSQOLSGINAVFYYSTSIFELAGV
YRQPILVALMLHVAQQFSGINGIFYYSTSIFQTAGT
YRQPIVVAIMLHLAQQFSGINGIFYYSTSIFQTAGI
LRWQLLS I IVLMGGQQOLSGVNAIYYYADQIYLSAGY
LEWQLISTIVLMTGQQLSGVNAIYYYADQI YLSAGV
YRYVIILGCLLSGLOOFTGINVLVSNSNELYKEFLD
MIGPILNGVAMGCVTQLTGINANMNFAPTIMSNLGL
MIPRLLMGCVMAGTLQLTGINAVMNYAPTIMGSLGL
MVPRLLMGAVMAGTLQLTGINAVMNYAPATIMGSLGL
MLGPLAMGLVTSGTLQLTGINAVMNYAPKIMGNLGM
MLWPLFMGAVTAGTLOLTGINAVMNYAPKI TENLGM
MMWPLFMGTMTAGTLOLTGINAVMNYAPKI TENLGM
MLGPLAVGAVTAGTLOLTGINAVMNYAPEIMRNIGM
LRPPLIIGIVMQLSQQFSGINAVFYYSTSLFM5SGL
YMPQLLTSFVIQFFQQFTGINAIIFYVPVLFSSLGS
YSPMLIVTSLIAMLQQLTGINAIMFYVPVLFSSFGT
YMPQLLTSFVIQFFQQFTGINAL IFYVPVLFSSLGS
YRPHLTMAILIPAFQOLTGINVIMFYAPVLFQTIGF
YRPHLTMAVMIPFFQOLTGINVIMFYAPVLFNTIGF
YRPQLIMTCFIPFFQQLTGINVITFYAPVLFQTLGF
YRPELVMALVIPFFQQVTGINVVAFYAPVLYRTVGE
YRPHLSMAIAI PFFQQLTGINVIMFYAPVLFDTIGF
YRPQLTMAVLIPFFOQFTGINVIMFYAPVLFNSIGF
YRPHLTMAIMIPFFOQLTGINVIMFYAPVLFKTIGF
YRPQLVMAVAIPFFQOVTGINVIAFYAPILFRTIGL
NRPQLVMAIFMPTFQILTGINIILFYAPPLFQSMGF
MRFRVVLSSGLQIIQOFSGINTIMYYSSVILYDAGF
NRRSLFIGCFLOWFQQFSGTNAIQYFSAIIFQSVGF
NLRALIIGCOLORIQOFTCWRS LMY FSGTIFETVGE
NFRALIIGCGLOAIQQFTCHNSLMYFSGTIFETVGF
ILPRVIMGIMIQSLOQUIGNNYFFYYGTTIFNAVGM
VFORLLMGVFVOMFQQLTGNNYFFYYGTVIFKSVGL
FRRAVFLGVLLQVMQQFTGMNVIMYYAPKIFELAGY
GVGVIVIGVMLSIFQQFVGINVVLYYAPEVFKTLGA
MFRRTLMGIMIOSLOQLTGDNYFFYYGTTIFQSVGM
DRYRAMLVILMAWFGOFSGNNVCSYYLPTMLRNVGM
VQWRFFLGGMLFFHQNGSGINAINYYSPTVFRSIGI
INRRRTRIACLCWIGOCSCGASLIGYS TYFYEKAGY
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TGTP1

TGTP1

SGTP1

SGTP4

TGTP2

SGTP2

GLUT1H
GLUT1R
GLUT3H
GLUT3R
GLUT4H
GLUT4R
GLUT2Z2H
GLUT2R
GLUT5SH
GLUTSR
PFHTP1
LDOND2
LENRPR
LMEXGL
TCRUGL
TBRUHT
TCONGL,
TVIVGL
DMGTP1
HUP1CH
HUP2CH
HUP3ICH
ATHGL2
ATSTP1
ATSTP4
ATSTP3
RCSTCL
VFMSTL
NTMST1
HEXERI
RCSTA1
LDONP1
SPITR2
ITR1IYE
ITRZYE
HXT2YE
GAL2YE
GALPEC
XYLECO
RAG1KL
LACPEL
QYANEU
MARL61Y

