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PROLOGO

Esta tesis es el producto del trabajo realizado durante mi estancia en el Departamento de
Inmunologia del Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM, bajo la direccion del Dr. Juan
Pedro Laclette. Durante los poco mas de seis afios en el laboratorio, tuve la oportunidad de
desarrollarme en diversos aspectos de mi vida académica. Fue en este laboratorio que terminé de
escribir mi tesis de maestria, y donde decidi quedarme para iniciar un proyecto completamente
nuévo y diferente como proyecto doctoral. El trabajo que se presenta en esta tesis comprende los
resuitados obtenidos en la caracterizacion de la estructura del gen de la paramiosina de Taenia
solium. Este es el primer analisis detallado de la estructura de un gen en este pardsito, con el cual
se identificaron secuencias consenso de escisidn de intrones, secuencias reguladoras y de
poliadenilacién potenciales, ademds del sitio de inicio de Ia transcripcion (apéndice 1. Vargas-
Parada y Laclette (2002) Gene Structure of Taenia solium Paramyosin. Parasitol Res, en prensa).

Mientras se desarrollaba este proyecto doctoral, también se estudiaron. otros dos
problemas vinculados con la relacion entre el paréasito y su hospedero: la respuesta al estrés por
temperatura (apéndice 2. Vargas-Parada et al. (2001) Heat shock and stress response of 7uenia
solium and T. crassiceps (Cestoda). Parasitol 122:583-588) y la formaciéon de corpuisculos
calcareos (apéndice 3. Vargas-Parada et al. (1999) Formation of calcareous corpuscles in the
lumen of excretory canals of Taenia solium cysticerci. Parasitol Res 85:88-92; apéndice 4.
Vargas-Parada y Laclette (1999) Role of the Calcareous Corpuscles in Cestode Physiology: A

‘Review. Rev Lat Microbiol 41:303-307). En el primer caso se caracterizo la respuesta al estrés,
. se identificaron las proteinas inducidas durante este fendmeno y se encontré que la forma iarvaria
(cisticerco) excreta/secreta dos proteinas cuya funcion hasta ahora es desconocida. En el segundo
caso, se encontrd que los corpisculos calcareos, a diferencia de otros helmintos, se forman en el
espacio extracelular de los canales protonefridiales y se proponen posibles mecanismos que
expliquen su papel en la biologia de la Taenia solium. Se elaboraron ademas dos articulos sobre
la infeccion por Taenia solium, uno de revisiéon (Apéndice 5. Sciutto et al. (2000). Taenia solium
disease in humans and pigs: an ancient parasitosis disease rooted in developing countries and
emerging as a major health problem of global dimensions. Microbes Infect 2:1875-1890) y uno
de difusion (Apéndice 6. Vargas-Parada y Laclette (2001) El cerdo no tiene la culpa. ;Cémo ves?
3(33):10-14). En conjunto, todos estos trabajos forman parte de un esfuerzo por cbmprender

mejor la biologia y fisiologia de este parasito.



RESUMEN

La paramiosina es una proteina muscular que juega un papel en la supervivencia de la
forma larvaria de Taenia solium durante su prolongada relacion con su hospedero. En este trabajo
describimos la estructura del gen de la paramiosina de 7. solium (TPmy).

La caracterizacion de dos clonas aisladas de una biblioteca gendmica mostraron que el
gen completo de la paramiosina comprende 8kb divididas en 14 exones y 13 intrones, estos
encontré evidencia de escision alterna de RNA mensajeros, excluyendo la posibilidad de que T.
solium exprese una miniparamiosina como ocurre en Drosophila melanogaster. El anélisis de la
secuencia gendmica permiti6 identificar dos sitios alternos de inicio de la transcripeion, asi como
regiones reguladoras potenciales del promotor del gen. Aunque el gen de la paramiosina no
presenta una sefial de poliadenilacién consenso se identificé una secuencia que podria
desempeiiar esta funcién debido a su semejanza con otras sefiales alternativas reportadas para
Schistosoma, y por su localizacién con respecto al sitio de inicio de la poliadenilacion
identificado en la secuencia de cDNA.

La comparacidn de la estructura del gen de la TPmy con los genes de paramiosina de D.
melanogaster y Caenorhabditis elegans no mostré una organizacion de exones/intrones
conservada, en contraste con lo que se observa en otros genes musculares. El nimero de intrones
y su distribucion en la estructura de los tres genes sugiere una tendencia a la disminucion del

nimero de intrones durante la evolucion de la paramiosina.
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ABSTRACT

Paramyosin is a muscle protein that plays a role in the survival of the larval stage of
Taenia solium during its prolonged host-parasite relationship. Here we describe the gene structure
of the paramyosin of 7. solium (Tpmy). The characterization of two clones obtained from a
genomic library showed that the complete gene of paramyosin spans in 8kb dividen in 14 exons
and 13 introns delimited by conventional eukaryotic spiice signals. No evidence of alternative
splicing sites were found, excluding the possibility that 7. solium expresses a miniparamyosin as
in Drosophila melanogaster. Analysis of the genomic sequence allowed the identificacién of two
transcription initiation sites, as well as potential regulatory regions in the promoter of the gene.
Although the paramyosin gene does not show a conventional poliadenilation signal, a probable
sequence was identified which shows similaﬁty to alternative signals reported for Schistosoma,
and is located at a suitable distance from the site where poliadenilation occurs in the gene.

Comparison between the paramyosin genés of D. melanogaster and Caenorhabditis
elegans showed a lack of conservation of the exon/intron organization, in contrast to other muscle
genes. The number of introns and their position in the structure of these three genes, suggest a

tendency towards decreasing the number of introns during the evolution of paramyosin,



INTRODUCCION

La teniosis y la cisticercosis, causadas por Taenia solium, son un serio problema de salud
publica en paises de Latinoamérica, Asia y Africa (Figura 1). La cisticercosis es causa de
importantes pérdidas econdmicas en la industria de alimentos elaborados con carne de cerdo, y en
su forma de neurocisticercosis, es la mds importante enfermedad neuroldgica parasitaria v causa
comun de epilepsia. Ambas enfermedades estan estrechamente relacionadas con la pobreza y las

malas condiciones sanitarias e higiénicas. L e—

Alta prevalencia (drcas endémicas)

Prevalencia Moderada Py

Baja prevalencia (casos importados) i
reas endémicas en EUA

No hay informacién disponible ’ 00t

DZEma

Figura 1. Mapa que muestra las regiones donde la cisticercosis es endémica. En negro se indican los paises dende
la cisticercosis es endémica, en gris se indican los paises donde se han reportado casos. Tomado de Roman et al.
2000.

La teniosis es la enfermedad causada por los gusanos adultos del género Taenia. En el
hombre, la teniosis se debe a la infeccién por dos especies distintas, T, solium y T. saginata. La
infeccion por el gusano adulto o solitaria generalmente no produce ninglin sintoma, aurique en
ocasiones puede causar insomnio, anorexia, pérdida de peso y algunos trastornos abdominales
ligeros. El riesgo que presenta la teniosis se debe a que los individuos enfermos son foco de
infeccion para ofros animales al liberar en sus heces miles de huevos, que si son ingeridos

ocasionan la infeccién con la forma larvaria o cisticerco. La importancia de T, solium radica en
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que mientras los huevos de 7. saginata no son infectivos para el hombre, ios de 7. solium si lo
son. A la infeccion con el cisticerco de 7. solium se le conoce como cisticercosis y afecta
principalmente al cerdo y al hombre (Flisser et al. 1991; Tsang y Wilson 1995; Sarti 1997).
Epidemiologia

En México, las estadisticas oficiales informan que la frecuencia de infeccién mas alta de

teniosis, tanto por 7. sofium como por 7. saginata, se presenta en el grupo de 5 a 14 afios (35 %),

“seguido por el de 1 a 4 afios de edad, sin diferencias significativas por sexo (Correa et al. 1994;
SSA 1996). En cambio, los estudios epidemiolégicos informan que el parasito adulto se presenta
en todas las edades y alcanza su pico en el grupo de 16 a 45 afios (edad econémicamente
productiva), siendo las personas del sexo femenino las que més frecuentemente presentan este
parasito (Sarti 1986; Flisser 1994; OPS 1994). Las diferencias observadas se deben a que las
estadisticas oficiales reflejan solo la demanda de servicios de salud, mientras que en los estudios
epidemiologicos se obtienen datos representativos por sexo y de todos los grupos de edad (Sarti
1997).

En el caso de la cisticercosis humana la frecuencia de anticuerpos anticisticerco se ha
determinade utilizando diversas pruebas inmunodiagndsticas en diferentes poblaciones,
encontrandose prevalencias desde 0.1 a 12 %. Con el uso de técnicas mas sensibles y especificas,
como el analisis inmunoenzimatico cuantitativo (ELISA) y la inmunoelectrotransferencia (IET),
las frecuencias encontradas en las poblaciones estudiadas, entre 1992 y 1997, se han mantenido
alrededor del 10 % (Woodhouse et al. 1982, Diaz et af‘ 1990; Correa et al. 1994; Schantz et al.
1994; Sarti et al. 1986, 1992, 1994). Las estadisticas oficsiales informan un promedio anual de 500
casos de cisticercosis con una tasa nacional cruda de 0.6 por 100,000 habitantes, y sin diferencias
por sexo y seiialan como el grupo mas afectado el de 15 a 44 afios de edad (Correa et al. 1994;
SSA 1996). A la enfermedad producida por el parésito en el sistema nervioso central se le conoce
como neurocisticercosis y €s la forma mas grave en el humano (Lombardo et al. 1982; Estafiol
1986; Del Brutto y Sotelo 1988; Sotelo y Del Brutto 2000; White AC Jr 2000). Anualmente, la
neurocisticercosis causa alrededor de 50,000 muertes anuales (Gemmell et al. 1983, Roméan
2000). En México es la principal causa de consulta neurolégica por epilepsia y la causa del 20 al
25 % de las craneotomias (Zenteno 1965; Velasco-Sudrez et al. 1982; Del Bruto y Sotelo 1988;
Rolfs et al. 1995). Esta enfermedad puede permanecer latente por muchos afios, pero con el
tiempo, las personas afectadas pueden desarrollar un amplio espectro de manifestaciones clinicas

como cefaleas, epilepsia, hidrocefalia o algunos otros desérdenes que pueden llevar a la muerte.
' 6
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Se estima que la neurocisticercosis €s la causa del 1-2 % de todas las muertes en los hospitales
generales (Albores-Saavedra y Altamirano-Dimas 1971; Rabiela et al. 1979; Velasco-Suarez et
al. 1982). En 1992 los costos por tratamiento para neurocisticercosis se situaron en 82 millones
de délares (Roberts et al 1994), a lo que hay que agregarle, las pérdidas econémicas ocasionadas
por la incapacidad para trabajar de muchas de las personas infectadas (Flisser 1988; Flisser et al.
1991; Tsang y Wilson 1995).

En el campo de la porcicultura, la cisticercosis en-cerdos también causd considerables
pérdidas economicas debido al decomiso de carne infectada en los rastros. En 1980, las pérdidas
por decomiso alcanzaron los 43 millones de dodlares (Acevedo-Hernindez, 1982, Acevedo-
Hernandez 1989), lo que representé el equivalente al 68 % del total de la inversion en la
produccion de cerdos. Las prevalencias de cisticercosis porcina estimadas a partir de las cifras de
cerdos que llegan a los rastros, y que no refleian el niimero de animales criados risticamente y
sacrificados de manera clandestina (y de mayor proporcion), informan una tasa cruda anual de
0.22 x 100 cerdos (1991), aunque por inspeccion de lengua las frecuencias vande 1.4a4.0%, y
porIET de 4.1 a 7.0 % (Sarti et al. 1992a, 1992b, 1994).

Morfologia del pardsito

Los céstodos son organismos acclomados con simetria bilateral. En general, se
caracterizan por ser planos, segmentados, hermafroditas y carecer de tubo digestivo. El parasito
adulto de 7. solium tiene apariencia de liston y mide de 1.5 a 5 m de largo. Su cuerpo presenta un
organo fijador denominado escédlex (Smyth 1994), que le permite fijarse a la mucosa intestinal
del hospedero a través de sus cuatro ventosas y un rostelo con una doble corona de ganchos
(Figura 2) (Merchant et al. 1998). La corona interna posee de 11 a 14 ganchos largos (de 0.13 a
0.16 mm), mientras la corona externa esta formada por un niimero similar de ganchos pequefios
(de 0.10 a 12 mm) (Verster 1969). En seguida del escolex se encuentra una zona de crecimiento
con alta actividad mitética llamada cuello, que da origen al estrébilo (Figura 3). El estrobilo esta
formado por una serie de segmentos denominados proglétidos, los cuales se encuentran en
distinto grado de diferenciacion, dependiendo de la posicidn que ocupan en el estrobilo. Los mas
cercanos al cuello son inmaduros sin organos sexuales desarrollados. Les siguen los proglétidos
maduros, que han desarrollado érganos sexuales femeninos y masculinos, lo que caracteriza a
estos parédsitos como hermafroditas. Los més lejanos al escolex son los proglétidos gravidos, que

se encuentran llenos de huevos (Figura 3).
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Figura 2A. Micrografia electronica de barrido que muestra el escolex de 7. solium. B. Representacién esquemdtica
de las principales estructuras del escolex.
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Figura 3. Representacidn esquematica del parasito adulto de Taenia solium. Tomado de Schmidt y Roberts 1989,

Los huevos son esféricos, miden de 31 a 51 ym de didmetro y tienen apariencia radial

cuando se observan bajo el microcopio de luz (Figura 4) (Flisser et al. 1997). Contienen la

oncosfera o embrion hexacanto, llamado asi por presentar 6 ganchos. Varias envolturas rodean al

TESES COR 8
FALLA DE ORIGEN




embrion, cada una con caracteristicas particulares (Laclette et al. 1982). El vitelo delimitado por
su capsula constituye la envoltura més externa del huevo. Esta capa delgada y 1abil se presenta
como una envoltura sincicial caracterizada por la presencia de elementos citoplasmaticos tales
como mitocondrias y glucdgeno. El vitelo no se encuenira presente en los huevos encontrados en
la materia fecal, y se sugiere que se encarga de la proteccién y nutricién de Ia oncosfera antes de
que el embridforo esté bien formado. Por debajo de la envoltura vitelar se encuentra la membrana
embriofdrica externa, la cual se presenta como una membrane} flexible y discontinua con
apariencia de crater, muy relacionada-con la superficie externa del embridforo. El embriéforo es
la cubierta mas importante del huevo, protege al embﬁén mientras el huevo estd en el ambiente
exterior y estd formado por bloques.electrodensos 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 separacion de los bloques al pasar por el tubo digestivo del

hospedero, liberandose asi Ia oncosfera. La célula embrioférica, la cual se extiende por debajo de

Figura 4. A, Micrografia electrénica de huevos de T. solium.Tomada de Laclette 1982. B. Representacion
esquemdtica de la morfologia‘del huevo modificada de Slais 1970. BE, bloques embrioféricos; Ca, capsula; Cem,
célula embriofdrica; E, embrioforo; G, ganchos; MO, membrana oncosferal; Vi, vitelo.

la superficie interna del embrioforo, es de origen sincicial y tiene una apariencia granular debido
a la presencia de abundantes elementos parecidos a los ribosomas. Se considera que la funcién de
esta envoltura es la de sintetizar al embriéforo. La envoltura mas interna es la membrana
oncosferal, la cual es impermeable a las condiciones ambientales externas, pero se vuelve
permeable cuando se pone en contacto con el jugo gastrico, permitiendo la activacion del

embrion expuesto (Laclette et al. 1982).
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El cisticerco de T. solium es una vesicula translicida redonda u ovoide de 0.5 2 2 cm de
didmetro, con un escélex invaginado y opaco, semejante al de la etapa adulta (Figura 5). La
vesicula estd llena de un fluido transparente llamado fluido vesicular, que contiene proteinas del
parasito y del hospedero (Willms et al. 1982; Ambrosio et al. 1994). La superficie de la pared
vesicular estd formada por el tegumento que es un citbplasma sincicial, anucleado y continuo
cuya membrana exierna se encuentra aumentada por proyecciones digitiformes llamadas

microtricas recubiertas por un abundante glicocélix.