a.a. 303 -353

EYFVVGLGLLNVICTIVALPLLEKAGRRTLLLWPSLVVAIILLLLVIFVNI
QYCVFAIGVENVIVIVVSLPLIERAGRRTLLLWPTVSLALSLLLLTIFVNL
QFCVVAVPAINVLMTVLSVYLIERAGRRTLLLWPTVLLAFSLLCLTISVNI
VYATLGVGSMIVVITVASIFLIERVGRRILLIGGLSVMLFSAVIITIGLAL
SYANLGTGVTILIGAFAS IFVIDRKGRRPLLMFGTSVCLFSLLLFTLTLII
VYATIGSGIVNTAFTVVSLFVVERAGRRTLHLIGLAGMAGCAILMTIALAL
VYATIGSGIVNTAFTVVSLFVVERAGRRTLHL IGLAGMAGCAVEMTIALAT,
IYATIGAGVVNTIFTVVSLFLVERAGRRTLHMIGLGGMAFCSTLMTVSLLL
IYATIGAGVVNTIFTVVSLFLVERAGRR TLHMIGLGGMAVCSVFMTISLLL
AYATIGAGVVNTVFTLVSVLLVERAGRRTLHLLGLAGMCGCAILMTVALLL
AYATIGAGVVNTVFTLVSVLLVERAGRRTLHLLGLAGMCGCATILMTVALLL
VYATIGVGAVNMVFTAVSVFLVEKAGRRSLFLIGMSGMFVCAIFMSVGLVL
VYATIGVGAINMIFTAVSVLLVEKAGRRTLFLAGMIGMFFCAVFMSLGLVL
YV TAGTGAVNVVMTFCAVFVVELLGRRLLLLLGFSICLIACCVLTAALAL
OYVTAGTGAVNVFMTMVTVFVVELWGRRNLLLIGFSTCLTACIVLTVALAL
TILSVVMTAVNFIMTEFPATY IVEKLGRETLLLWGCVGVLYAYPTATRANEL
LVGNIIVMAWNMLATFCVIPLSRRFSMRTLFI,FCGFVGSLCCVFLGGIPVY
LVGNFVVMLWNFVTTLASIPLSYVFTMRHVFLFGS IFTSCMCLFMCGIPVY
LVGNFVVMLWNFVTTLAS IPLSYVFTMRQLFLFGSLFTSSMCLFMCGIPVY
LVGNFVWVMAWNEVTTLYS IPLARVL TMRQLF LGASLVASVSCLLLCGVEVY
SLGNFLVMAWNEVTSLVAIPLASRFTMROME I TCSFVASCMCLFLCGIPVF
PLGNFLVMMWNFVTALVATIPLASRFTMRQMFITCSFIASCTCLFLCGIPVF
MEGNSAVMSWNFVTALVAIPLVSRFTMRCGLFLACS FMASCACLIMCGIPVY
KFATIGIGAIMVVMILVSIPLMDRTGRRTLHLYGLGGMFIFSIFITISFLI
LLNTVVVGAVNVGSTLIAVMFSDKFGRRFLLIEGGIQCCLAMLTTGVVLAL
LENTVIIGAVNVAATFVSIFSVDKFGRRGLFLEGGIQMFIGOVVTARVLGY
LLNTVVVGAVNVGS TMIAVLLSDKFGRRFLL I EGGI TCCLAMLAAGT TLGV
LISAVVTGLVNVGATVVS IYGVDKWGRRFLFLEGGFQMLISQVAVAAATIGA
LMSAVVTGSVNVGATLVS IYGVDRWGRRFLFLEGGTQMLICQAVVAACIGA
LLSAMVTGIIELLCTFVSVFTVDRFGRRILFLOGGIOMLVSQIATGAMIGY
LMSTLVTGIVGTSSTLLSMLVVDRIGRKTLFLIGGLOMLVSQVTIGVIVMV
LMSAVITGLVNVFATMVS IYGVDKWGRRFLFLEGGVOMLICQAIVAACIGA
LMSAVITGVVNVVATCVS IYGVDEWGRRALFLEGGVOMLICQVAVAVSIAL
LMSAVITGGVNVLATVVSIYYVDKLGRRFLFLEGGIQMLICQIAVSICIATL
LLSSIVTGLVGSASTFISMLIVDKLGRRALFIFGGVQMFVAQIMVGSIMAR
LYSSAVTGAVLCSSTFISIATVDRLGRRFLLISGGIOMITCOVIVATILGY
VVLSIPLAFMNALFTAVAIFTVDRFGRRRMLLISVFGCLVLLVVIAIIGFF
ISVSIVVGATNFVFTIVAFMFIDRIGRRRILLOTSAVMIAGLALCATAYHE
SAVSIIVSGTNFIFTLVAFFSIDKIGRRTILLIGLPGMTMALVVCSIAFEF
SAVSIIVSGTHNFVFTLIAFFCIDKIGRRYILLIGLPGMTVALVICATAFHF
FQTSIVLGIVNFASTFVALYTVDKFGRRKCLILZGSASMAICFVIFSTVGVT
FETSIVIGVVNFASTFFSLWTVENLGRRKCLLLGAATMMACMVIYASVGVT
MWGTVIVGLTNVLATF IAIGLVDRWGRKPTLT LG FLVMAAGMGVLOTMME T
LLQTIIVGVINLTFTVLAIMTVDKFGRKPLOI IGALGMAIGMFSLGTAFYT
FETS IVLGIVNFASTFFALYTVDHFGRRNCLLYGCVGMVACYVVYASVGVT
VILMNGVYSIVTWISS ICGAFFIDKIGRREGFLGS ISGARLALTGLSICTAR
LTTGIFGVVKMVLTIIWLLWLVDLVGRRRILFIGAAGGSLCMWFIGAYIKI
FTFSIIQYCLGIAATFVSWWASKY CGRFDLYAFGLAFQAIMFFIIGGLGCS
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TGTP1

TGTP1
SGTP1
SGTP4
TGTP2
5GTP2
GLUT1H
GLUT1R
GLUT3H
GLUT3R
GLUT4H
GLUT4R
GLUTZ2H
GLUT2R
GLUTSH
GLUTSR
PFHTP1
LIDCND2
LENRFPR
LMEXGL
TCRUGL
TBRUHT
TCONGL
TVIVGL
DMGTP1
HUP1CH
HUP2CH
HUP3CH
ATHGIL.2
ATSTP1
ATSTP4
ATSTP3
RCSTCL
VFMST1
NTMST1
HEX&RI
RCSTA1
LDOND1
SPITRZ
ITRLYE
ITRZYE
HXT2YE
GALZYE
GALPEC
XYLECO
RAGIKL
LACPKL
IANED
MAL61Y

a.a. 368 - 417

VSAVLVFIYVAAFAMGLGPMPALIVAEIFRQGPRAAAYSLSQS I ~-QWACNL
ISYILILIYICSFALGLGPVPALIVSEIFRQGPRAARYSLSQST -QWLSNL
ISAVLIILYICGFALGLGPIPGVIVAEIFROEPRAARYSLSQGV -NLLCNL
LAITFVYIFVGGFRIGPGS IPWFVVAEMFVQETRDPAIVITVIV-NWLAQL
LEIVLTYTFLFGFSV~ - - SIPWFLVSELFTQENRDAAVS TARAT - NWLCNA
L5IVRIFGFVAFFEVGPGPIFPWFIVAELFSQGPRPAAIAVAGES -HWTSHF
LSIVAIFGFVAFFEVGPGPIPWFIVAELFSQGPRPAAVAVAGFS -NWTSNF
VCIGAILVFVAFFEIGPGPIPWFIVAELFSQGPRPAAMAVAGCS -NWTSNF
VCIVAILVYVAFFEIGPGPIPWFIVAELFSQGPRPARMAVAGCS -NWTSNF
VSIVAIFGFVAFFEIGPGPIPWFIVAELFSQGPRPAMMIOVAGES -NWTSNF
VSIVAIFGFVAFFEIGPGPIPWFIVAELFEQGPRPARMAVAGES -NWTCNF
VSMIAIFLFVSFFEIGPGPIPWFMVAEFFSQGPRPARLALAAFS -NWECNF
VSMTAIFLFVSFFEIGPGPIPWFMVAEFFSQGPRPTALALARFS - NWVCNF
ISIVCVISYVIGHALGPSPIPALLITEIFLOSSRPSAFMVGGSV -HWLSNF
VSIVCVIVYVIGHAVGPSPIPALFITEIFLQSSRPSAYMIGGSV-HHLSNF
LSIVATFVMIISFAVEYGPVLWIYLHEMFPSEIKDSAASLASLY - NWVCAL
IAITGIAIFIALYEMGVGPCFYVLAVDVFPESFRPIGSSITVGV-MFIFNL
VAITGILLFILGFEVCVGPCYYVLTQDMFPPSFRPRGASFTQVA-QFIFNL
VAITGILLFILGFEVCVGEPCYYVLTODMFPLSFRPRGASFTOVA-QFIFNL
VAITGIAVFIAAFEIGLGPCFFVLAQELFPRSFRPRGSSFVLLT-NFIFNV
VATTGIALFIAAFEFGVGSCFFVLAQDLFPPSFRPRKGGSFVVMM-QFIFNI
VATTGIALFIAAFEFGVGSCFFVLAQDLFPPSFRPKGASFVVMM-QOFVFNI
VATVGIAVFIAAFEFGVGSCFFVLAQDLFPRSFRPTGSSFVVMA-QFIFNI
LSVVATLGFVVFFAVGPGS IPWMITAAVFSQGPRPSAMATAVLY - NWMANF
GILAVICIFISGFAWSWGPMGWLIPSEIFTLETRPAGTAVAVVG-NFLFSF
GVLVVICVYVAAFAWSWGPLGWLVPSEIQTLETRGAGMSMAVIV-NFLFSF
GVLAVICIFIAGFAWSWGPMGWLIPSEIFTLETRPAGTAVAVMG-NFLFSF
VVVLFICIYVAAFAWSWGPLGWLVPSEIFPLEIRSARQSITVSV-NMIFTF
VVVTFICIYVAGFAWSWGPLGWLVPSEIFPLEIRSARQSITVSV-NMIFTF
LIVALICIYVAGFAWSWGPLGWLVPSEISPLEIRSARQATINVSV-NMFFTF
AVVVLVCVYVAGFGWSWEPLGWLVPSEIFPLEIRSVAQSVTVAV-SFVFTF
VVVLFICIYVSGFAHSHGPLGWLVPSEIFPLEIRSAAQSYVNVSV-NMFFTF
VVVLFICLYVAGFAWSWGPLGWLVPSEIFPLEIRSARQSYNVSV -HMLFTF
VVVIFICVYVAGFAWSWGPLGWLVPSEIFPLEIRSAAQSINVSV-NMIFTF
IVLILICIYVAGFGWSWGPLGWLVPSEIFPLEIRSAGQSIVVAV-SFLFTF
LVWIMICLFVLAFGWSWGPLGWTVPSEIFPLETRSAGQSITVAV ~-NLFFTF
LFLATLAVFLALYAPGIGCIPWVIMGETI FPTHLRTSAASVATHMA -NHGANY
VVLASIIIFLASYASGIGNIPW-QQAELFPMEVRALGAGFSTAI -NWVGNL
VIIVFIIVFAAFYALGIGTVPW-QQSELFPQNVRGIGTSYATAT-NWAGSL
VIIVFIIVYAAFYALGIGTVPH-QQSELFPOQNVRGVGTSYATAT -NWAGSL
VMIVFTCLFIFFFAISWAPIAYVIVAESYPLRVKNREAMAIAVGA-NWIWGF
CMIVFTCFYIFCYATTWAFVAWVITAESFPLRVESKCMALASAS -RWVWGF
FAILAMLLMFIVGFAMSAGPLIWVLCSEIQPLKGRDFGITCSTAT -NWIANM
VALLSMLFYVAAFAMSWGPVCWVLLSEIFPNAIRGKALATAVAR-OWLANY
CMIVFACFYIFCFATTWAPIAYVVISESYPLRVEKGRKAMAIASAS -NWIWGF
GALVFIYLFGGIFSFAFTPMOSMYSTEVSTNLTRSKAQLLNFVV-SGVAQF
ALY FFFYLWTAFYTPSWHGTPWY INSEMPFDONTRELGOASAAAN - NWFWNF
GSGALLMVVAFFYNLGIAPVVFCLVSEMPSSRLETKTIILARNAYNVIQVV
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TGTPL

TGTP1

8GTP1

SGTP4

TGTP2

SGTP2

GLUT1H
GLUT1R
GLUT3H
GLUT3R
GLUTAH
GLUT4R
GLUT2ZH
GLUT2R
GLUTSH
GLUTS5R
PFHTP1
LDOND2
LENRPR
LMEXGL
TCRUGL
TBRUHT
TCOMGL
TVIVGL
DMGETPL
HUR1CH
HUP2CH
HUP3CH
ATHGL2
ATSTPL
ATETPa
ATSTP3
RCSTC1
VFMST1
HWTMST1
HEXERI
RCSTA1
LDOND1
SPITR2
ITR1YE
ITR2YE
HKT2YE
GAL2YE
GALPEC
XYLECO
RAGLKI

LACPKL
QYANEU"

MALE1Y

a.a.418 - 464

IVVASFPSLNELLK- - -~ == ==~ —- QYVYLPYLVVVAVCWVVFFLFMPETKNRTFDEV
IVLCSYPVIQKNIG----r--mom - GYSFLPFLVVVVICWIFFFLFMPETKNRTFDEV
LVLFSYPSINDAIG-----==n~-- GYSFLPFLVIVIICWIFFFLYMIETKNRTCDSN
VISLGYPPLLKYLK-----nn-nn- DYSFMPFIGLLVIFIALLYFFLPETKGRARCDV
IVALIFPQLVIYIG--r=------- IYAFIPFICALLVVLIFVGLYLPETKGKTPAS I
IVGMCFQYVEQLCG -~ === -~~~ PYVFIIFTVLLVLFFIFTYFKVPETKGRTFDEL
IVGMCFQYVEQLCG- -~ - === = - - FYVFIIPTVLLVLFFIFTYFKVPETKGRTFDEI
LVGLLFPSARHYLG---—-= === ~= AYVFIIFTGFLITFLAFTFFKVPETRGRTFEDL
LVGMFFPSAAAYLG- -~~~ -- - AYVFIIFAAFLVFFLIFTSFKVPETKGRTFEDI
TIGMGFQYVABAMG -+~ - == - =~ - - PYVFLLFAVLLLGFFIFTFLRVEETRGRTEFDOL
IVGMGFQYVADAMG - - - - -~ = - = - - PYVFLLFAVLLLGFFIFTFLRVPETRGRTFDQI
IVALCFQYIADFCG-- - ==~ -- -~ PYVFFLFAGVLLAFTLFTFFKVPETKGKSFEET
IIALCFQYIADFLG--~----=--- PYVFFLFAGVVLVFFLFTFFKVPETKGKSFDEL
TUGLIFPFIQEGLG - = - mmmm e e - PYSFIVFAVICLLTTIYIFLIVPETKAKTFIEY
IVGLIFPFIQVGLG~+«-=-=~-- -~ PYSFIIFATICLLTSIYIFMVVPETKGRTEVEI
IWFPSDITIKKSPS -~~~ --onm- SILFIVFSMSILTFFFI-FFFIKETKGGEIGTS

IINICYPIATEGISGGPSGNPNKGQAVAF IFFGCIGVVACVIEYFFLOPWVEPEAKMT
IINVCYPIATES ISGEPSGNQDKGARVAF I FFGGLELICFVIQVFFLHPWDEERDGKE
IINVCYPIATEHISGGPSGNQDKGRAVAFIFFGCVGMICFIIQVFFLHPWDEKRDGEK
IINVCYPIATEGISGGPSGNODKGQAVAFIFFGCIGLVCFVLOVFFLYPWEESTPQNH
LINLLYPITTEAISGGPTANQDKGQAVAFILFGLIGLICSVLQFFYLYPYDANQDHEN
LYNLLYPITTERISGGASGNODRAQAVSF ILFGLIGLVCFVIQYFYLYPYEAKSSGODS
MINLLYPITVEAISGGKGKSPEKGQSVSFIIFGIIGI ICFVLOQLRYLTPWEDGQGTST