Figura 5. Bl cisticerco de T. soffum. A. Cisticercos con pared vesicular intacta disectados de musculo esquelético de
cerdo. B. Representacién esquematica del cisticerco modificada de Slais 1979, PV, pared vesicular; E, escélex; Ce,
canal espiral; V, vestibulo,

Ciclo de Vida

El cicio de vida de T. solium (Figura 6) involucra a los seres humanos como tnico
hospedero definitivo (que aloja a la tenia adulta) y al cerdo como principal hospedéro
intermediario (que aloja a los cisticercos). Cuando el humano consume carne de cerdo infectada y

poco cocida, ingiere uno o varios cisticercos viables. La larva o cisticerco evagina en respuesta a

las sales biliares y tripsina, adhiriéndose a la superficie de la pared del intestino delgado y se
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desarrolla hasta alcanzar la forma adulta en 4 meses. Los individuos infectados con la forma
adulta del parésito liberan en sus heces proglétidos y huevos que de esta manera contaminan el
medio ambiente. Los gusanos adultos de . solium espontaneamente liberan entre 4-5 proglétidos
cada dia y cada progiétido gravido contiene entre 30,000 a 50,000 huevos, de los cuales,
alrededor del 50% contienen embriones infectivos. La contaminacion de agua y alimentos con los

huevos es favorecida por el fecalismo al aire libre, ¢l hacinamiento y la falta de higiene personal.

Figura 6. Ciclo de vida de Taenia solium. Los seres humanos, hospedero definitivo, alojan al pardsito adulto
{1). Los individuos teniasicos liberan en sus heces proglotidos maduros y gravidos conteniendo huevos (3) que
de esta forma son liberados al medio ambiente, El cerdo es el principal hospedero intermediario (4) alojande a
la forma larvaria (cisticercos). Ocastonalmente el hombre puede actuar como hospedero intermediario (5) al
ingerir accidentalmente los huevos. Tomado de Alua et al. 1987,

El ciclo de vida se cierra cuando el cerdo ingiere heces contaminadas con huevos. Las
enzimas proteoliticas del est(’)magd e intestino destruyen las envolturas protectoras del huevo
liberando al embrién hexacanto (Laclette et al. 1982), el cual atraviesa la mucosa intestinal para
alcanzar los capilares sanguineos y linfaticos que lo llevan a diferentes érganos, en donde se
desarrolla hasta convertirse en cisticerco. Ocasionalmente el hombre puede actuar como
hospedero intermediario, si ingiere huevos. Una revisién actualizada de esta enfermedad se
encuentra en el apéndice 5 (Sciutto et al. 2000) y el apéndice 6 (Vargas-Parada y Laclette 2001)

contiene una introduccién muy sencilla a la enfermedad, a nivel de divulgacion.
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El antigeno B es la paramiosina de Taenia solium.

La respuesta inmune de enfermos con neurocisticercosis ha sido estudiada por medio de
diversas prucbas en las que esencialmente se separa un extracto crudo del pardsito mediante
movilidad electroforética, y la reaccion se analiza con los sueros de los pacientes. De esta forma
se identificaron varios antigenos a los cuales se les denomind con las primeras letras del alfabeto
(Flisser et al 1980, Woodhouse 1982). Uno de los antigenos mas prominentes resultdé ser el
antigeno B (AgB) (Guerra et al. 1982), el cual era reconocido por el 84% de los sueros de
pacientes con neurocisticercosis comprobada (Flisser et al 1983; Espinoza, 1986). El AgB se
purificé a partir de un extracto crudo de cisticercos por precipitacion con sales y cromatografia de
intercambio idnico (Guerra et al 1982). De esta forma se obtuvo una proteina de
aproximadamente 95 kDa que contiene 52% de residuos Asp, Glu, Lys y Arg (Laclette 1989) y
que puede unirse a colagena (Laclette et al. 1990). '

En ensayos in vifro, el AgB inhibe la via clasica del complemento, probablemente debido
a la unidn de esta proteina con la region colagénica del Ciq (Laclette et al 1989, Laclette et al
1992). La digestion parcial del AgB con fripsina y su posterior microsecuenciacion, permitio
obtener la secuencia primaria parcial de 17 aminodcidos. Este péptido mostré homologia
significativa (13/17aa) con los residuos 243 a 260 de la secuencia primaria predicha para la
proteina paramiosina de S. mansoni (SPmy), homologia que se confirmé al probar un antisuero
anti-AgB en contra de la paramiosina recombinante de S. mansoni, mostrando identidad
inmunologica entre ambas proteinas (Laclette et al 1991). Con la. clonacion de la region
codificadora completa del AgB (Landa et al 1993} quedé demostrado que el AgB es la
paramiosina de 7. sélium (TPmy). La secuencia de amino4cidos deducida a partir de la secuencia
de nucledtidos resulté ser idéntica en un 75% con la secuencia de la SPmy (Laclette et al 1991) y
de aproximadamente un 35% con las paramiosinas de Caenorhabditis elegans (Kawaga et al
1989), Dirofilaria immitis (Limberger y McReynolds 1990) y Drosophila melanogaster (Vinos et
al 1992).

Las paramiosinas

Las paramiosinas (Pmy) son un grupo de proteinas exclusivas de los invertebrados,
incluyendo artropodos, moluscos, anélidos, crusticeos, insectos, equinodermos y helmintos
(Elfvin et al 1976). El Cuadro 1 muestra un listado de las paramiosinas que han sido
identificadas.
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Cuadro 1. Paramiosinas reportadas en la literatura

Organismo Grupo Procedencia  No. de Referencia
Taxonémico dei gen*  aminodcidos
Blomia trapicalis  Artropoda cDNA 875aa Ramos et al. 2001
Boophilus Artropoda cDNA Ferreira et al, 2002
microplus .
Demathophagoides Artropoda cDNA 98kDa, Tsai et al. 1998, Tsai et al. 1999
Sarinae Tilaa
Drosophila Artropoda cDNA, 879%aa Vinos et al. 1991, Vinos et al. 1992, Vinos et al.
melanagaster gDNA 1992, Becker et al. 1992, Maroto et al. 1995,
, --Adams et al. 2000 R
" D. melanogaster  Artropoda ¢DNA 4772a Becker et al. 1992, Maroto et al. 1995, Maroto et
Miniparamiosina gDNA al 1996, Adams et al 2000, Arredondo et al. 2000
Sarcoptes scabiei  Artropoda cDNA 876aa Mattson et al. 2000
Mercenavia Mollusca Incompleta 8aa Watabe et al. 1989
mercenaria
Mytilus Mollusca cDNA 864aa Watabe et al. 2000
galloprovincialis
Anisakis simples  Nematoda cDNA 86%aa Perez-Perez et al. 2000
Ancylostoma Nematoda cDNA 97kDa Kohlmetz y et al. 1998
canmum ,
Brugia malayi Nematoda cDNA 97kDa, Li et al. 1991, Langy et al. 1998
880aa
Caenorhabditis Nematoda cDNA, 882aa Kagawa et al, 1989, Schriefer y Waterston 1989
elegans gDNA
Dirofilaria immitis Nematoda cDNA 98kDa, Limberger y McReynolds 1990, Grandea et al.
848aa 1989
Onchocerca Nematoda cDNA 220kDa, Zhang y Miller 1995. Paramyosin related protein
gibsoni incompleta 672aa
Onchocerca Nematoda cDNA 87%9aa Dahmen et al. 1993, Conraths et al. 1992,
volvulus : Limberger y Mc Reynolds 1990
Opistarchis Nematoda cDNA 638aa Shustov et al. 2001, Shustov et al. 2002
Jelineus incompleta -
Wuchereria Nematoda cDNA 500aa . Seltman et al. 2000
bancrofti incompleta
Echinococcus Platyhelminthes cDNA 97kDa, Muhlschlegel et al. 1993
granulosus 863aa '
Echinococcus Platyhelminthes ND 97kDa Muhischlegel et al. 1993
multilocularis
Hymenolopis nana  Platyhelminthes cDNA 214aa Macnish et al. 2002
incompleta
Schistosoma Platyhelminthes c¢DNA 97kDa, Laclette et al. 1991, Lanar et al. 1986
mansoni , 866aa
Schistosoma Platyhelminthes c¢DNA 866aa Kalinna et al. 1997, Zhou et al. 1999, Zhou et al.
Japonicumn 2000, Zhou et al. 2000
Schistosoma Platyhelminthes cDNA 443aa Hooker et al. 1995
Japonicum ch incompleta
Schistosoma Platyhelminthes cDNA 97kDa, Becker et al. 1995, Nara et al. 1994, Yang et al.
Japonicum ph 866aa 1992 '
Taenia crassiceps  Platyhelminthes cDNA 15y 17aa  Kalinna y McManus 1993
incompleta
Taenia saginata  Platyhelminthes ¢DNA 863aa, Ferrer et al, 2002
Taenia solium Platyhelminthes cDNA, 98kDa, Landa et al. 1993, Laclette et al. 1991, Vargas-
gDNA 863aa Parada y Laclette 2002

*La procedencia del gen indica si ha sido clonado de una biblioteca de ¢cDINA 6 gDMNA, y si se tiene la secuencia completa del gen.
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Los filamentos de Pmy interaccionan con los de la miosina, lo que sugiere que esta
proteina participa en el ensamblaje de los filamentos gruesos (Epstein et al. 1985; Cohen et al.
1987). En los moluscos participa en el mecanismo de agarre (catch mechanism), condicidén
fisiologica que le permite al animal largos periodos de tension o contraccién muscular con bajo
consumo de energia (Watabe y Hartshorne 1990).

Las paramiosinas tienen una estructura de alfa hélice superenrrollada,.y su secuencia de
amino4cidos presenta una organizacidn caracteristica, con repeticiones de 7 aminoéciods (a-b=c-
d-e-f-g),, donde a y d son generalmente residuos hidrofébicos apolares (Cohen et al 1987). La
paramiosina forma dimeros, con ambas cadenas proteicas corriendo en la misma direccion. En
estas estructuras homodiméricas y filamentosas, las dos cadenas se estabilizan por medio de
cierres de leucinas que se forman entre cadenas laterales hidrofébicas (Cohen et al. 1971; Cohen
and Parry 1990). La secuencia completa de aminoacidos de diferentes paramiosinas conserva las
caracteristicas fisicoquimicas que le dan a su estructura la forma de alfa hélice, por lo que la
mayoria de las sustifuciones involucran cambios conservativos, es decir, cambios por
aminoacidos con propiedades fisicoquimicas parecidas. Las Pmy pueden encontrarse fosforiladas,
generalmente en los residuos de serina, aunque el numero y localizacion. de los sitios de
fosforilacion varian de acuerdo a la especie (Schriefer y Waterson 1989, Vinds et al. 1991, Dey et
al. 1992, Schmidt et al 1996). Han sido identificadas como antigenos en varios paré.sitos
helmintos. (Pearce et al. 1986; Limberger and McReynolds 1990; Laclette et al. 1991;
Miihlschlegel et al. 1993), y son el blanco de inmunidad protectora en algunos.de ellos (Pearce et
al 1986, Pearce et al. 1988; Nanduri and Kazura 1989; Nara T et al, Gobert 1998), lo que las ha
convertido en candidatas para la vacunacion en estos parasitos.