VVGIPFPSMKTALE--------~-~ NYTFLPFSVFLAIFWIFTYRKKVPETKNKTFEEL
VIGOAFVSMLCAME - -~ - - - == ==~ YGVFLFFAGWLVIMVLCAIFLLPETKGVEIERV
VIGQAFLSMMCAMR - - --------~ WOVFLFFAGHVVIMTFFVYFCLPETKGVEVETV
VIGQAFVSMLCAMK - - - - -~ - -~~~ FGVFLFFAGHLVIMVLCATFLLPETKGVPTIERY
LIAQVFLMMLCHLK----~------~ FGLFIFFAFFVVVMS IFVYLEFLPETRGVPIEEM
IIAQIFLTMLCELK-------n -~ FGLFLVFAFFVVVMS IFVY IFLPETKGIPIEEM
LVAQLFLTMLCHMK- ~ -~ - - - =~ -~ FOLFFFFAFFVVIMTIFIYLMLPETKNVP IEEM
AVAQSAPPMLCKFR----------- AGIFFFYGGEWLVVMTVAVOLFLEPETEKNVPLEKY
VVAQVFLIMLCHLK -~ --------- FGLFIFFSFFVLIMSIFVYYFLPETKGIPIEEM
LVAQIFLTMLCHMK- - - - -~ e -~ - u FGLFLFFAFFVVVMTIYIYTMLPETKGIPIEEM
IVAQVFLTMLCHLK- - --------- FOLFLFFAFFVVIMTVFIYFFLPETKNIPIEEM
VVAQTFLSMLCHFK----------- SGIFFFFGGWVVVMTAFVHFLLPETKEVPIEKM
VIAQSFESLLCAFK----------- FGIFLFFAGHWVTVMTAFVY IFLPETKGVFIEEM
LVSQVFPILMGAIGV---------- GGTFTIISGLMALGCIFVYFFAVETKGLTLEQT
ITSASFLTMMESITR---~------ TGTFALFAGFCFVGLYTSYFTYPELAGNSTENT
VIASTFLTMLONITP-----~----- AGTFAFFAGLSCLSTIFCYFCYPELSGLELEEV
VIASTFLTMLONITP---------- TGTFSFFAGVACLSTIFCYFCYPELSGLELEEV
LIGFFTPFITSAIG----~------ FSYGYVFMGCLVFSFFYVFFFVCETKGLTLEEV
LIAFFTPFITSAIN------~-~~-- FYYGYVEMGCLVAMFFYVFFFVPETRGLSLEEL
IVGATFLTMLNTLGN---------- ANTFWVYAALNVLFILLTLWLVPETKHVSLEHI
FVSWTFPMMDKNSWLVAHFHN - - - -GFSYWIYGCMGVLAALFMWKFVPETKGKTLEEL
LIGFFTPFITSAIH--------~-- FYYGYVFMGCMVFEAFFYVYFFVPETKGLTLEEV
VHOFATPKAMINIR -« v - - - - - - - - YWFYVFYVFFDIFEFIVIYFFFVETRGRSLEEL
IISRFTPOMFIKME--------~-- YGVYFFFASLMLLS IVFIYFFLPVTESIPLEAM

VIVLIMYQLNSEKWNWG-------- AKSGFFWGGFCLATLAWAVVDLPETAGRTFIEI

97



Coniments for pcDNA3
5446 nucleotides

CMV promoter, bases 209-863

T7 pramator. bases 864-882
Palyfinkerr bases 889-394

S tor: bases 99%-1016
BGH poly A: bases 1018-1249
SV40 promotor: bases 1790-2115
SV40 origin of replication; bases 1984-2085
NeofQORF: bases 2151-2932

SV40 poly A: bases 2033-3128 ‘
pUC19 backbone: bases 3272-5446
Arpt ORF: bases 4450-5310

[Jjjf InvitraCloy

v1.0-1302253a

For Technical Service Call

1-800-955-6288



Ly LONGHIL wded pucigulices

First nuclestide: - 41

Date Created: 5/29/1991 (14h:1m:14s)
Last modifi@d: 572971991 (154:13m:0s)

This Is the sequence of pASET

The polylinksr tegion spans bases 2705-2751

The melal binding domain spans bases 2816-2830
The T7 premoter spans bases 2904-2921

The F1 origin spans bases 2042-2497

The Ampicillis resistance gane spans bases §96-1858

ol

o;pldnasa Gleavage
ng.Domaln




C pVL1392/1393 TRANSFER PLASMID MAT

= —_ -—f - '*":é

el — o m O

@ w o& 3 2 £ Efs
o = 7] > xwm

\

pvL1382 5—GATCAGATCTGCAGCGGCCGCTCCAGAATTCTAGAAGGIAC v,
TCTAGACGTCGCCGGCGAGGTCTTAAGATCTTCCATG! G CTAG

- *
T —- - = = =
E EE 2 8 % E z o
m > g7 = = 4 W
pV¥L1393 smATCQuGT AGARTTCCGGAGCGGCCGCTGCAGATCT=3
GCCCATGGAEGAT AAGGCCTCGCCGGCGACGTCTAGACTAG
-7 +1
Met Po Asp Tyr
PH-Wild Type TATAAATATG CCG GAT TAT
.,11 +15 +:5’J'J +738 «1030
! !
pVL 541 S-TATAAATATTCCGGATTATTCATACCGTCCCACCATCGGGEG cqgatee TTTCOT. . TAA.. AATAAA—Y
l—— BamH |
RNA Stari, 4.0KbD
EcoR W 2.96 Kb
\ Hind Il 4.1GKb
Sal! 3.18Kb - "
Sall 287 Kb \
’ \ . Kpnl 4.43 Kb

Xho! 1.50 Kb\ .

Pvull 1.35 Kb

Poly A 4.85Kb

pvL1392
pvL1393

BsiEN 095 Kb ———

Hind I 5.03 KD
4632 by
BACULOV!RUS
Hind Il 0 Kb TRANSFER VECTORS
N salf 6.08Kn
Hina it 6.11 Kb

Pvull 6.50 Kb

Reference: Webb and Summers (1990} Technique in press.




Ast 11 3182
ssp I 066

\

210 EcoN I

343 Ecod? III
436 Hae ]
163 Bhe I

wmn I 2853

Sca I 2742

!