La primera inmunolocalizacién de la paramiosina se hizo en Schistosoma mansoni
utilizando inmunofluorescencia indirecta, con la cual se localizé a la proteina en regiones justo
debajo de la superficie del parasito (Pearce et al 1986). Unos afios después, en un estudio mas
detallado en et cual se utilizaron anticuerpos contra la paramiosina de Limulus (Matsumoto et al
1988), se reportaron altos niveles de proteina en la matriz del tegumento. En el trabajo se hace
notar que, en contraste con lo obervado en el tegumento, en las fibras musculares los niveles de
paramiosina son relativamente bajos. La paramiosina de 7. solium se localizé, utilizando
inmunofluorescencia y tincién con inmunoperoxidasa indirecta, en forma difusa en el tejido del
cisticerco, con predominancia en los citones tegumentales (Lacletie et al 1987). La localizacién

no muscular de la paramiosina fue un descubrimiento inesperado, que apoyaba Iz hipétesis de que
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la paramiosina podia funcionar como un potente inhibidor de la via clasica del complemento,
ademas de su papel estructural en los filamentos gruesos del musculo. Sin embargo, mas tarde se
encontr6 que la fijacion con aldehido, que normalmente se realiza antes de la
inmunofluorescencia, altera el patrén de inmunolocalizacién de la paramiosina, de tal modo que
si la inmunofluorescencia se hace con tejido no fijado, el AgB se localiza predominantemente en
los tejidos musculares (Laclette et al 1995). La observacién de que la fijacion con aldehido
.-disminuye ¢l inmunomarcaje de la paramiosina en lasfibras musculares (Laclette et al 1995),
trajo una explicacion a los bajos niveles de paramiosina reportados en estos tejidos. La
inmunolocalizacién de S. mansoni utilizando un método de intensificacion por plata y oro
coloidal, detecté a la paramiosina exclusivamente en el tejido muscular. Mas atn, en este trabajo
se sugiere que las sales de calcio de las gléndulas postacetabulares podrian reducir los iones de
plata, causando la precipitacién de esta durante la intensificacién del marcaje con oro, resultando
en un falso positivo (Schmidt et al 1996). Sin embargo, la controversia sobre la localizacién de la
paramiosina continia. En un estudio de microscopia electromica, utilizando anticuerpos
policlonales contra la proteina recombinante de S. japonicum, s¢ detecté paramiosina no solo en
el masculo de la cercaria, esquistosomula y adulto, sino también en los granulos de las glandulas
postacetabulares de la cercaria y en la matriz tegumental y supetficie de las esquistosémulas
(Gobert et al 1997). Es importante hacer notar que este trabajo se tuvo extremo cuidado con la
metodologia de fijacion y tincion para evitar los problemas metodblégiébs observados
previamente. La localizacion extramuscular de la paramiosina también se ha reportado en

Echinococcus granulosus (Muhlschlegel et al 1993) y. S. japonicum (Nara et al 1994),

Paramiosina en Caenorhabditis y Drosophila

A pesar de la informacién abundante sobre la paramiosina en diversos invertebrados, sélo
los genes de Pmy del nematodo Caenoharbditis elegans (Kagawa et al. 1989) y el de la mosca de
la fruta Drosophila melanogaster (Maroto et al. 1995) han sido caracterizados a nivel genémico.
El gen de la paramiosina de C. elegans (unc-15) fue identificado originalmente mediante un
tamizaje de una biblioteca de expresién con anticuerpos especificos. Posteriormente, mediante
sondas, se identificé el gen completo en una biblioteca gendémica de césmidos. La secuencia
completa de nucledtidos comprende una regién de 12 kb y el gen esth compuesto de 10 exones
que codifican una proteina de 882 aminoacidos (Kagawa et al 1989). Mediante titulacién con
sales y diferencia de pH se aislaron dos poblaciones de paramiosina en C. elegans. Ambas

poblaciones mostraron diferencias en su capacidad para ensamblarse y disociarse de los
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filamentos gruesos de miosina (Deitiker y Epstein 1993), lo que estd relacionado con
fosforilacion difefencial. Ademas se ha demostrado la actividad de una cinasa dependiente de
magnesio que actila sobre la paramiosina después de que ésta ha sido desensamblada de los
filamentos gruesos (Dey et al 1992).

El gen de la paramiosina de D. melanogaster se aislé a partir de una biblioteca de
expresion utilizando anticuerpos policlonales anti-paramiosina. La secuencia de aminoacidos,
deducida a partir del cDNA;-mostrdé un 47% de identidad con la paramiosina de C. elegans. La
paramiosina de D. melanogaster codifica 468 aminoacidos con un arreglo de 28 repeticiones,
caracteristica de las proteinas del filamento grueso. Mediante inmunofluorescencia indirecta se
mosiré la presencia de la proteina en el muisculo tubular y por medio de isoelectroenfoque se
identificaron al menos tres isoformas de aproximadamente la misma masa molecular (197kDa),
siendo la isoforma menos abundante la més 4cida y fosforilada (Vinos et al 1991). El-andlisis por
Southern blot indicé que solo hay una copia del gen de paramiosina, aunque por analisis de
Northern blot se identificaron dos formas diferentes de RNA, producto de dos sitios alternativos
de poliadenilacion (Vinos et al 1992). Utilizando como sonda el cDNA de la paramiosina, se
tamizo una biblioteca genomica de Drosophila y se aislaron tres diferentes. clonas. El gen
comprende 12.8 kb y se dividide en 11 exones y 10 intrones. Todos los exones. identificados
pertenecen a la secuencia de la paramiosina a excepcion del exon IB (localizado entre el exén 7 y
8 de la paramiosina). Este exon junto con los exones VI y IX codifican para otra isoforma de la
paramiosina: la miniparamiosina, la cual se produce por splicing altemativo (Maroto et al 1995).
Ambos genes se expresan como unidades transcripcionales sobrepuestas que codifican para la
paramiosina y la miniparamiosina utilizando dos promotores y una combinacion de diferentes
origenes de transcripcion y sitios de poliadenilacion. La miniparamiosina codifica para una
proteina de 55kDa que tiene una secuencia amino terminal Unica y se encuentra sélo en el
musculo de la pupa y del adulto pero no en el de la larva (Becker et al 1992). La comparacion de
los promotores de paramiosina de D. melanogaster y D. virilis mostraron una estructura
conservada y en ambos promotores se encontraron secuencias probables para la caja E, que es
parte integral de los elementos reguladores positivos de genes musculares (Maroto et al 1995).

Llama la atencién que, a diferencia de lo observado en la localizacion de la paramiosina
en platelmintos, en Drosophila y Caenorhabditis la paramiosina siempre ha sido localizada en los
tejidos musculares. En C. elegans, la paramiosina se coensambla junto con las cadenas pesadas A

y B de la miosina, en una proporcion y estructura definida, para formar los filamentos gruesos de
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la pared muscular del cuerpo (Honda y Epstein 1990), mientras que en Drosophila se encuentra

asociada al musculo tubular (Vinos et al 1991).

La Paramiosina de Schistosoma

Dentro de los platelmintos, la paramiosina de Schistosoma ha sido una de !és mas
ampliamente caracterizada, Durante uno de los primeros estudios de vacunacion contra la
esquistosomiosis se enconiré que una gran parte de la respuesta inmunolégica, que incluia una
gran proporcién de anticuerpos, se dirigia en contra de una proteina de 97 kDa a la cual se¢ le

denominé Sm97. Para el ensayo se utilizdé un modelo muwrino, al cual se le inyectaron

homogenados de adultos de Schistosoma mansoni 6 esquistosdmulas inactivadas. Mas tarde, la

proteina Sm97 fue identificada como paramiosina mediante secuenciacion de DNA y anélisis de
aminodcidos (Lanar et af 1986). El hecho de que el inmunégeno utilizado en ia vacunacién fuera
una proteina muscular, gener6 varias interrogantes sobre cémo. una proteina intracelular podria
estimular la respuesta inmune.

Aunque en 1987 se report la produccion de anticuerpos de clase IgE contra un antigeno
de 97 kDa en extractos de Schistosoma japonicum (Kojima et al 1987), no fue sino hasta 1994
que se demostrd que el anticuerpo IgE era especifico para la paramiosina (Nara et al 1994). La
IgE podia proveer hasta un 58% de proteccién en contra de la infeccion con cercarias de S.
Japonicum en un modelo murino (Kojima et a/ 1987). Otros ensayos de vacunacién, utilizando
paramiosina recombinante y nativa junto con BCG (Bacillus Calmette Guerin), lograron una
proteccion de entre 26-33% en ratones infectados con S. mansoni. Se determind que la principal
respuesta era mediada por células T y por interferon gamma (IFNy) (Pearce et al/ 1988). En
ratones vacunados con la paramiosina nativa y retados con cercarias de S. mansoni se reportd
proteccidn del 24-53% (Flanigan et al 1989) mientras que con paramiosina nativa sin adyuvante,
se indujo 62-86% de proteccioén después de retar con cercarias de S. japonicum (Ramirez et al
1996).

Como se menciond anteriormente, la paramiosina de varios invertebrados existe en mas
de una isoforma. En ¢l case de Schistosoma fue posible identificar hasta 10 distintas proteinas en
el rango de pH entre 4.7 y 5.2 por medio de electroforesis de doble dimensién y revelando con
anticuerpos anti-paramiosina, sugiriendo que los musculos de los esquistosomas contienen

diferentes isoformas de la proteina. Ademds, anticuerpos anti-fosfotirosina y anti-fosfoserina

reaccionaron con la paramiosina purificada de los esquistosomas, lo que comprueba que esta -
L
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proteina se encuentra fosforilada (Schmidt et al 1996), y que la generaci6n de estas isoformas se
podria explicar por eventos de fosforilacion diferencial, como se ha reportado en Caenorhabditis
(Schriefer y Waterson 1989) y Drosophila (Vinos et al 1991).

La paramiosina de T. soliumy otros céstodos

Ademas de T. solium, se han identificado las paramiosinas de E. gramudosus, E.
multilocularis (Muhlshlegel et al 1993), H. nana (Macnish et al 2002), T. crass:ceps (Kallina y
McManus 1993) y 7. saginata (Ferter et al 2002). Para las tres 1ltimas especies solo se conoce fa
secuencia parcial del cDNA. En el caso de Echinococcus, la secuencia de aminoécidos predicha a
partir del cDNA, mostré 71% de identidad con la paramiosina de S. mansoni, y la proteina se
localizé mediante ‘ inmunofluorescencia en el tegumento y el protoescélex de la larva
(Muhlschlegel et al 1993). En este trabajo también se observa fluorescencia en los musculos de
las ventosas orales aunque el autor no lo menciona.

La paramiosina de 7. solium ha sido probada como candidato para la vacunacion contra la
cisticercosis en numerosos trabajos. Los resultados obtenidos en nuestro laboratorio muestran que
la inmunizacion con la TPmy recombinante induce proteccion en contra de la cisticercosis murina
(Véazquez-Talavera et al 2001). En un estudio para identificar qué regiones de la proteina son
inmunologicamente relevantes para la respuesta inmune, se encontré que el suero de pacientes
con neurocisticercosis reacciona principaimente con la region carboxilo de la proteina y muy
poco con la regién central y amino (Vazquez-Talavera et al 2001). En este estudio se encontrd
que a diferencia de la respuesta humoral, la respuesta inmune celular no muestra reconocimiento
preferencial por ninguna de estas regiones. Méis recientemente, se reportaron niveles de
proteccion entre-el 85 al 99 % en contra de la infeccién por el cisticerco de T, solium utilizando el

DNA de la TPmy para inmunizar cerdos (Cai ef al 2001).
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ANTECEDENTES

Estructura del gen eucarlote

La transcripcion es el procese encargado de la sintesis de una molécula de RNA a partir
de la informacion genética contenida en la region codificante de un DNA. Los genes que
contienen-ia informacion para sintetizar una molécuia de polipéptido contienen dos tipos dé
secuencias con funciones diferentes, una reguladora de la expresién, y otra estructural o
realmente codificadora, con la presencia de regiones codificantes y no codificantes.

La region reguladora, sin funcién codificante, esta situada normalmente hacia el extremo
5'de la region estructural. Contiene distintas regiones promotoras, encargadas de interaccionar
con los factores de transcripcién proteicos para regular posiiiva o negativamente el inicio de la
transcripcion. En funcién de su capacidad de expresion, la regién estructural se divide en dos
tipos de secuencias: los intrones, o regiones no codificantes, presentes al interior del gen, y los
exones, que incluyen tanto las secuencias codificantes como las no codificantes de ambos
extremos del gen. El conjunto de exones ¢ intrones de la region estructural se transcriben para dar
lugar a un RNA llamado precursor o transcrifo primario, el cual, a través de un proceso adicional
durante el cual se pierden los infrones, y los exones se unen linealmente, da lugar a moléculas
funcionales o0 maduras de RNA. Este proceso de escision de intrones, dcpende de la estructura del
RNA y de la secuencia de nucledtidos localizada en los sitios de ¢ scision, justo en el borde entre
exones ¢ intrones. Las secuencias consenso para estos sitios de escision han sido determinadas
para muchos genes eucariotas (Seif et al. 1979; Benoist et al. 1980; Breathnach y Chambon
1981), encontrandose que en todos los genes analizados se encuentran las secuencias S'GT y
3'AG (Senapathy et al 1990).

La unidad de transcripcion
A la cadena de DNA, que normalmente se documenta al dar {a secuencia de un gen, se le

denomina hebra codificante y es idéntica en secuencia al RNA mensajero. También se le conoce
como hebra no transcrita, con sentido, positiva 0 no molde. La hebra a partir de la cual se
sintetiza el RNA se le denomina DNA molde, no codificante, transcrita, antisentido o negativa.
La posicién de las bases en cualquier gen o regién del DNA relacionada con el proceso de la
transcripcion se refiere a la hebra no molde, codificante. Por convencidn, su orientacién es la del

sentido de transcripcién. Los nucleétidos de esta hebra se numeran a partir del punto de inicio de
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la transcripcion, al que se asigna el valor +1 y se denomina origen de la transcripcién. No existe
el nucledtido niimero cero. Los situados hacia el extremo 5’se dice que estan corriente arriba y se
indican con mimero negativos consecutivos. Los nucledtidos situados en el sentido de la
franscripcion hacia el extremo 3°, estan corriente abajo y se indican con nimeros positivos
consecutivos. A pesar de la convension, en algunas ocasiones, sobre todo cuando el sitio de inicio
de la transcripcion no ha sido definido, el valor +1 se asigna a la primera base del codén de inicio
de la traduccion. o -

Para que tenga lugar la transcripcidn, es necesaria la presencia en la hebra molde de la
llamada unidad de transcripcién, que incluye la secuencia del DNA que se ha de transcribir mas
las dos secuencias consenso que la flanquean (llamadas promotor y terminador). La terminacion
de la transcripcion ocurre al alcanzar determinadas secuencias del DNA eucari6tico, ain poco
caracterizadas.

El promotor
Un promotor o secuencia promotora es una region de DNA que regula ¢l inicio de la

transcripcion de un gen, y se les sueie llamar también factores cis, por encontrarse en la misma
molécula de DNA cuya expresion regulan. Una caracteristica de la transcripcion eucaridtica es
que su regulacion se debe a la afinidad especifica por los promotores de ciertas proteinas
denominadas factores de transcripcion (FT). A cada promotor se puede unir un nimero variable
de FT, que actiian favoreciendo o dificultando la unidn y la actividad de la RNA polimerasa, o de
otros factores de transcripcion vy, en consecuencia determinando la posicién v eficacia del inicio
de la transcripcién. Los FT se denominan también factores trans, pues sus genes estin en
posiciones alejadas y no relacionadas con aquella region génica cuya expresion regulan.