1 M ek
765 ne
235 Brer 11

3/

Pvu I 2631

A pSP6AT ___SP‘ \*
T+

3251 base palrs
Cnique Sites

Fsp I 2484

Bgl 1 2378

976 Pst I
978 BapH I
48 WLl
982 BinC 1I
982 Sal T
588 Xba I
#994 Band I
999 Ava I
AuN I 1782 999 sma ]
! 399 Ama I
3 . Aspl
10

ae 17
1015 E¢oR I
1193 Pvu II

SW'A bt
1371 ALl 1II




579

Molecular and functional characterization and tissue
localization of 2 glucose transporter homologues (TGTP1
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SUMMARY

‘Tapeworms absorb and consume large quantities of glucose through their syneytial tegument, storing the excess as
glycogen. Although some studies an the metabolism of glucese in several tapeworms are available, the proteins thas ediste
its uptake and distributton 1n their tissue have not been identified. We describe the isolztion and characterization of cDNA
clones encoding 2 facilitated diffusion glucase transporters (TGTP1 and TGTP2) from Taeria solium, the causal agent
of human and porcine cysticercosis. Radio-isotope labelled hexose uptake mediated by TGTP1 expressed in Xenopus
oocytes is inhibited by the natural stereoisomers p-glucose and p-mannose but not by L-giucose. Transport by TGTP1
is sensitive to classical inhibitors of facilitated diffusion such as phloretin and cytochalasin B, and insensirive to ouabain.
TG'TP2 did not function in Xenopus oocytes. Localization studies using specific anti-TG'TP1 and anti-TGTP2 antibodies
show that TGTP1 is abundant in a number of structures underlying the tegument in adult parasites and larvae, whereas
TGTP2? appears to be localized only on the tegumentary surface of the larvae and is not detected in adults.

Key words: facilitated diffusion glucose transporter, tapewortn parasites, Taente sofiuem, cysticercosis, cDNA, localization,

tegument.

INTRODUCTION

Tepeworms lack a digestive tract and carty out
metabolic exchange with their host through the
syncytial tegument. When glucose is available, the
parasites absorb and consume large quantities,
storing the excess as glycogen (Roberts, 1983). Adult
worms live in the intestine of vertebrates and require
carbohydrates in the host diet for their normal
development and reproduction {Read & Simmons,
1963). The larval stages, or metacestodes, lodge in
the tissues of their intermediate hosts where sur-
rounding fluids provide nourishment. Their matu-
ration can be accelerated fi7 vitro by culturing in a
glucose-rich medium (Graham & Berntzen, 1970),
Substantial research on the acquisition, storage
and catabolism of carbohydrates in tapeworms has
been previcusly reported. For example, uptake of
glucose through a mediated system has been demon-
strated in several species of cestodes (Pappas & Read,

* Cortesponding author: Department of Immunology,
Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM AP
70228, 04510 México D.F., México.

Tel: +525 622 3844, Fax. +525 622 3369. E-nmil:
laclette@servidor.unam.mx

1975). Uptake by adult worms has been reported to
be driven by a Na"-dependent active transport
system, similar to counterparts in the vertebrate
intestine (Pappas & Read, 1975; Pappas, 1983}
Metacestodes appear to take up carbohydrates by
passive as well as active transport (von Brand et al.
1964; Arme, Middleton & Scott, 1973; Pappas,
Uglem & Read, 1973; Pappas, 1983; Rosen &
Uglem, 1988). In H. diminuta, both types of
transport have been localized in different tissues of
the infective cysticercoid; facilitated diffusion is
associated primarily with the cyst wall and is lost
when the larva excystsin the vertebrate host, whereas
Na’-dependent active transport is associated with
the externsl plasma membrane of the scolex (Rosen
& Uglem, 1988).

The molecules that mediate the uptake and
distribution of carbohydrate in the tissue of the
cestodes have not previously been identified. in this
report, we describe the isolation and characterization
of 2 cDNA clones containing the complete coding
sequence for 2 glucose transporter homologues of
T. solium (TGTP1 and TGTP2). TGTP! has been
functionally expressed in Xenopus oocytes and shown
to have properties typical of facilitated diffusion
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glucose transporters. Immunolocalization studies
indicate that TGTP1t is abundant in a number of
structures underlying the tegument of larval and
adult T. solim, its homeologues are also present in T
saginata and T. erassiceps. In contrast, TGTP2
appears prelerentially on the external surface of
larval-stage parasites,

MATERIALS AND METHODS

Isalation and characterization of T, solium glucose
transporters (TGTP) cDN A

A probe was obtained by PCR amplification of
T. solium cysticerci cDNA, using degenerate primers
designed from conserved amino acid sequence motifs
of human (GLUT1) and Schistosoma mansoni
(SGTP1, 2 and 4) facilitated diffusion glucose-
transporters (see Fig. 2 in Skelly et al. 1994). The
sense primer TGTP-2cg (5-CAGCAGTTCTCC-
GGCAT(A/C/TYAA(C/T)G-3") was designed
from amino acid positions 281-288 in SGTP1, and
the antisense primer TGTP-3cg (5-TCGTCGAA-
GGTGCGGCCCTT(A/C/G/ TYGT(T/CITC-3)
from position 460-468. PCR utilized 25 cycles,
annealing at 50 °C/60 sec, extension at 72 °C/60 sec
and denaturation at 94 *C/60 sec. The product was
ethanol precipitated and run on a 1% agarose gel,
and the region of the gel containing DNA of
approximately 550 bp was excised, purified by glass
affinity and used as a template in a second PCR
under the same conditions. The now apparent
amplified 550 bp DNA fragment was radio-isotope
labelled with the Random Primed DNA Labelling
Kit (U.5.B. Corp., Ohio} and [&**P]dATP (Amer-
sham International plc) and used to screen about
80000 plagues of a T. solfum cysticerci cDMNA library
prepared as previously described (Landa ez al. 1993).
Hybridization was carried out at high stringency
(65 °C, 2x §SC), and several positively hybridizing
plagues were isolated, each representing isolates of
TGTP2 cDNA.

A second strategy for isolating glucose transporter
clones from the cysticerci cDINA library was to use 2
1kb DNA probe containing the amino-terminal
coding end of the §. mansoni glucose transporter
SGTP1 as a probe (Skelly et al. 1994). The amplified
DNA fragment was radio-isotope labelled and used
to screen the ¢cDNA library at low stringency (50 °C,
6% 88C). This strategy resulted in the isolation of
TGTP1 ¢cDNA clones.

The inserts in all selected clones were subcloned
into M13 vecrors and sequenced by the dideoxy
chain-termination method (Sanger, 1977). The com-
plete sequences were obtained from both strands
of the c¢cDNA wusing synthetic oligonucleotides.
Sequences included in this paper have been sub-
mitted to the GeneBank with accession numbers:
U39197 (for TGTP1) and U62917 (for TGTP2).
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Functional expression of TGTPs in Xenopus
oacyles

Functional expression of the 2 TGTP cDNA clones
was characterized essentially as described by Skelily
et al, (1994). Briefly, the complete coding regions of
the 2 glucose transporters were amplified by PCR
and ligated into the Xenopus expression vector,
pSP64T. Linear DNA was prepared from the
resulting plasmids and used to synthesize RNA in
vitro. Approximately 50 ng of RNA were injected
into each Xenapus oocyte. For analysis of glucose
uptake, groups of 5-6 cocytes were incubated at
room temperature in a buffer containing (-1 mm 2-
deoxyglucose, 1 #Ci/mil [1,2-*H]2-deoxyglucose for
1 h. Individual oocytes were washed, solubilized
with (-2 ml of 2% SDS5 and the incorporated
radioactivity was evaluated by hLiquid scintiilation
counting. The effects of several sugars and inhibitors
{at 10 mn1 and 1 mMm, respectively} on the transport
of 2-deoxygluecose were studied. When assaying the
effects of the inhibitors, the ococytes were pre-
incubated with the compounds 30 min prior to the
start of the transport assay. To evaluate the effect of
sodium on glucose transport, choline chloride
(100 mm) replaced NaCl in the buffer. Experiments
were undertaken twice, and the data are presented as
the mean+the standard deviation of uptake by at
least 4 individual oocytes. Data were compared by
Student's two-tailed f-test (P < 0-05).

Localization studies

T. solium cysts were dissected from skeletal muscles
of infected pigs obtained in Mexico City. T'. crassiceps
cysticerci (ORF strain} were obtained from the
peritoneal cavity of BALB/c mice and maintained in
the laboratory. T. saginata adult worms were kindly
donated by A. Aluja, Facultad de Medicina Vete.
rinaria y Zooteenia, UNAM, and T. solium adult
worms were obtained from experimentaily infected
hamsters (kindly provided by J. Ambrosio and
A. Flisser, Facultad de Medicina, UNAM}. All
larvae and adult worms were washed 3 times with
sterile phosphate-buffered saline, pH 7-2 (PBS) and
used immediately for localization studies or stored at
—70°C until use.

For the preparation of a specific antiserum, 2
peptides were synthesized {C. Dahl, Harvard Medi-
cal School}, based on the extrapolated amino zcid
sequence at the carboxyl-terminus of both TGTP1
(NH2-CEAATALRRSDEEDAKVDA-COOH)
and TGTP2 (NH2-CRSLPSENGENMTKSDR-
VKF-COOH), with a cysteine added to the amino
terminus of cach peptide for coupling to a carrier.
Peptides were coupled to BSA and to ovalbumin,
and the BSA-coupled peptides were injected sub-
cutaneously into rabbits as previously described
(Zhong et af. 1995). Immune sera were collected, and
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Table 1. Amino acid sequenice comparisons of
TGTPY and TGTP2 from Taenia solium with
several glucose transporters from other organisms

TGTPL (%) TGTP2 (%)
Protein* Identity Similarity Identity Similarity
TGTP2 230 472 - —
GLUT1 319 492 372 530
GLUT3 308 488 373 536
GLUT4 322 499 360 52-3
SGTP1 502 676 269 43-8
SGTP? 252 421 419 560
SGTP4 479 64-6 277 473

* TGTP1 and 2 afe T. sofium glucose transporters;
GLUT!, 3 and 4 are human glucose transporters; SGTPI1,
2 and 4 are Schistosoma mansoni glucose transporters.

the anti-peptide antibodies were purified by affinity
chromatography to the ovalbumin-coupled peptides
conjugated to NHS-activated HiTrap columns
(Pharmacia Inc.). Retained antibodies were eluted in
01 M glycine, pH 2'5, neutralized with Tris, pH 8,
and dialysed exhaustively against PBS., Purified
antibodies against the C-terminal peptides are re-
ferred to as anti-TGTPI or anti-TGTP2.

Immunofluorescence microscopy was performed
on frozen sections of the parasite tissues. Sections
6-8 pm thick were air dried on poly-L-lysine coated
slides, rehydrated with PBS, pre-incubated for
30 min with 20%, normal goat serum in PBS as a
blocking reagent, washed with PB5-0-159, Tween
10, and incubated overnight at 4 °C with the anti-
TGTP! or anti-TGTP2 antibedy fractions
(100 gg/ml in PBS-0159%, Tween 20, 3% BSA).
Slides were extensively washed and incubated in the
dark for 1 h at room temperature with a fluorescein-
conjugated F(ab), goat anti-rabbit IgG (Boehringer
Mannheim, Biochemicals) at 2 pg/mt. The slides
were washed again and mounted with cover-slips
using 1:9 glycerol-PBS. Control sections were
incubated with the second antibody only. All sections
were photographed in a Nikon Optiphot Epi-
Huorescence microscope.

Expression of TGTPs tn insect cells

For the recombinant expression of the TGTP1 and
TGTP2 in insect cells, the complete coding
sequences of TGTP1 and TGTP2 were amplified by
PCR as described earlier and subcloned inte the
baculovirus vector pVL1393. Recombinant plasmids
containing TGTP1 and TGTP2 coding sequences
in the correct orientation and baculovirus DNA were
used to co-tranafect 59 cells as described previously
(Zhong et @l. 1995). Detection of TGTP1 and
TGTP2 in membrane fractions of transformed insect
cells after 4% b of infection, and of T. selfum and
T. crassiceps cysts, was carried out by Western blot
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(Towbin, Stachelin, & Gordon, 1979). Membrane
fractions from Sf9 cells and cysts were prepared as
described by Zhong et al. (1995), except that frozen
cysts were homogenized using a Polytron homogen-
izer { Brinkmann Instruments) at maximam speed for
1-2 min at 4 °C before sonication, A goat anti-rabbit
1gG conjugated to peroxidase {Sigma)} 1:1000 di-
lution was used as second antibody and detected by
reaction with 0-05%, 4-chloro-1-naphthol.

RESULTS

Chargcterization of 2 T. solium glucose transporter
cDINAs

Two full-length cDNA clones were obtained from a
T, solfum cysticerci cDNA library with probes based
on homologies to conserved amino acid sequence
motifs of hurman and Schistosoma mansori glucose
transporters as described in the Materials and
Methods section. One I'8 kb clone showed strong
coding homology to the 8. mansoni glucose trans-
porter, SGTP1, and was designated TGTPL. A
second 1'7 kb clone was designated 'TGTP2 because
of its greater coding homology with SGTP2, a
8. mansont glucose transporter homologye (Table 1).
Extensive efforts to amplify additional TGTP
cDNAs with other conserved sequence motif primer
combinations, or low stringency hybridization with
S. mansomi glucose transporter cDNA clones were
unsuccessful. TGTP1 and TGTP2 have 3'-
untranslated regions of 235.bp and 136-bp, re-
spectively, ending in poly-A tails, wheseas only
TGTP2 has the typical consensus poly(A) addition
site (AATAAA), 20-bases upstream of the poly-A
tract.