El promotor basal comprende- las secuencias que definen el punto de inicio de la
transcripcién y son imprescindibles para que ésta comience. Es una region situada en posicién
adyacente al origen de la transcripcién, cominmente hacia el extremo 5’ hasta la posicién -30.
Una de las secuencias mas habituales es la secuencia TATA, caja TATA o caja de Hogness,
situada tipicamente alrededor de las posiciones -15 a —25 (Goldberg 1979; Benoist et al. 1980).
Otra secuencia basal frecuente es la secuencia iniciadora Inr también llamada sefial CAP, situada
sobre el propio origen, entre -3 y +5. Hay promotores que tienen ambas secuencias, solo una de
ellas o ninguna (Weis y Reinberg 1992},

A menudo, el promotor basal no es suficiente por si mismo para provocar el inicio de la

transcripeion, sino que se requiere de otra region adicional conocida como promotor proximal.
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Esta region normalmente se encuentra cercana al promotor basal, pero mds alejada corriente
arriba del origen, comunmente entre las posiciones -30 y -200. Los elementos proximales
determinan la frecuencia con la que se produce el inicio de la transcripcion. Esto es posible
gracias a que sobre ellos se unen diversos factores de transcripcion que favorecen la interaccién
de la RNA polimerasa con el DNA en el punto de inicio. Los dos elementos proximales mas
caracteristicos son la caja o secuencia CAAT, entre -60 y —80 (Efstratiadis et al 1980; Bucher
1990; Santoro et al. 1998), y la caja GC (Bucher 1990), que aparece en copias miltiples en
cualquier orientacion, a menudo a ambos lados de la caja CAAT.

La expresién de algunos genes sufre una regulacién aiin mas compleja, que depende de
secuencias situadas a gran distancia del punto de inicio, incluso de varios miles de pb, corriente
arriba 0 corriente abajo. Esto ocurre especialmente para los genes inducibles. Estas secuencias
promotoras distales son muy variadas y especificas para cada gen y se clasifican en dos tipos
principales, los potenciadores, que aumentan la velocidad de inicio de la transcripcion, y los

silenciadores, que tienen el efecto opuesto.

Estructura de genes en céstodos

A la fecha, poca informacién estd disponible sobre la organizacién de los genes en
céstodos. Aunque muchos genes han sido clonados y caracterizadqs, en la mayor parte esto solo
ha sido en bibliotecas de cDNA y por lo tanto se conoce poco sobre las secuencias reguladoras y
la estructura de dichos genes.

En E. granulosus se caracterizaron dos secuencias gen6micas para el gen de actina, Fgactl
y Egact 1 (da Silva et al 1993), que codifican para proteinas de 375 y 376 aminoacidos
respectivamente. Se identificé un intrén de 591 pb en la secuencia de Egact 11, localizado en la
posicién correspondiente al codon 42 (que corresponde a la posicién 41 en Egactl), y cuya
secuencia de escision es igual a las secuencias consenso reportadas. Ademas en la region 3” se
identificaron sefiales potenciales de poliadenilacién (Proudfoot y Brownlee 1976; Fitzgerald y
Shenk 1981) 56 y 58 nt abajo del codén de terminacién en las secuencias de Egacil y Egactll
respectivamente. La posicion de los intrones en los genes de actina ha mostrado estar conservada
en los genes analizados, especialmente en deuterostomados (Fornwald et al 1982; Zakut et al
1982). De hecho, la hipotesis mas aceptada sobre el nimero y la posicion de intrones en los genes
modernos de actina, al menos en ¢l caso de los deuterostomados, es que son el resultado de 1a
pérdida de algunos de los intrones de un gen de actina ancestral comin que originalmente tenia

muchos intrones. Previamente al analizar las actinas de algunos protostomados, no se habia
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encontrado que las posiciones de los intrones estuvieran conservadas y que hubiera coincidencia
con las posiciones de intrones encontradas en deuterostomas (Fyrberg ef al 1981; Fischer y Bode
1989). Sin embargo, la presencia del intrén en el coddn 42 de F. granulosus, 1a presencia de un
intron que interrumpe el coddn correspondiente al aminodcido 41 en los genes de actina de 7.
solium y en los genes de actina de Pisaster ochraceus, S purpuratus, Xenopus laevis, pollos, ratas
y ¢l hombre (Fornwald et al 1982; Kowbel y Smith 1989; Crain et al 1987; Mohun et al 1986;

Nudel et al 1983; Nakajima-lijima et al 1985), demuestra una correlacién evolutiva entre los ™

genes de actina de prostostomados y deuterostomados apoyando la hipétesis de que los genes
primordiales de actina contienen muchos intrones, algunos de los cuales se suprimieron durante
la evolucién. También en E. granulosus, se caracterizé el promotor de un gen ribosomal, aunque
no se demostré actividad funcional. Dicho promotor no mostré homologia con otros promotores
de genes ribosomales de otros organismos, aunque si se identificaron algunos elementos
reguladores .como una region rica en d(T) en la posicién —32 del sitio de inicio de la
transcripeidn, y dos repeticiones invertidas (IR) preserites en otros genes ribosomales (Picon et al.
1996). El primer reporte de promotores funcionales en céstodos fue para los promotores de actina
de los genes Egactl y EgactIl (Gimba et al. 2000). Ambos promotores mostraron actividad en una
linea celular de mamiferos NIH3T3, utilizando como reportero al gen de Ia cloranfenicol

acetiltransferasa (CAT).

Estructura de genes en Taenia

En el caso de 7. solium, poco mas de una docena de genes han sido reportados (Cuadro 2),
de los cuales solo se conoce la estructura de unos cuantos. Los primeros genes completos de
céstodos que se describieron fueron los genes pATS y pAT6 de actina, que contienen una regién
codificadora para una proteinas de 376 aminoacidos, interrumpida en cada gen por un solo intrén,
localizado después del codén para el aminoicido 41 (Campos et al 1990). El intrén tiene una
tongitud de 395pb en pATS y 413pb en pAT6. Las secuencias en la unién exon/intron implicadas
en la escision del RNA mensajero (RNAm), corresponden a las secuencias consenso identificadas
en ofros genes eucariotas en los cuales se lleva a cabo el procesamiento del RNAm. En el anélisis
de las regiones corriente arriba se identificaron dos secuencias en las posiciones -126 y <95 desde
el codon de iniciacidn, en pATS, y en la posicion -130 en pAT6, las cuales coinciden con las
secuencias consenso para cajas CAAT. Las secuencias 5'-TATATAA-3'(posicion -71) en pATS
y 5-CATAAAT-3'(posicion -76) y 5'-TATAAGA-3'(posicién —53) en pAT6 coinciden con las

secuencias consenso para las estructuras de caja TATA. Finalmente, se encontraron dos
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secuencias probables de reconocimiento para poliadenilacion (AAUAAA) (Proudfoot y
Brownlee, 1976; Fitzgerald y Shenk 1981), 63 y 73 nucleétidos corriente abajo del codén de
terminacion en pATS y pAT6 respectivamente. La comparacién de las secuencias de ambos
genes mostrd que el segundo exoén se encuentra mas conservado que el primero.

Los genes TSO45-1 y TSO45-4 son homodlogos al gen 45W de T.ovis (Waterkeyn et al
1997}, y consisten de cuatro exones y tres intrones de manera similar a la familia de genes 45W
(Gauci y Lightowlers 2001). Las secuenciasen la unién del borde exoén/intron corresponden a las
secuencias consenso. Se identificaron ocho transcritos codificados por al menos cinco genes y la
comparacién de las secuencias de DNA mostré que allgunos de estos transcritos se forman por
escision alterna (alternative splicing) (Horowitz y Krainer 1994). Este es el primer reporte en
céstodos sibre la escision alterna de los RNAm. Mas recientemente, se caracterizé un gen que
codifica para una secuencia lider de escision que participa en la transescision (trans-splicing) de
mRNAs (Brehm et al. 2002). '

Cuadro 2. Genes repertados en . solium

Nombre del Gen Referencia
Actina Campos et al. 1990
Paramiosina Landa et al. 1993
Antigeno recombinante protector Manoutcharian et al. 1996
Proteina ribosomal P Kalinna y McManus 1996
Miosina Ambrosio et al. 1997
Transportador de glucosa (TGTP1 y TGTP2) Rodriguez-Contreras et al. 1998
Proteina de la oncosfera Gauci et al. 1998
Proteina recombinante 10kDa Chung et al. 1999
Antigenos 14 y 18kDa GPs ‘ Greene et al. 2000
Triosafosfato isomerasa Jimenez L et al. 2000
Antigeno de bajo peso molecular Sako et al. 2000
Citocromo oxidasa I Hancock et al. 2001
TS045-1 y TSO45-4 Gauci y Lightowlers. 2001
Anexina Guo et al. 2001, Hongli et al. 2002

El gen de la paramiosina de T. solium
El gen de la paramiosina de 7. solium se clond a partir de una biblioteca de cDNA

preparada con RNA mensajero (2-7 kb) de cisticercos de 7. solium (Landa et al. 1993). La clona
de cDNA, conteniendo la regidn codificadora completa de la paramiosina, tiene un solo marco de
lectura que corresponde a una proteina con 863 aminoicidos v un peso calculado de 98 kDa. La

secuencia de aminoacidos, deducida a partir de la secuencia de cDNA, mantiene el patron de
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organizacion de grupos de 7 residuos caracteristico de las paramiosinas, con excepceion de los
primeros 15 residuos del extremo amino y los ultimos 31 residuos del extremo carboxilo. En el
extremo 3’, una cola de adeninas indicé que la clona contiene la regién no transcrita completa.
Por ensayos de hibridacion se determind la presencia de un solo transcrito de aproximadamente
3.6 kb, codificado por un gen de copia unica. La secuencia codificadora completa se ligdé en un
vector de expresion con el fin de obtener la proteina recombinante, la cual se purificé
parcialmente. Esta proteina recombinante mostré afinidad por colageno4si como la capacidad de ™ —
inhibir in vitro la actividad de Clq.

La inhibicién de la cascada del complemento, por la Tpmy, sugiere un papel activo de esta
proteina en la evasién de la respuesta inmune del hospedero, evitatando el dafio al tegumento
(Podack 1980), disminuyendo la produccién de mediadores inflamatorios (anafilatoxinas),
impidiendo el escalamiento de la reaccién inflamatoria (Chenoweth 1986) y facilitando asi la
coexistencia de estos dos organismos (Laclette et al 1989). Sorprendentemente, la secuencia de
¢DNA no mostré ninguna sefial caracteristica de las proteinas de secrecion-excrecion, lo que

dificulta explicar el posible papel inmunomodulador de la paramiosina observado in vitro.
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HIPOTESIS

En vista de que la secuencia del cDNA de la paramiosina de 7. solium no mostré ninguna seiial
de excrecion/secrecion en el extremo amino terminal que pudiera explicar su posible papel in
vivo como inhibidor del complemento, se sugiere la existencia de isoformas de paramiosina

producidas a partir de escision alterna que puedan inhibir al complemento.

OBJETIVOS

1. Clonar un fragmento extenso del DNA genémico que contenga el gen de la paramiosina

2. A pariir de la secuencia completa del gen de paramiosina determinar la estructura del gen
incluyendo la localizacién de intrones y exones

3. Caracterizar las posibles regiones reguladoras localizadas 5° de la secuencia codificadora y el
sitio de inicio de la transcripcion, para poder en un futuro disefiar vectores de expresion para

estudios de transfeccion en cisticercos

El articulo resultado del trabajo que a continuacion se detalla se encuentra en el apéndice 1
(Vargas-Parada L y Laclette JP (2002) Gene Structure of Taenia solium paramyosin. Parasitol

Res, en prensa).
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MATERIAL Y METODOS

A. Materiales biologicos

Fardsitos |
Los cisticercos de T. solium se obtuvieron por diseccién de misculo esquelético de cerdos
infectados. Los cisticercos se congelaron en hielo seco inmediatamente después de la diseccion y
se mantuvieron a -70°C hasta su uso.

Células bacterianas
Las cepas de Escherichia coli utilizadas en este proyecto fueron:
JF242 fenotipo: recB21-recC22 derivada de LE392 (supEsupF)
JM101  fenotipo: supE thi A (lac” proAB) F'[ traD36 proAB™ lacI’ lacZAM15]

Caracterizacion del fenotipo Rec™
Para confirmar el fenotipo deficiente para recombinacion (Rec™ ) de la cepa JF242, se utilizo el

fenotipo asociado de sensibilidad a luz ultravioleta (UV). Se sembraron dos cultivos a partir de
colonias tnicas de cepas Rec™ (JF 242) y Rec’ (JM 101) en 5ml de medio Luria Beltrani (LB) y
se dejaron crecer toda la noche con agitacion a 200 rpm a 37°C. Usando un asa flameada se
sembro cada una de las cepas en forma de una franja de aproximadamente 6 cm (Figura 7). La
caja de Petri se dividi6 en 4 zonas marcadas 0, 10, 20 y 30, las cuales se expusieron durante 0, 10,
20 6 30 segundos, respectivamente, a luz UV (254 nm). Para evitar procesos de reparacion
inducidos por la luz, la caja se envolvié en papel aluminio y se incubd a 37°C durante toda la

noche.
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Fig 7. Caja LB con las cepas JM101 (cepa Rec +) y JF242 (cepa Rec ) expuestas a luz UV. .
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Biblioteca gendmica
La biblioteca genomica de DNA de cisticercos de 7. solium, proporcionada por el Dr. Abraham

Landa (Facultad de Medicina, UNAM), fue construida en el bacteriéfago A Syrinx 2A (Lutz et al
1987) y contiene aproximadamente 8x10* recombinantes independientes con insertos de 5-15 kb

(Figura 8).

cos L SBR H S1 SBR S H cos R
B - LY V4 .
Y+ - f V7
SI SIX lac5 RHB bro256
AamBam ' Rap+  Sam
Origen:
| ] EMBL 3A
Charon 4A

EEEEEEE AcI85757
PFF 7777777 MStWES-AB

Fig 8. Mapa de lambda Syrinx 2A. Se muestran los fagos de donde se derivoé Syrinx 2A. También se muestran
los genes relevantes, la region codificadora del fenotipo Rap+ v los sitios de restriccion. S 1 (8), BamHI (B),

 EcoRI (R), Hind T (H), Xba I (X), Sst 1 (SD) y Sst 11 (81I). El fragmento Eco RI lac5 esta invertido con relacion
a Charon 4A.

cDNA :
Con el fin de estudiar hacia qué regiones de la proteina se dirige la respuesta inmune humoral y

celular del huésped, se prepararon en el laboratorio construcciones en el vector de expresion
pRSET-B (In Vitrogen Co., San Diego, CA) disefiadas para expresar fragmentos recombinantes,
. que corresponden a tercios de la paramiosina completa (Vazquez-Talavera et al. 2001). La
construccidon que contiene la region codificadora completa de 1a paramiosina se denomina VW7-
3, la VW2-1 contiene el tercio que codifica para la regi6on amino de la proteina, la VW3-3
codifica para el tercio central y la VW4-1 codifica para la regién carboxilo de la proteina. Estas

construcciones se utilizaron para preparara las sondas para el tamizaje.

B. Enzimas y otros reactivos.

Las endonucleasas de restriccién, asi como sus amortiguadores especificos, se obtuvieron
comercialmente de Boehringer. La proteinasa K (proteinasa de Tritirachium album tipo XI), la
RNAsa (Ribonucleasa de pancreas bovino tipo XI1-A), v la lisozima fueron obtenidas de Sigma
Chemicals. E1 IPTG y el X-Gal fueron de BRI..
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Fig 9. A. Representacién esquemética de las construcciones de la paramiosina de 7. sofium en pRSET. Las
posiciones de nucle6tidos (nf) y aminodcidos (aa) se indican por niimeros con base em la secuencia del cDNA de la
TPmy (Tomado de Véizquez-Talavera et al 2001). B, Gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio que muestra los
productos resultantes de la amplificacién por PCR de cada uno de los tercios usando comoe templado vw 7-3. Carril 1.
Tercio amino amplificado con los oligonucledtidos X1-X6; Carril 2. Tercio central amplificado con X4-X7; Carril 3.
Tercio carboxilo amplificado con X5-X2; Carril 4. Amplificacion con X1.X7; Carril 5 Amplificacién con X4-X2; M
marcador de peso molecular 100 pb

C. Métodos Moleculares

Extraccion y purificacion del DNA de T. solium a partir de cisticercos

Se pesaron 10 g de cisticercos congelados, a los cuales se les agregd 100 ml de una solucién
salina con citratos (SSC) (0.87% de 'NaCl, 0.44% citrato de sodio, pH 7). La solucién con los
cisticercos se mantuvo en hielo mientras se homogenizé con un véstago de teflén (10 golpes). El
homogenado se centrifugd durante 20 min en un rotor GSA a 4,500 rpm a 4°C y el precipitado se
resuspendio en 10 volumenes de una solucién EDTA 0.5M, sarkosil 0.5% y proteinasa K 100
pg/mi (pH 8.0). Posteriormente se incubé a 50°C hasta que el precipitado: se disoivid
completamente (aproximadamente 3h). El DNA se obtuvo a partir de tres extracciones
consecutivas con fenol-Tris, centrifugando a 4,000 g durante 5 min, desechando cada vez la fase
orgéanica, El sobrenadante se dializé contra 41 de una solucion de TE (ImM EDTA en 10 mM de
Tris-HCl, pH 7.6) y posteriormente se traté con RNAsa (10mg/ml) a 37°C durante 1h seguido de
una extracciéon fenol-Tris, fenol-Tris-cloroformo (1:1) y una extraccion més con cloroformo.
Finalmente, la solucién de DNA se dializé contra TE, se precipité con etanol absoluto y se
guardé a —20°C hasta su uso. El DNA purificado se cuantificé en el espectrofotémetro y su

integridad se verificé sometiendo a electroforesis una alicuota en un gel de agarosa.
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Purificacién del DNA pldsmidico
El pRSET, previamente introducido en la cepa adecuada para la amplificacién del plasmido (Z.

coli K12 DH1 RecA™), se extrajo de un cultivo bacterianq crecido en 500 ml de medio LB (10g
triptona, 5 g de extracto de levadura, 5 g NaCl por litro, pH 7.4) con ampicilina (100 pg/ml) e
incubado en agitacion constante (250 pm) a 37°C, hasta el crecimiento exponencial de las
bacterias. El precipitado de bacterias obtenido por centrifugacion a 9,400 g durante 10 min se
resuspendi6 en 25 ml de una solucién 10 mM de EDTA, 50 mM de glucosa en 25 mM de Tris=Cl
(pH 8.0) a la cual se le agregé lisozima a una concentracion final de 4 mg/ml, y se dejé incubar
durante 30 min a 0°C. Las bacterias se lisaron al afiadir 50 ml de 0.2 de NaOH en 1% SDS e
incubando a temperatura ambiente (TA) durante 5 min. Los fragmentos celulares y una gran parte
del DNA cromosdmico se precipitaron en acetato de sodio 3M pH 5.2, se dejé reposar sobre hielo
durante 1 h y se centrifugd a 9,400 g durante 30 min. El pladsmido se precipité afiadiendo 112.5
ml de etanol absoluto al sobrenadante e incubando toda la noche a —-20°C. El precipitado
conteniendo ¢l DNA plasmidico se colectdé por centrifugacion a 16,000 g durante 20 min
lavandose dos veces con etanol al 70%. El DNA purificado se resuspendié en 6 ml de agua
estéril, y se incub6 1 h en presencia de RNAsa 10 mg/ml a 37°C. Para eliminar la RNAsa se
extrajo con fenol-cloroformo y nuevamente se precipito con etanol. El DNA del pldsmido puro se

resuspendié en agua o TE y se determino su concentracion con el espectrofotometro.

Extraccién y purificacién del RNA total de T. solium ‘
El RNA se purificé por el método del Trizol (TRIzol Reagent, Life Technologies Gibco 3RL).

Grupos de veinte cisticercos congelados a ~70°C se pesaron en una balanza analitica para luego
molerse con un mortero y nitrogeno liquido hasta tener polvo fino. El polvo resultante se
resuspendid en Trizol (1 ml por cada 50-100 mg de tejido) y se incub6 durante 5 min a TA para
permitir la disociacion completa de los complejos de nucleoproteina. Se agregaron 0.2 mi de
cloroformo por cada ml de Trizol y se dejé incubar a TA durante 3 min. Las muestras se
centrifugaron en microfuga a 11,750 g durante 15 min a 4°C y la fase acuosa se transfiri6 a un
tubo limpio. El RNA se precipité con isopropanol (0.5 ml por ml de Trizol) a TA durante 10 min
y el precipitado se colectd por centrifugacién durante 10 min a 4°C. El precipitado se lavd una
vez con 1 ml de etanol al 75%, y se centrifugo a 8,000 g durante 5 min a 4°C, secando
brevemente a TA. El RNA se disolvid en agua libre de RNAsas (solucion 0.01%
dietilpirocarbonato, DEPC) incubando 10 min a 55°C. Para eliminar por completo cualquier
contaminaciéon con DNA, el RNA se repurificd siguiendo las indicaciones del protocolo de
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limpieza del sistema RNeasy mini protocol for isolation of total RNA from animal tissues
(RNeasy QIAGEN) y se cuantifico en el espectrofotdémetro. La integridad del RNA se verificod

sometiendo a electroforesis una alicuota en un gel de agarosa.

Cuantificacion del RNA y DNA. Determinacion espectraofotométrica de su pureza,
La concentracion y pureza del DNA y RNA se pueden determinar midiendo su absorbancia a

260nm (Ago) v 280nm (Ajzgo) en un espectrofotometro. La absorbencia a 260nm mide la
concentracion de los acidos nucleicos y debe ser mayor a 0.15 para asegurar que sea significativa.
Una absorbencia de 1 unidad a 260nm corresponde a 40 pg de RNA por ml (Az6=1=40 pug/ml) 6
50pg/ml de DNA {Az40=1=50 ng/ml) (Sambrook et al. 1989). Esta relacion es valida cuando la
muestra se encuentra resuspendida en agua. El cociente entre los valores de absorbencia a 260 y
280 nm (Azs0/Azs0) da un estimado de la pureza de los acidos nucleicos. El DNA ‘se considera
puro cuando el cociente es igual o superior a 1.8, mientras que el RNA puro tiene un cociente
mayor a 2.0. Las medidas se llévaron a cabo en un espectrofotdmetro GeneQuant pro RNA/DNA

Calculator (UV/Vis Spectrophotometer, amersham pharmacia biotech).

Electroforesis en agarosa
Se prepararon geles de agarosa al 1% en TBE (54g Tris base, 27.5g 4cido bérico, 20 mi EDTA

0.5M pH 8.0, concentracion final Sx) 6 TAE (242¢g Tris base, 57.1 ml acido acético glacial, 100
ml EDTA 0.5M pH 8.0, concentracion final 50x) a los cuales se les agrega 1 ul de bromuro de
etidio (10mg/ml) por cada 10 ml de agarosa. Los geles se corren a voltaje constante (75 V)enun
tanque de electroforesis conteniendo el buffer respectivo de TBE o TAE. Los acidos nucleicos se

visualizan con luz UV.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)
Las reacciones de la PCR se prepararon-en un volumen final de 50 ul con 1 ul de cada

oligonucledtido 10 pM, 5 pl amortiguador de PCR 10x (200 mM Tris-HCI pH 8.4, KCI 500
mM), 3 ul MgCl; 25 mM, 2 ul dNTPs 10 mM y 0.5 pl Taq polimerasa 5 uw/ul. La amplificacion se
llevé a cabo con rondas de 35 ciclos de PCR, con un primer ciclo a 94°C durante 1 min, seguido
de los ciclos de desnaturalizacidon a 94°C durante 30 seg, de unién del oligonucleéﬁdo (annealing)
a 55°C durante 2 min y de extension a 72°C durante 1.45 min. Al final de los ciclos se realizé una
extension final de 5 min a 72°C. En algunos casos, la temperatura de unién del oligonucledtido

pudo variar segun la temperatura O6ptima para la pareja de oligonucledtidos utilizada. Los -
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productos de Ias reacciones se analizaron por electroforesis en un gel de agarosa al 1% en TAE y
se purificaron por afinidad a polvo de vidrio, siguiendo el método de Vogelstein y Gillespie
(1979). Se cortd la regién del gel que contiene ¢l fragmento de interés y se coloco en un tubo
eppendorff (1.5 ml) al cual se le agregaron 500 ul de 1;na solucién de Nal (90.8 g Nal, 12 ¢
NapS0; en 100 ml agua), 2 ml por cada gramo de gel, y se incubé a 55°C hasta disolver el gel. Se
agregaron 2 ul de una suspension de polvo de vidrio, se mezcld vigorosamente y se dejo incubar
1 h a 4°C. El DNA-polve de vidrio.se colectd por centrifugacién y al precipitado se le agregaron
500 pi de la solucion de Nal. Se agito para resuspender completamente, se centrifugo durante 30
seg a 14,000 rpm y se descartd el sobrenadante (SN). Se agregaron 500 ul de buffer de lavado
frio (50% EtOH, 0.1 M NaCl, 10 mM Tris pH 7.4, 1t mM EDTA) mezclando vigorosamente y se
centrifugé nuevamente, repitiendo este Gitimo lavado tres veces mas. El DNA se sec6 al vacio a
temperatura media durante 5 min y se resuspendié en 20 ul de agua estéril. Adicionalmente, se
purificaron otros productos de PCR utilizando el Wizard PCR preps DNA purification system

(Promega), siguiendo las recomendaciones del proveedor.

Oligonucledtidos
En el cuadro 3 se enlistan los oligonucledtidos utilizados en este trabajo, mientras que la Figura

10 muestra su localizacion sobre la secuencia de la paramiosina.

Digestién del DNA con endonucleasas de restriccion
Las digestiones de DNA se realizaron en las condiciones estindares para cada enzima vsando la

relacion de 1 unidad de enzima por mg de DNA. Adicionalmente, se utilizé una modificacion del
ensayo de restriccion para verificar rapidamente la presencia de insertos dentro de distintos
vectores. Para esto, se preparé una microreaccion de digestién a un volumen final de 20 pl. La
digestion se expuso durante 10 seg a temperatura media en el horno de microondas con intervalos
de reposo de 2 min. El proceso se repitio0 6 veces, se agregd colorante de corrida ¢

inmediatamente se analiz6 en geles de agarosa.
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Cuadro 3. Secuencia de los oligonucledtidos sintéticos utilizados

Nombre Direccion Secuencia
Region rio arriba del coddn de inicio
Revd 5 5-ACAGTAATTTGGGGGTGG-3’ i
‘Revd e 5-GCTGTGTTCCGTATCACCTA-3" i
on s 5.CCGGATCGT( T
Rev2 & 5-GCTGTACGCACGATCAC,
LRev i « 5-AGTCACAGGGAAAATTCG-3' |
"Rev 0 «— 5" -CGCGTATGATGGTACGAG-3’
Tercic amino
| X1 - 5'-ATGTCTGAATCACACGTC-3’
Il . > 5-TAGCCTGATGCATTGCTT-3’
In3 — 5 -TTTCCGTTAAGAGTCGCGT-3’ ]
In6 - 5 -GTCCTTGGAATAATTGTTCG-3" h
Ind P 5'-GTGTGAGCCTGATGTGAC-3’
F N 5-GCTCGCGTCCGGGCTG-3'
F “ 5'-AGTACCACTCAATTC(}_’£C-3’ -
D « 5'-GGIGAGCTTGGAGAAATCTG-3'
'E = 5"-GCGCAAGGATCTGGA-3’ O
B « 5 .GTIGGCCTCGGCAGTT o
‘In2 e 5"-GCCATGCATGCTTGTGTT-3’ 1
v N 5 TAGGGCAGAGAAGGAC-3
G e __S'-GACCAAGAACGTTATCG-3’ B
G > 5'-GTCAACTTGATGGCGCTTT-3'
N - 5 TTGGACAGCCAGCTG-3 ’
& T T CGCOTCAGCTORCTOTCE T
X6 < 5-ATTTCCGGCTGCCTCG-3
Tercio central
X4 - 5-CTGCGCAACCAAGTTGC-3’
B _ N 5-CAACCTGGAGAAGACC-3" )
2 . ~ S ,"TCAGILQ%GGATTCG-3
c e ~ 5-GAAGGAGATGGAAGCG-3' |
X e 5" TAGCTCGCTGATTGT-3’ o
L X7 . 5 -GITGACGTTCGCCTTGT-3" B
Tercio carboxilo
Xs > 5 -CTCAACCGCGAGAACA-3’
I ] - 5-CATTGGTAAGAGTGT-3 |
H N 5'-GGCTGATGAGCTGCGA-3’ ]
Q < 5".CTGTCGCAGCTCATCAGC-3’
L - - 5"-GCGCAAATACGAGCG-3"
M « 5-CGTTTATCATCCTCGC-3’
X3 P 5 .CTACATGATGCTGGTTGC-3’ N

Regién rio abajo del coddn de terminacion

| X2BIS N 5"-GCAACCAGCATCATGTAG-3' |
Dwst - 5'-ATGTCTCTGCTGCCAACTCA-3’
IDWS2 « 5"-GTCCCACTCCCTGCCTCT-3 T
Oligonuclectidos para 5 RACE
Racel « 5"-GCCTCGGCTTCCTCCTCGTAAC-3 |
(Race2 « 5'-CGACAACTGTGTITGAAGGCITAGG-3" |
Race3 P 5-GCCCTGCCCTTCTGCTTCTG-3’ |
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1

81
161
241
321
401
481
561
641
721
801
881
961
1041
1121
1201
1281
1361
1441
1521
1601
le8l
176l
1841
1921
2001
2081
216l
2241
2321
2401
2481
2561
2641
2721
2801
2881
2961
3041
3121
3201
3281
3361
3441
3521
3601
3681
376l
3841
3921
4001
4081
4161
4241
4321
4401
4481
4561
4641
4721
4801
4881
4961
5041
5121
5201
5281
5361
5441
5521
5601
5681

Localizacidén de los oligonucledtidos sobre la secuencia completa de la TPmy.