The predicted translation products of TGTPI
and TGTP2 encoded proteins with characteristics
typical of facilitated diffusion glucose transporters
{Mueckler et al. 1985). They were about 55 kDa each
with 12 predicted transmembrane a-helices, rela-
tively large hydrophilic loops between trans-
membrane helices 1-2 and 6-7, and hydrophilic
sequences at the amino- and carboxyl- ends (Fig. 1).
A single putative N-linked glycoesylation site on the
first external loop, typical of eukaryotic transporters,
was present only in TG'TP1. Absence of this site has
been reported in glucose transporters of plants and
protozoa (Stack, Stein & Landfear, 1990; Langford
et al. 1994; Sauer & Tanner, 1989; Stadler e al.
1995). In addition to their structural similarities,
both proteing have substantial levels of protein
sequence identity and similarity to all known
members of the superfamily of facilitated diffusion
glucose transporters. TGTP1 shows 56% identity
and 67-6 % similarity with SGTP1, whereas TGTP2
is most closely related with SGTP2 (42% identity
and 56%, similagity). ldentity between TGTP1 and
TGTP? is only 28% (sec Table 1).
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Fig. 1. Alignment of the deduced amino acid sequences of Taenia sofium TGTP1, TGTP2 and other glucose
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transporters. GLUT1, GLUT3 and GLUT4 are human glucese transporters (Kayano et al. 1990); SGTP1, SGTP2

and SGTP4 are Schistoroma mansoni glucose transporters {Skefly ef af. 1994). Positions of amino acid jidentity with,
TGTP1 are shown as a dots. Hyphens indicate gaps introdueced to maximize alighment. Underlining shows the
putative tembrane-spanning segments determined using the algorithm of Eisenberg o2 ol (1984).
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Fig. 2. Functional expression of the TGTP1 in Xenopus cocytes. (A) Transport of 2-deoxyglucese by oocytes injected
with TGTP1, TGTP2 and SGTP1 cRNA. The basal transport is represented by uninjected cocytes (see Materials
and Methods gection). {B) The 2-deoxyglucose transport versus time by cocytes injected with TGTP1 cRNA
compared with uninjected oocytes (NI). Data are represented as the mean + standard deviation of uptake by 4-5

individual oocytes of a representative experiment.
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Fig- 3. Sugar specificity and sensitivity 1o inhibitors of TGTP1 cRNA injected socytes. {A) Effect of competing

10 mm sugars on the transport of 2-deoxyglucose by oocytes injected with TGTP] ¢RNA. The values for uninjected
(—) and positive control ( +} oocytes, were obtained in the absence of competing sugar. p-GLU, p-glucose; L-GLU,
L-glucose; MAN, p-mannose; MAL, p-maltose; GAL, p-galactose; FRU, p-fructose. (B) Inhibition of
2-deoxyglucose transport by several potential transport inhibitors at 1 mm. Uninjected (—) and positive {+) control
oocytes, were obtained in the absence of inhibitors, —Na, cocytes injected with TGTP1 RNA incubated in buffer
lacking sodium; CyB, cytochalasin B; Oub, ouabain; Pht, phlotetin; Phz, phlorizin. The 2-deoxyglucose transport by

the oocytes injected with TGTP1 cRNA in the absence of sugar competitors ot inhibitors was set to 1009,

Functional expression of T, solium glucose
transporters in Xenopus cocyles

To functionally characterize the 7. solium glucose
transporters, the coding DNA of both TGTP clones
were expressed in Xenopus cocytes. Qocytes were
injected with coding RNA that was produced in vitro
and then measured for their ability to take up radio-
isotope labelled 2-deoxyglucose as compared with
uninjected control oocytes. As shown in Fig. 2,
oocytes injected with TGTPL RNA, took up sig-

nificantly more 2-deoxyglucose than controls, and
uptake was linear over a 60 min incubation. Ogcytes
injected with TG'TP2 RNA had no increased glucose
uptake during a 60 min incubation, as was previously
found for itz 5. mansoni homologue, SGTP2 (Skelly
et al. 1994). The cocyte expression system was used
to characterize the substrate specificity of TGTP1.
Sugar stercospecificity was assessed by competition
studies using either p-glucese or L-glucose (Fig.
3A). The natural stereoisomer D-glucose, but not
L-glucose, competed effectively for transport of
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Fig. 4. Immunolocalization of TGTP1 and TGTP2 in tissue sections of Taenia sofium (A and BY and T crassiceps

(C and D) larvae, |

issue sections were initiatly incubated with anti-TGTP1 (A and C) or ant-"PGUP? (B and )

athniny-puritied antibadies and developed with a fluorescent anti-rabbit IgG. Contrgl sections incubated in rhe
absence of primary antihody did not show any Auorescence (not shown). BM, basal membrane; T'C, tegumental

cyvtons; T tegument,

2-deoxyvglucose. Uransport inhibition studies were
also carried out using the n-isomers of the following
sugars at 10 mm; mannose, maltose, galactose and
fructose (Fig. 3A). Mannose inhibited uptake to a
level similar to that obscerved with b-glucose, whereas
galactose und fructose were much less inhibitory.
Maltose did not significantly inhibit glucose uptake
by TG TP (P> 0:05). The inhibitor of fuctlitated
ghucuse transporters, phloreting completely aholishes
TGTP -dependent glucose transport at | ms (Fig,

3 B). Cyrochalasin B, another inhibitor of facilitated
glucose transporters, decreases glucose transport by
TGI'PL by 837, In contrast, no differences in the
glucose uptake were seen when the oocvtes were
incubated in the presence of Guabain, which distupts
sodium movement by inhibiting the sodium/ A’ Pase
pump. These results demonstrate that the translation
product of TGP s a facilitated diffusion glucose
transporter. Somewhat surprising was the moderate
reduction in activity detected when sodium was not
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Fig. 5. Immunclocalization of TG'TP1 in tissue sections of adult Taenia solium (A} or T saginata (B and (7). Secrions
were initially incubated with anti-T'(;TP1 afhinity-purified antibodies and developed with fluorescent anti-rabbit [g(.
Insert shows higher magnification ( x 60). (C) Staining of eggs within the uterus of T. sagiata. (1) Control staining,

in the absence of primary antibody. Equivalent tissue sections stained with anti-T'GT'PY antibodi
ahsence of the primary antibody did not show any fluerescence (daca not shown). [C, excretory cans

and in the

E, embriophore; OM, oncospheral membrane; YC, volk cell; arrows downwards show the exteplasmic canals and

arrows upwards show the tegumental cytons.

included in the medium, and the clear sensitihvity to
phlorizin, another inhibitor of sodium-dependent
sugar transpart.