GGTARTITACT
GCTTCACGCC
TGCCCCARTT
TGAGCARGTC
CPTGGTGICA
ATGTTTCACT
TCCCAAARLG
GCGACATGGA
TTTAACAGTG
ATGCTTAAGA
TCCACTTCGA
ATGECATTTA
CGTGTGTACA
TCACGCCTGET
GGGCAGTGTT
CAGATTGTAC
TTGATCCCTC
GACTAGGARA
ACACAACCAR

TT
ATCTCATCTA
TCTGATAGTT
GCATTGCTTA
CCCTCAGATG
ATAATACGAT
GAGCGAGATG
ACGTATTARARA
TTGTCTGANT
TCTTGTATGT
GGRCACCATG
ARATTCCGAT
GATTTAAGGT
AATCAATGGG
TCTAGGTAGC
TGGRCTGACT
ABBATAGCTA
CATTTACTTC
ARGATGACAS
TTTRACCARA
TAAGAGCTGA
TAAGGATATG
GCCGECAARCA
CTCGCCCCCT
GTGCTAMCAL
ARAATATCAT
TAACACAAGC
ARRCGTGRAR
CTTGARATCG
TTGTCTCARG
ATGAGGGEGGE
AGTTTTIGTGC
GCTAABACTA
ATATIGTTCG
GCTGACCGAC
TTCGCGTARAA
CTTARACGGG
CTATTGCCTT
GCARGCACGT

TTCATACCCG
CTGGAGATTA
GCGCGGTCAA
CTTTTCCCCT
CTCTTGATAC
AATAGCATAA
CCACGGAARG
TTGRAGGTCAG
CACGCCCACA
CGCCAAGTAA
TCTCTACTTC
AGGGGTTGGEGE
CICGGGTCTT
ATGCGCCGGA
TIGEEGCART
GCGTTTGGEC
TGCARCGGTT
GGAATTITCT
TCCATTGCGC
TCTCGTALCA
TGTTTGTGGT
CGTTGTCTTC
TAACCGCCET
AAGTGGAGTC
GCGTCGAGTT
CTCECETCCG
BATCGATGGC
ARGTGGGCAC
GGTCACATCA
GCTGARCGTC
GAGATATTTA
CGTTTGEGTCG
TRCTGARRAG
TAATATGARG
TCTGGATGCA
CCATGGCCAG
TTATTGGGCO
AGTGTTGRRA
GTTCCGATAA
CGTATGACGA
GAGATCTCGA
CARCACCATG
CTCTTTCTCT
CTTAGAGGTG
CCAGTACATT
ATGCATGGCA
TCAGGGCTGA
ATAACGTTCT
GTGCCATTAA
ATGARACTAT
CGGRAGTGAA
CGGTCEARGR
CATTTCGGTT
GATCTTCARC
TCAGGAGTAT
CCATGGATGA
GCTTGGTCCT
TACGAGGAGG

GCGGACARRT
RCAGTAATTT
AATCGARBATT
TCCCTACCAR
TACTACTRAGC
GGARGTCTTT
GTCTGCTTCA
TGGATGCATA
GTGCACGCCC
ATTAGAATTG
CCARAATCAA
GCATCCCTCC
TCGCGCACRG
TCETGCGECA
CGGCCAATGGE
ARRTAGGCAG
TGTGTTCTTC
GAGCEGTCGT
AGCTGCGCTG
TCATRCGCGG
TTGAARTAGT
GTGATTCTAG
ACATTCAMAR
TTACGGCGTC
BATTTTGCAT
GGTATGATTT
CTACTATCAT
TGACAGACTC
GGCTCACACS
TTGRCGAMNTT
CCTGATTTTA
AGTGCGCTCT
CAGTACCTAC
GCCTGCGCGC
GATGTGACTT
TTTTTGCTAG
CTGRARTTCA
TCGAARTTAA
CARCGTAMAG
ARGCGTTTGC
RAGCTGCGCAR
ATCTCCGAGA
BCTCCTTGTC
RECGAGCTGA
TTGAAGABAT
TGGETAGTTT
AGTRATTTAG
TEGTCAACTY
ACTCCTCTTC
TGTTAGTGGA
ACTGAARCAG
ATGCACRRGT
TTAGGCCTCA
GCCAAATGGC
GAAGCACARG
AGATGCRCGEC
GTRGRAALCGC

CCCTCARGAC
CCTCCATCTC
CTTCTTGTAG
CTGGRAGAAGA
CATCTGARAT
ATGGCAGGAG
CARGARCTCG
AGRGTTARCG
TCAACACCCT
CGCATCGCCA
ATGATGGCAG
GGCGGGGANG
GTCATTTTGT
AGGTATTTARA

CCGTCTTGRAG
TCGTTTGAAT
ACGCARGCTG
CCARRGTTAA
AAGTTTARAT
GCTCGGTGGT
ATTTCATGAG
CATCGGGCGA
CRACTCGGCC
ATCTCGACCGE
ADARARCTCA
BATGCTCACC
TCAATTATTT
AARACCAATIA

RAGAGAARCTTA
TTGTATTCAC
ACTGTTCGCA
GCTGACTCTT
CCTARAAGARA
CTTTCTGTAG
TCTCATCTTA
AGCAGGCAGA
ARCAGCGCTC
CGARAACCGC
TAACTTTGTG
CAARATGTTT
TATCCARANG
AGACCATTCG

TGCCATAATA
GGGEETGEGA
GTACCTTTCA
AAARGCTCTA
TPETTTTGCT
TCTTTTGAAC
AGCGAACTTG
GGCAAGTGETC
CATCCATGTA
GTCTTCAGTA
CCCTCYTAGT
GAGGTGCTGA
ACACTGGGCG
GTGCTGCACA
GAGAGGAACE
ACGTGCRCGC
CAATAGACTC
ATTCAATTGA
ATTCACCACA
GACTTCCCCA
TTTAGACTTT
ATATTGACAC
ACGGGGTCAR
TAGTGGTARA
TTTTTTCCGT
TTCRATTTGTC
ATCACACACT
TGGCARACAR
TTTTTTTCCT
GAGTGGTACT
AATCABCATG
TTAATGAARA
TATTTATTAC
TETGTGCACT
TCAGACATTC
GTTTTTTCGE
GATTTCTCCA
ACCTTTTTAT
ATAGGGACTC
CGARCTCCTG
GGATCTGEGRA
TCTCCAGCGA
IGAGATCCTT
AGGTCAATCT
TRGCAATGTT
TAACAGATCT
CTTACAARATT
GATGGCECTT
ATTTARGCAG
TATTATAACA
GTGGARTTGG
CGGARATTATT
GCGGAGAGCA
CGACGCTARC
TCGTCACCTT
GTAAGTGGCA
CCTTC

TGGCCRAGAC
TTTCTTCCGG
TTACCGAGTT
GAGATCAAGG
TCATATCARA
TATAATCGCT
CCCGTCTTTT
GAATCTTGCC
TRGAGGCGGA
CARCTTGGECG
GGATTCATCT
GGTCGTAGTG
CTACRACAGA
GACCTTAARAT

TTCTGTCETT
AAGGARCTTT
TGCCAGTGAA
TTTTATGCTT
ACTTTTGTCA
AARRATTGGA
ACAGTAGCAA
GCCTRAGGTEA
GCGACAGCAA
TGTAGACCAC
TGACTGTTTT
ATATCACAGT
ACCAATGGGC
GTGTGATCST
GCGATTTCTG
CACTACACTC
GAACCGTGTA
GRATCCGETC
ARMACGGGARLC
AGTACTGTTC
TTAARATGEGCG
TTTTTACCGA
ACAATCTGAT
ATGATCAAARC
TARGAGTCGC
ATTATTATTT
GTGGACARRA
AARATTGETCCT
CTAAGGCTGA
TCCTCTCRAGA
GCAGATTTCA,
TGGGETCGETTT
TATTTATTTT
GCCAACACAT
ACTGACGAAT
BATTGAAATG
AGCTCACCCC
TCGGEATCAGC
GTTTGTTCGA
TTTTTTITCC
LATGCCAACG
GGTTGAGART
CAAAGTAATT
GTAGTATCCA
ATTTTTGAGS
ATATGTCACA
TTGGTTTTTT
PAARGECCAR
AAAGGCATAG
TTACCGTCAG
ARADRANGTG
TTGCCCGTTG
ARCTGECAGGG
TCTGCCANGT
CTCTAAGACA
GTCTACACAT
cAGT

TGARGAGTTT
TGATTGTACA
GGAGGATATG
ATCTACAGGC
CAAGTTARACT
AGGTGAACAT
TCGATTTTAA
AATGAGCTGC
CARCATGCGC
GTACGCTITTG
ABACGCATTC
GCGACAGARG
ATATTTACCT
CGGCARTCAA

TTTCARGCCC
AATTGAAGTT
AGAATTGACT

CACTTATGAT
TCETTGETCE
GTTTTCAACT
GTGCAGTCTG
TACGGAACAC
GTGTGAGYTG
CTCGAGGTAR
TAGAARCCAT

CATGGCATIG
GACAAGCTAC
GCETACAGCT

ATAAACTCTG
CATCCAGGAC
TARCTTTCGA
CGTTTTCTGA
TATCAGAGAC
GACTTGAGGT
TGATGAARAC
TTGATTACTG

CTGATAGACC

TATGTGATAA
GTACGAGARAC

TTCTGGGATC

TAATCGCAAR
TGGAATAATT

ACGCAATGCC

CTGTARGCTAR
TTCATTTGAT
ATTTGCARGC
GAATACCTGG
GAAGGTGARG
GAATTATGTG
GGATGGGTTG
TTATCTCCCA
ABAGAGGATT

ACAGTGTCCT
CGCTGTCCTA
CTGCTTTCGA
TTGCAGAAGC

CCATTGCATT
TTCTCTCAGT
GTARATGGAT
TGGTCATAAC
CTGACAATAT
TTAATTCTTC
AAGCTCTICTA
AGCTACACCC
ARGGAGAATG
GGGTAGACCG
CTGCGTGCAT
GGCGGETETE
CCATCGATTG
TTATCGATTT
GTATTGGCCC
TCGTTCTCGC
ATTTTCCCTG
CTTTCGRATC

ATTACCTTTC
TGACGTCTTA
CCATATGGAT
ABARCTTATT
AGCTARGARG
TGEGAGGACCT
CGATTGCCTG
ATTCTATTCA
GITCGTGEAC
DAACGAGATGA
RAGTARATTTTT
CATAACATAG
GGAGTTGGEC
ARTACTGACC
CCATACTTAG
TEGACTIGET
CAGCACTAAT
GTTTTGGCAG
TCAATTGGCA
TTCAATGRCA
CAGCACGATG
ARCTGCCGAG
AGAAGGGCAG

GTTGAGACTT
GRATCTGTAG
ATGTGARACC
AGGATAGRGA
RGGGCAGAGA
GGTAATTTAT
TCGRATCCAC
CTTTCTCRAR
TIRTTTTIGTA
CATTACTGAT
CTTEGACAGC
CGCGTTTEEC
ARGGCCGCTC
TAGAATTTGE
GTCGAGTCTG

GARGAACTCA
TAGCTGABAT
GCTGARCATG
TGAGAACGAS
GAATGGATGT
TGABARTARA
ARTCCCTTGA
AGCGTCGAAT
CTCAAGGGGC
CTCATAATTC
ATGTTCACTT
ATTGGUCAGT
CACGCATATT
CCTGGCATGG

TTGCCCAATG
TGGRALCATT
CACAAATCTG
TAGAGGATTT
AGGACAAGAG
CTTCTTTTTG
TTGAAATGAT
TATCAGGCGA
TCACTTGAGA
TGAATCGATT
CAGCTGALGC
CGCAGAGAAC
TTGAARGCCA.
AGATCGCGAG
CAAATGGACT
ATTCAACGCC
AGTAGGTGCT
GTGCCGATCA
AGCGCACTCG
GUCGGTAGGTT
ARTCGAATGC
GGTGGARATG
CAGTTGGCAG
AGACGAGATG
AGGTCGETGA
ATTATTCTTT
TTCICAGCGG
TTGCATAGTT
TTAGCATAGC
ARTAACCAAMR

ARGGTATATT
TAACAGAGAC
TAAATTAACG
ACCTAAMCCGA
TTCACTCARC
ACTGTGCATT
ATGTGGARGE
TGTTTCTGAR
GAGGGGGETG
CATTTAACAG
GATRAGAAATG
CGTGTIGTGCA
CTICCGLGGTE
GCAGTGGAAC
GGCCEACEEE
TCTCCAGCTT
TGACPGCTTT
TACTTCRCGC

TACATCTTCC
ATTCCRCGTG
CTAGCCTGAT
TCATTTATTG
TGATGGCTCC
GCTCGATCTT
TGCCTTTARA
TITGCTTATT
GCATGGARAC
GCATTCAGCT
ARATTARCARA
CGCAARTCAA
TTGGATGTGT
TTTGCTGTGE
GCACGTAGGA
GGGTARCTTG
TGGCTTGCTT
CACTTCCARG
TCTACCGGTA
GCTTACTTGA
CTIATTCGCCE
GCCACTCTGC
GTARGTCTTT
AGARCANCGT
GGAATATTTA
GAAGGTGCTC
ATGCGTAGTT
CCAGCTCATG
TATCAARTTT
ACTCAGATTC
ATGGTAATGA
AGTTTCTATIG
TGATGCGCTG
GCTTGAAGEC
TTCGAATTGG
GCTGGATGAL
CCACACCTTT
ACGACARCCT
GATATGGCTG
TTTTCATCTT
ACCCCACCTC
TGCCARCANC
CCCGCRACGT
ACAGTTCTIGA
TTTCCTCTTA
CAGAGHATGS
ACAGTGGARA
CCTCACCGRC
AGTGGCAGTT
ARBARGARCTAA
AAGCGTTGGA
TGTCTTATTC
TAGTTTTTTT
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5761
5841
5921
6001
6081
616l
6241
6321
6401
6481
6561
6641
6721
6801
6881
6961
7041
7121
7201
7281
7381
7441
7521
7601
Té81
7761
7841
7921
3001
g081
8le6l
8241
8321
8401
8481
8561