Immunolocelizsation of TGTPE and TGTPI in
Taenia parasites

Specific rabbit antisera against T'GTP1 and 'TGTP2
were elicited with peprides corresponding to the
carboxyl terminus of the 2 glucose transporters. For
lncalization studies, antibodies were pupified by
antigen afhinity. The resulting antibody preparations

recognized proteins of about 40435 kiJa in Western
blots containing membrane fractions from 7. sofftan
cysts {data not shown). The specificity of each
antibody was demonstrated on Western blots con-
taining membrane fractions of recombinamt insect
cells expressing 1 of the TGTPs, In cach case, o
broad band of about 40-45kida m the relevant
membrane fraction from tecomhinant msect cells
was apparent and the antibadies did not recognige
the other TGP {data not shown),
Immunefuorescence was carried out on frazen
sections from the bladder wallof T saliem buevae and
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showed that TGTP1 was localized in the tegument
as well as in several structures underneath its basal
membrane, including the tegumental cvtons and
other cellular types (Fig. 4A). Similar observations
were made in localization studies of TGTPI in
T. crassiceps cysts, with a less intense fiucrescence
in the tegument {Fig. 4 ). At higher magnification
fluorescence appeared patchy, suggesting association
of TGTP! with the vesicular bodies within the tegu-
ment, the cytoplasmic canals and the cytons (not
shown}. Immunolocalization of TGTP1 on adult
worm sections from T. soliwm and T. saginata also
revealed localization in 2 number of structures
undeérneath the tegument including cytons, muscle
cells and deeper cellular bodies in the vicinity of the
excretory canals which might correspond to the
canal bodies and flame cells (Fig. 5A and B). The
TGTP1 could also be visualized on sections of eggs
inside the uterus of a gravid proglottid of T, saginata,
within the yolk cell, and in the oncosphere membrane
(Fig. 5C). These observations suggest that TGTP1
is tnvolved in the uptake of glucose into a diversity of
T solfum tissues in all developruental stages.

Immunolocalization of TGTP2 on frozen sections
from the bladder wall of both T. selium and
T. crassiceps cysts showed an intense fluorescent strip
on the external surface of the tepument and a diffuse
fAuorescence underneath (Fig. 4 B and D). In contrast
to TGTP1, no TGTP2 could be localized on adult
worms sections from T. sofium and T, saginata, nor
in eggs within a gravid proglottid of T. saginata,
suggesting that its expression is developmentally
regulated and restricted to the cyst stage.

DISCUSSION

The lJack of an alimentary canal in cestodes defines
the physiology of this group because the body-
covering ot tegument not enly provides protection
against the environment and the host immune
response, but carries out both absorption of nutritive
molecules and excretion /secretion of waste materials
(Smyth, 1994). Adult T. solitim are elongated worms
that only live in the intestine of human beings,
whereas the larval stage, or cysticercus, is a cystic
organism that can survive for long periods in a
diversity of tissues of its intermediate host, usually
pigs. In this context, glucose transporters were
expected to be associated with the tegument on the
external surface of both adult and larval forms and
may be candidates for intervention against the
parasite. For example, glucose transporters exposed
on the tegumentary surface could be potential
vaccine targets for the induction of protective
immune responses within hosts.

We have isolated and characterized cDNA clones
encoding 2 distinct 7. solium proteins showing
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substantial amino acid sequence identity with the
members of the facilitated diffusion glucose trans-
porter family. Functional expression of TGTP! in
Xenopus oocytes confirms its role as a facilitated
glucose transporter. Results from immune-
localization studies indicate that both proteins are
expressed in 7. solium and other taeniid species (see
below). These proteins, designated T'GTP! and
TGTP2 according to their homology to Schsstosoma
mansoni transporters, are the first glucose trans-
porters characterized for cestodes.

The high amino acid sequence identity (56%),
and similarity (689%) of TGTP1 and its counterpart
from the trematode S. mansoni, SGTP1, as well as
their similar sugar specificity, support the concept
that both proteins are orthelogous transporters in
cestodes and trematodes. The partial sensitivity to
Na and to phlerizin in transport assays using whole
cestode larvae (von Brand e al. 1964; Arme et al.
1973, Pappas et al. 1973), have been interpreted as
indicative of the simultaneous operation of the 2
distinct types of glucose tramsport, i.e. active and
facilitated, in larval cestodes {(Pappas, 1983). In fact,
remaoval of the cyst wall during excystment allowed
the localization of an active transpert in the scolex
and a facilitated diffusion in the wall of cysticercoids
of Hymenolepis diminuta {Rosen & Uglem, 1988).
Qur observations that TGTP1 is significantly sen-
sitive to sodium and phlorizin, as well as its wide
distribution in the tissues of adult and larval taeniids,
suggests that TGTP! provides the sensitivity to
sodium and phlorizin in the whele larea.

Qur attempts to demonstrate functional ex-
pression of TGTP2 in the Xemopus oocyte system
have been unsuccessful, similar to the experience
with the related S. mansoni homologue, SGTP2
(Skelly et al. 1994). However, the presence of
TGTP2 on the external surface of the tegument of
T, solium and T. crassiceps cysts in immuno-
localization studies suggests its role in sugar uptake.
It is likely that the lack of function of T'GTP2 1s due
to wmproper translation within oocytes, and/or
improper transport to the plasma membrane. Also
possible is that some aspect of the assay conditions
inhibited TGTP2 function or that the transporter
did not recognize 2-deoxyglucose, used in the assay.

Glucose transporters can be grouped in 2 distinct
types, energy-dependent transporters able 1o take up
glucose against a concentration gradient relying on
an electrochemical potential, and the facilitated
transporters that are energy independent and simply
facilitate the diffusion of glucose dewn a concen-
tration gradient (Lienhard ef al. 1992). Among
parasites, glucose transporters have been studied in
Leishmania {Langford ef al. 1994, 1995; Piper et al.
1995), Trypanosoma (Bringsud & Bahz, 1992,
Tetaud et al. 1994), and S. mansoni (Skelly ez al.
1994), The 2 glucose transporters of T, solium
described here add to the list of known glucose
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transporters in parasites. As expected, differences in
the mechanism of glucese transport appear to emerge
according to the life-style of the parasite devel-
opmental stage; Trypanosoma and Leishmania
amastigotes, living within cardiac or reticulo-
endothelial cells of their hosts, require an active
transport system to take up enough glucose from the
internal milieu of those cells, adult
schistosomes residing in the bloodstream and taeniid
larvae in the tissues of their hosts (e.z. central
nervous system} live in glucose.rich environments
where facilitated diffusion should suffice.

Immunolocalization studies show that TGTP1 is
expressed 1n all developmental stages of 7. solium
and other taeniid species, whereas TGTP2 appears
to be restricted o the larval stage or cysticercus.
Moreover, TGTP] appears to be localized in =
variety of the cell types in the embryo, the larval and
the adult stages, whereas TGTP2 appears to be
predominantly localized on the surface of the cyst.
This developmentally regulated expression and
asymmetric location of the 2 glucose transporters is
similar to observations from 8. mansoni where
SGTPI is detected in membrane extracts of all life-
cycle stages, being confined to the basal membrane
and its dilations in the adult worm, whereas another
transporter protein SGTP4 only appears to be
exposed on apical membranes of the adult worm's
tegument {Zhong et al. 1995; Skelly & Shoemaker,
1996). Perhaps trematodes and cestodes have de-
veloped analogous arrays, based on 2 distinct
wransporters, t take up and distribute glucose
through the syncytial tegument to the internal
tissues. In this respect it will be interesting to look
for a counterpart of SGTP4 in adult T. selium and
for SGTP2 on the apical membrane of larval stages
of schistosomes.
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