TATTATTTTT
CGTCGACTGA
TGAGGAGGCA
BACGTCTGCG
BAGTATCCAT
CGTTTAGGAG
TATAAGTGGA
CACCATCTCA
TAGAGGETGCA
GAGCTGCAGG
CATCGCCCTT
AACTCAACGA
GGCGATATTG
TCTCTGARCT
GCTGAGGTAC
TGAGATCGRG
ABRRRGCTCCA
CCATTAGAAT
GCARATACGA
CTAGACAARGA
GTATATGRAGA
CAAGTACCGT

CTACCCTTCC
TAATGARAGA
CTCCCTCCTT
GCCACAGARG
GCCCCACCTC
CGCTGCCACT
TATTATGATG
TATTGTCAGA
PAGCGATRRG
AGTGGGACRA
GCTTTTTTAT
GGTGCTGTTA

GGACAATTGG

TTCCTTTTIC
CCGATTTGGA
CTGARGGAGA
TGAGRAGGAC
RGGTARAAGA
TCATAAGTAT
ATTARGAGGT
GAGATGGAGE
ACTAGACGTG
CTGCGETTGGA
GCTTCGGARG
TGCCAATGGA
GCGTCATGCA
CTTAATAGTA
TCCGCCTEEE
ATCCGTGAGA
GGTTAGACCT
CGGETGAGES
GCGICARTTC
CTCAGATCAA
GTGTAGATTC
AAGGCGECAGC
TGGACCCEET
Wi reTCcoTe
AGCACACTCT
GRARGAGAGC
TGTTCAATTC
ACTCTAGGGT
TTCTCCCTAT
ACCACTCTTG
TGCCATTGAG
TGATCGACCC
TTTGCTCARG
AATTGAAATC
ABTGCCAACT
CGTCTGGCTT

TCCCTACAAC
GGCCCTGCGEC
TGGARGCGAR
GAGGAACTGG
GTAGTCTTTT
ARTTACGCAA
GTGCTGTGGA
TTCGCTICAA

s

GGACGAGCGA
TGGAAGAGAT
CGTATCTCGG
GGGCGATCTC
GTTAACCTAR
TGATGAGCTE
TCACGGTCAA
CCCTGTCCTG
AGCTTGAGGC
ANGGAACTGC
GATGARAGCC
GTACTGACGC
ARCAGATTGA
TCCCGLCECCE
AAPAGGGCAG
TTTCGETECT
ACCTCTTGTG
GCGTTTTTCT
GTTTTCICTA
TTCAGTTTGC
AGTTGTTATG
GCGUGAGTTG
AGATCCGCCT
ATCTTCTCGE
ABATAATGAT
TAGTATAARA
TCAGCTGAAT

Fig 10. Los oligonucleétidos se muestran

Andlisis por Southern blot

CATCCACAGA
AGTCAGTTGG
GTACGTTGCC
AGAATCTGAG
GATCTTTTAA
ATTACTCCTA
TATTGATGTT
GTCGGATATG

CGAGCTCGCE
TCGCAGCCAA
AGCTCACCCT
GATGAGGCCGE
ARTGGATCTG
CGACRGGAAC
GTTEGAGGAG
GATCGCCTTA
GGAGCTGGAC
RGACRACRGRG
TACBAACGTC
GAGRACTTTA
GGAGGCGGAM
TTTCGETCGET
BACTCGTGAC
TACGTCCGCA
CATGCCCTAT
TCTCTCTTICC
CCACTGCTAC
GTTTATTTGA
TTTTATGTAT
TTTGGECCTT
ACCTTTCRCG
GCATRAGTCG
TTTATTTTGA
AAGCAGGCTT
GGTGCAGTTC

TCAACTGAAG
AGGCAGAGCG
TCGCAGARCG
GTCARGTCATC
AACTARRTAT
GCTCGTARRA
TTAGARAGAG
TCTCGTCIGA

AAGCTGCAGA
CTGGAACTCA
ATCGGTCARMC
TCAATGCGCG
CATTCTARAG
AAGAAAATTA
GCTGAGGCTT
ARGTGTTITTG
GGAGAAATTC
CGAGGATGAT
RAGCTTGAGGA
TGCCTGTGCT
CATCGTGCTG
TCGGGAGATC
TTTTTTTAGC
TARACCCATA
GCCGTCCCET
ACCATCGTICG
CACCTAAGCA
ATGTCTOTGS
TAGARATGTT
RAACACCTTGC
AGTTGCGCAG
GACACCATGG
CTGATAGTGA
CATCCGGATT
TGACCGGTTT

GAGACGARAT
TGACAACCTC
CTCTTAATCA
TTCATATATT
CAGCGTTATC
ACCAAARTTT
CACGACTCGEC
RGRAGARGTA
BT ol RS
GRAGCAACTIG
GTGACCGCGC
ACTCTTACCA
CARGGTATCA
GCTGCTGRGE
CARAGCGTGCT
TCGCTACTCG
CARARTGCTAA
GTCGCGCCAR
ARACGCATGR
ACAGGTGCAG
ATAGGAAGAG
ACATGGCGGA
ARCAGTGTCT
CCTTTATCCA
TACTATTCAR
TCTACTTTGC
GTTCTTCCCC
GGTGGCTICT
TGCCARCTCR
TCAGAARARG
CTCCCARRGG
TITGTCTGCA
CATCRCAGTA
CCTGTTCGTT
CTCTGAGCCC
TCCTGTGCT

CAGCCCTGCG
GCCTCTGCTC
CCTCARAGTCC
TCACTTTACT
TGGTCCTTCC
GGGAACALGE
ACGATTGAGG
CGAGGCGACA

TGATGCGAAT
TCCATGATGC
GAGATGGAAC
GATTCCCAGT
ARATGGTTGT
GTTTGGGTTT
AGTTGACAAC
ATCAGCGAGC

K

CCCTGGCTCA ACGAGTTCAA X7/X5

CAGGTGAGCE
TCGCARGARC
ATGACAAACG
ATCATCTTTA
ATAGAGCTGA
GAGACTCTGC
TGAGGGTCGC
GTGCTATTTT
GGAGGCCTTC
TTTTGGAGCT
TGCTTAACCT
GTGTCTCAGC
GAGGACGATC
CCCGTGETRA
CCCCAGTTCC
LAAGGAGGRGG
TTTTCTCAAC
TTACCTGAAC
TGCTTTCGAC
ATCAACACCA
TGCTGTCCTC
TGTGTACAGGE
AGACTCTATG
TCGTENTGAC
GUAMACAAATT
ACCGTGTTCA

AGCGCARACE
GCCBAGTCCE

TCGACTTGAR I
ATARTCATGT
CCGTCTGAAC
GCARGCAACT
CETATEETTC
TTCTCCTTTA
GCCAACGLGC
TCARGACCTG
AAGTTATARG
TGACGATGAG
ACCATTAAGA.
CCGTH =
CCTCCCATCC
RGGEGECAGGE
TCTGCCCCTC
TGTTCCTECC
TGCGCAGTTT

L
M

H/Q

R2/X2BIS

CTGCCACCAR DWS1

TCTCTGTTTC
ATCAMIGCCC
AGARGCAGAT

AGAGGCAGEG DWS2

GATARGCAAT
CCACCACCGT

subrayados en amarillo, los que delimitan los tercios de la
paramiosing se muestran en verde, los utilizados para el S'RACE estan subrayados y se disefiaron sobre la
regién codificadora (sin intrones). Los codones de inicio y terminacidén estan en rojo, y la secuencia en gris
pertenece al fago lambda Syrinx. Los intrones se muestran con letras azules.

TRANSFERENCIA Los fragmentos de PCR se separaron por electroforesis en un gel de agarosa al

1% en TAE a 0.15 V/cm durante toda la noche, Posteriormente el gel se colocd en una solucién

10 ml HCl en 460 ml de agua durante 10 min, se enjuagé con agua destilada y se incubd en una

solucion desnaturalizante (NaOH 0.5 M, NaCl 1.5 M) durante 40 min a TA. Después de eliminar

completamente la solucidén desnaturalizante, se neutralizé con una solucion de Tris HCI 0.5 M

(pH 7.2) y NaCl 1.5 M durante 30 min a TA. El gel se colocé en una charola que contenia 6 hojas

de papel Whatman 3MM saturadas en 20xSSC, y sobre ¢l gel se coloca cuidadosamente una

membrana de nylon. Se agregaron sobre la membrana, 8 hojas mas de papel Whatman del tamafio

del gel, se sell6 alrededor del gel con Kleen Pack, se agregaron varias capas de papel absorbente

y peso, dejandose transferir durante toda la noche (Southern 1975, Sambrook et al 1989). El

DNA se fijo mediante exposicién a luz UV (120 milijoules/cm?®) y la membrana se colocé en una
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bolsa de plastico a la cual se le agregd una solucién de prehibridacién (SSC 5x, Denhart’s 5x,
SDS 0.5%, 100 pg/ml DNA de esperma de salmon y formamida 40%), v se dej6 incubar toda la
noche a 45°C 6 65°C.

HIBRIDACION. La hibridacién se llevo a cabo a 45°C o 65°C durante toda la noche en una
solucién SSC 5x, SDS 0.1%, DNA de esperma de salmén (100 pg/ml) y formamida 40% v se
utilizé la construccién vw 7-3 como sonda. L.a membrana se lavé en una solucion que contenia
SSC 2X una vez a TA durante 5 min, tres veces a la temperatura a la que se llevd a cabo la
hibridacién (15 min cada lavado) y en SSC 1x a 37°C durante 60 min. Finalmente, se expusieron
placas de rayos X (X-Omat, Kodak) a los filtros radiactivos, en presencia de una pantalla
intensificadora durante 24, 48 6 72 hs a ~70°C. |

PREPARACION DE LA SONDA. En vista de que el plasmido pRSET VW7-3 contiene la regién
codificadora completa del cDNA de T. solium insertada enfre un sitio KcoRI y Hindlll, su
digestion con estas enzimas da como resultado dos fragmentos que corresponden a la region

codificadora de la paramiosina (2.6kb) y al plasmido (2.9kb) (Figura 11).

pb

600

Fig 11. ]jigestién del plasmido pRSET vw7-3 con las enzimas FcoRl y Hindlll, pb, pares de bases, M marcador
de peso molecular 100bp, P plasmido pRSET vw7-3 digerido. La flecha indica el fragmento de 2,600 pb que
- corresponde a la region codificadora completa de la TPmy.

El fragmento de 2.6 kb se amplifico por medio de PCR utilizando para ello la pareja de
oligonucledtidos X1 y X2 (Cuadro 4) que se encuentran situados en el extremo 5 y 37
respectivamente de la region codificadora. El producto de PCR se concentrd por precipitacién
con etanol absoluto y AcNa 3M (pH 5.2), se lavé con etanol al 70% v se secd al vacio durante 25
min. El amplificado se analizé en geles de agarosa en TAE, se recortd la region del gel donde
migrd la banda de DNA de 2.6 kb y se purificé por el método de afinidad a polvo de vidrio

descrito antes. El DNA se calenté a 37°C al menos 30 min con el fin de solubilizarlo, se
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centrifugd en microfuga 1 min a maxima velocidad y se tomo una alicuota para marcarla con
radiactividad.

MARCAJE RADIOACTIVO DE LAS SONDAS

El fragmento de PCR que contenia la regién codificadora completa de la TPmy (sonda vw 7-3) se
desnaturalizd a 100°C durante 10 min e inmediatamente se coloc6 en hielo. El rﬁarcaje se llevo a
cabo por el método de oligonucledtido aleatorio (random primer) usando el Random primer DNA
labeling kit (USB Corporation). Se prepararon reacciones con un volumen final de 20 ul que
contenfan 1l de dTTP, dCTP y dGTP, 2 pl de buffer 10x con el oligonucleotido aleatorio, 1 pl
de enzima Klenow y 3 ul a-*2P-dATP (6000Ci/mmol, Amersham International, PLC). Se incubé

durante 25 min a 37°C y la reaccion se detuvo calentando a 65°C durante 10 min.

Bisqueda de clonas con el gen completo de la paramiosina en la biblioteca gendémica de T.
solium

TITULACION-DE LA BIBLIOTECA GENOMICA

Se hizo una dilucion 1;50 de un cultivo nocturno de la cepa JF 242 en medio Luria-Bertrani (LB)
con 0.2% de maltosa. Se incubd a 37°C durante 2h y se centrifugé a 4000g durante 10 minutos a
temperatura ambiente. El precipitado bacteriano se resuspendid en un décimo del volumen. inicial
en MgSO, al 0.01 M estéril. Estas bacterias se infectaron con diferentes. -diluciones de la
biblioteca gendmica. La infeccidn se lievo a cabo a 37°C durante 20 minutos. Posteriormente, las
células se sembraron en medio LB sdlido formande un tapete con medio-L'B top-agar (0.75%) y
se incubaron toda la noche a 37°C. Al dia siguiente se contaron las placas formadoras de lisic
(pfl) v se escogid la dilucion adecuada para llevar a cabo los tamizajes (Sambrook et al 1989).
SONDAS. Para asegurar que las clonas contuvieran al gen completo de 7. solium, se prepararon
dos sondas mas utilizando la misma estrategia descrita arriba, con la diferencia de que estas
nuevas sondas solo contenian la regidon codificadora del extremo amino (sonda vw 2-1) o la
region codificadora del extremo carboxilo (sonda vw 4-1) respectivamente. Los fragmentos
amplificados en ambos casos fueron de aproximadamente 800 pb (Figura 9B). Las sondas se
marcaron con o--P-dATP por el método de oligonucledtido aleatorio segin el procedimiento
descrito arriba y se seleccionaron las clonas genémidas que resultaron positivas con ambas
sondas.

TAMIZAJE DE LAS BIBLIOTECAS DE DNA GENOMICO (GDNA) EN A SYRINX

Los tamizajes se realizaron siguiendo la técnica de Benton y Davis (1977). Las bacterias se

infectaron y sembraron en medio LB solido como se describio previamente. Las cajas se
36



incubaron toda la noche a 37°C. Los fagos obtenidos en las pfl se transfirieron a membranas de
nylon (Amersham International, PLC) por duplicado. Los filtros se trataron con una solucidn
desnaturalizante (NaOH 1.5M, NaCl 0.5M) durante 10 minutos y posteriormente neutralizados
con una solucion de Tris-HCI al 0.5M (pH 7.4) y NaCl al 0.5M. E1 DNA de los fagos se fijo a las
membranas por exposicion a luz UV (120 milijoules/em?). Las sondas se usaron en un tamizaje
de aproximadamente 176,000 fagos en condiciones de alta (65°C, SSC 2X) o baja (37°C, SSC
6X) astringencia. Las sefiales de hibridacidn se detectaron por autoradiografia después de la
exposicion de los filtros durante 12-24 h a -70°C, con pantalla amplificadora. Las placas se
recuperaron directamente de las cajas de Petri por succién con pipeta Pasteur colocandolas en
200ul de SM (5.8G NaCl, 2g MgS0,407H,0, 1M Tris-HCI, pH 7.5, gelatina al 2% y agua a 1L).
Los fagos se dejaron difundir durante 2h a 37°C y se guardaron a 4°C para su analisis posterior.
PURIFICACION DEL DNA DE FAGO LAMBDA

Se infectaron células JF 242 en medio SOBM (bacto triptona 20g, extracto de levadura 5g, NaCl
0.5g para lf,) con diferentes diluciones de las distintas clonas aisladas de fago lambda hasta
obtener cajas confluentes. Se agregaron a cada caja 5 ml de SM, y se dejoé en agitacion suave 1 h
a 37°C. El SM se colecto de las cajas de Petri, se transfirio a un tubo conico y se le agregd
cloroformo (2% v/v) agitando vigorosamente. Se centrifugé a 12,000 g 10 min para eliminar la
agarosa residual. El sobrenadante se procesé siguiendo las instrucciones del Qiagen lambda DNA
purification kit (Qiagen Lambda System, Qiagen). El DNA purificado. se cuantificé en el
espectrofotometro y su integridad se verifico sometiendo una alicuota a electroforesis en un gel

de agarosa.

Amplificacién rdpida de extremos 5" de cDNA (5° RACE)
El sitio de inicio de la transcripcion se identificé utilizando ¢l método de amplificacion rapida de

extremos 5 del cDNA (5 RACE por sus siglas en inglés) (Frohman 1993). Este método permite
amplifican fragmentos especificos a partir de un femplado de RNA, entre un sitio interno
definido y una secuencia desconocida en el extremo 5°. De esta forma es posible aislar y
caracterizar los extremos 5" de mensajeros especificos. Para ello se utiliz6 el 5° RACE system for
rapid amplification of cDNA ends version 2.0 (Invitrogen Life Technologies). Se realizaron dos
experimentos independientes, RACE-A y RACE-B. Para la sintesis de cDNA se utilizaron dos
oligonucledtidos especificos para paramiosina (GSP por sus siglas en inglés), G y X6. A.estos

oligonucledtidos antisentido se les denominé GSP1-A y GSP1-B respectivamente. El cDNA se
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purificoé y, mediante una transferasa terminal deoxinucleotidica (TdT), se agregd una cola
homopolimérica de citocinas (dC) al extremos 3°. El cDNA-dC se amplificé por PCR utilizando
una mezcia de tres oligonucleétidos: uno especifico para el gen de paramiosina que anida 3 con
respecto a GSP1 denominado GSP2, un segundo oligonucleétido qué anida 3" con respecto a
GSP2 y que se denominé GSP3 y una combinacién de oligonucledtidos especificos para la cola
homopolimérica de citocinas (Figura 12). En el caso del RACE-A se utilizaron los
oligonucleétidos Race3 como GSP2 y E’ como GSP3. Para el RACE-B se utilizaron los
oligonucledtido Racel como GSP2, y Race2 como GSP3. Para la cola dC se utilizaron los
oligonucleétidos AAP y AUAP incluidos en el estuche comercial.

o SNAEL

Se pega el oligonucleétido
GSP1 al RNA

Se sintetiza cDNA a partir del
RNA utilizando la enzima
SuperScript™II RT

Se degrada el RNA con una
mezcla de RNAsas

Se purifica el cDNA utilizando
columnas GlassMAX

Se agrega una cola
homopolimérica con dCTP y
TdT

Abridged Anchor Primer

s—iar-16d
+CC-.CC . s

- Se amplifica por PCR el
GSP2 fragmento comprendido entre ¢l
' '.u;;\ T U ‘ . oligonucledtido anidado GSP2
_— . ' ' .. yeloligonucledtido AAP que
AUAP y o . s8¢ pega especificamente a la
AP : cola homopolimérica

&G 1 G ' - e
3 ICC--CC e N :
i - Se reamplifica el producto del
asp. primer PCR utilizando un tercer
' ' o oligonucledtido anidado GSP3
Fig 12. Esquema general de la metodologia del 5"RACE. y AUAP.

SUBCLONACION EN EL VECTOR pCR 2.1. Los fragmentos obtenidos por PCR en.los ensayos de
RACE-A y RACE-B se purificaron utilizando el Wizard PCR preps DNA purification system
(Promega) siguiendo las instrucciones del proveedor para luego subclonarlos utilizando ¢l TA

Cloning Kit (Invitrogen) en el vector pCR2.1 entre sitios EcoRI (Figura 13). Para la subclonacioén
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se ligd el fragmento de PCR al vector pCR2.1 durante toda la noche a 14°C, y la mitad de la
ligacién se utiliz6 para transformar células TOP 10 F’. Las colonias bacterianas transformadas se
seleccionaron por el fenotipo de complementacion del fragmento lacZa. El DNA del plasmido se
purificé utilizando el SNAP miniprep kit (Invitrogen) y se secuencié utilizando los

oligonucledtidos M13 reverso y T7 (Figura 13) especificos para los extremos del sitio de

clonacién.

Kpln!. _ sacll sla'm‘l S‘?M
AGC TOBGAT: COA. CTA i e
Bt

[jA. GCG GAR' TTC TGC ..
% PCR Product TT COG CFT AAG ACE

Apal

: . L R N i
AGA TRT CCA TCA CAC TGG oeso_oa_c‘rc GAG CAT 'GCA. TCT -AGA GGG ©CC AAT Tes{ccG TAT
TCT ATA GGT AGT GIG ACC GCC G6C GAG CTC GTA CGT AGA TC¥ CCC GGG TTA AGC eof;m

e T7 Promoter - 0 ¢ M43 Foeni (20 Primer L

AGT GAG TCG TAT TACAAT TCAICTG GoC GIC GTT TTA GAA CGT CGT GAC TGG GAA AAC
\TCA STC AGG ATALATIGTTA AGT GAC.0GG CAG CAA AT GTT GCA GCA €16 ACC CTT T8/

T T e e e T s -

Comments for pCR®2.1
3929 nucleotides.

Fig 13. Mapa del vector de expresién pCR 2.1 mostrando sus principales caracteristicas. Los
sitios de unidn para los cligos M13 Reverso y M13 ~20 permiten la facil secuenciacion de los
fragmentos ¢lonados en este vector.,

Andlisis por Extension del Oligonucledtido (Primer Extension)
El analisis por extension del oligonucledtido permite determinar la localizacién del extremo 5’ de

un RNA especifico. Se utiliz6 el primer extension system AMV reverse transcriptase (Promega)
siguiendo las instrucciones del proveedor. Para este ensayo se utilizaron oligonucleétidos (REVO
y REV1) que se encuentran a un méximo de 100 a 300 pb del sitio de inicio de la transcripcién,
los cuales se marcaron en sus extremos con [y->?P]JATP (6,000 Ci/mmol). Cada uno de los
oligonucleStido marcados se hibridizé6 al RNA en ensayos por separado. El oligonucleétido

hibridado funcioné como iniciador para la transcriptasa reversa, la cual, en presencia de
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deoxinucleotidos, sintetiza un mensajero especifico a partir del oligonucledtido radiactivo. El
experimento se repitié tres veces para cada oligonucledtido. El ¢cDNA resultante se analizd por
electroforesis en un gel de poliacrilamida. Para determinar el tamafio del cDNA se uso6, como
punto de referencia, una reaccion de secuencia sometida a la misma electroforesis. La reaccion de
secuencia se prepar6 con el 01igonucle6tido REVO. El tamafio del ¢cDNA refleja el numero de

bases entre el oligonucleotido marcado y el extremo 5” del RNA.

Secuenciacidon de DNA
Todas las muestras se secuenciaron en ambas direcciones, utilizando distintas combinaciones de

oligonucledtidos sintéticos (Cuadro 3). La reaccion de secuenciacion se llevéd a cabo mediante el
método de terminacion de cadenas por dideoxinucledtidos (Sanger et al. 1977), para lo cual se
utilizo el ThermoSequenase kit (amerham pharmacia biotech) version 2.0. Las reacciones de
secuenciacion se analizaron por electroforesis en geles de acrilamida (acrilamida 8%,
bisacrilamida 0.4%, urea 50%) en un amortiguador de Tris Borato EDTA (TBE), a un voltaje de
1,400 a 2000 voltios (35-40mA). Algunas de las secuencias se obtuvieron con un secuenciador

automatico (Applied Biosystems 310} utilizando el estuche ABI prism dye terminator.

Andlisis de las secuencias
Los analisis por computadora de las secuencias obtenidas se llevaron a cabo con el programa

PC/GENE (Intelligenetics). Las secuencias usadas en la alineacién se obtuvieron del GeneBank.
Las secuencias de aminoacidos se alinearon usando el algoritmo Clustal implementado en el
programa DNAMAN (Lynnon BioSoft, 1994-1997); posteriormente la alineacidén se optimizéd
manualmente. La identidad de secuencia es igual al niimero de posiciones de secuencia alineadas
conteniendo residuos de aminoacidos idénticos dividido por el namero de posiciones de
secuencia comparadas. Se construyo un arbol filogenético a partir de la alineacion de las
secuencias de aminoacidos de las paramiosinas utilizando el programa MEGA (Kumar et al.
1993). Las distancias entre las secuencias se calcularon con la formula de Distancia-P y el 4rbol

se construyé con el algoritmo de Neighbor-joining con un Bootstrap de 1,000 réplicas.
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RESULTADOS

Localizacion de los intrones en el gen de paramiosina

La region codificadora de la paramiosina se dividié en tres partes o tercios que se pueden
amplificar selectivamente por medio de oligonucledtidos especificos disefiados a partir de la
secuencia de cDNA (Figura 14). Con el fin de localizar las regiones no codiﬁcadoras, cada uno
T. solium. Como control se amplificaron los mismos fragmentos usando el DNA del plasmido
pRSET vw 7-3.

5 3
y Tercio amino 1 Tercio central { Tercio carboxilo . | .

| i { i
X1 X6 X4 X7X5 X2
-~ <4+ —p» <+ —p> <4

Figura 14. Esquema que muestra la localizacion y direceion de los seis oligonucledtidos que delinean los
tercios en los que se divide la region codificadora de la TPmy.

Una vez establecidas las condiciones de amplificacion, cada tercio se dividi6 en regiones
mas pequefias delimitadas por otros oligonucledtidos con el fin de loéalizar las regiones no
codificadoras de una manera mas precisa (Figura 15). Este procedimiento permitié localizar
tentativamente los sitios donde se encuentran los intrones del tercio central y del tercio carboxilo.
En el caso del tercio amino los ensayos de PCR resultaron negativos probablemente debido a la

estructura secundaria del DNA, por lo que fue necesario clonar la regién.

Tercin central
|
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Tercio carboxilo
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Figura 15, Esquema que muestra la
tercios de la region codificadora de 1a TPmy.

localizacion y la direccién de los oligonucledtidos utilizados para mapear los
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En la figura 16A se muestran los fragmentos obtenidos como resuliado de la
amplificacién de la region del tercio central (X4-X7). Se puede observar, que en todos los casos,
el fragmento amplificado de las regiones genémicas es mayor que el esperado para la regién
codificadora sola, lo que sugiere la presencia de intrones. La amplificacion del DNA gendmico
con los oligonucledtidos X4/X7 resultd en dos fragmentos de aproximadamente 1,500 y 2,000 pb.
Para confirmar la especificidad de los fragmentos amplificados, el gel con los productos de PCR
se transfirio a una membrana de nylon y se hibrido con una sonda especifica para el gen de
paramiosina (sonda vw 7-3) (Figura 16B). Todos los fragmentos de PCR hibridaron con la sonda
de paramiosina con excepcion del fragmento de 1,500 pb amplificado por X4/X7. Los resultados
de la amplificaciéon por PCR se pueden consultar en el cuadro 4.

X4/X7 X441 B/X7T M BK B/ CX7 X4/X7 X4/ B/XT B/K B CX

1,500pb_§

600pb [ERENN

R}

PGPGPGPGPGPG

g

PGPGPG PGPGP G
Figura 16A, Gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio. Las columnas P muestran los productos de
PCR obtenidos cuando el DNA del plasmido pRSET 7-3 se utiliza como templado para la reaccién. Los
carriles G muestran a los productos obtenidos cuando se utiliza como templadoe DNA gendmico de T.

solium de la regidn X4-X7. B. Andlisis por Southern blot del mismo gel, hibridado con la sonda 7-3. M.
Marcador de peso 100pb.

La figura 17 muestra los resultados de la amplificaciéon por PCR del tercio carboxilo (X5-
X2). Al igual que la region central, los fragmentos amplificados del DNA gendémico son de
mayor tamafio que los correspondientes de la regién codificadora, indicando también la presencia

de intrones.

THSIS COm
[ FALLA DE ORIGEN

42




X5/X2 X5/M __H/M

M_H/X2 X5/X2 X5M M HM H/X2 LiX2

Lo i

PG PGP G PGPG PGPG PG PGPG

Figura 17A. Gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio. Las columnas P muestran los productos de
PCR obtenidos cuando el DNA del plasmido pRSET 7-3 se utilizo como templado para la reaccion. Los
carriles G muestran a los productos obtehidos cuando se utilizé como templado DNA genémico de T
solium de la region X5-X2. B. Andlisis por Southern blot del mismo gel, hibridado con ia sonda 7-3. M.
Marcador de peso 10Gpb.

Cuadro 4. Resultado de la amplificacion por PCR de regiones especificas del cDNA y del DNA gendmico
correspondientes al gen de paramiosina.

Tercio analizado Tamafio del fragmento de Tamafio del fragmento de PCR
PCR amplificado de la regiéon amplificado a partir de DNA

codificadora (cDNA) genomico de 7. solium
Tercio amino:
X1-X6 788 pb ND
X1-G 419 pb ND
E-X6 . 531 pb | ND
E-G 162 pb ) ND
N-X6 *ND ND
Tercio central: ' :
X4-X7 833 pb 1,800 pb
X4-J 488 pb 1,200 pb
B-X7 665 pb 1,500 pb
B-J 320 pb 900 pb
B-K 628 pb 1,500 pb
C-X7 248 pb 500 pb
Tercio Carboxilo:
X5-X2 921 pb 1,150 pb
X5-M 646 pb 800 pb
H-X2 540 pb 700 pb
H-M 249 pb 350 pb

L-X2 316 pb 400 pb
ND. No determinado.
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Con los resultados mostrados en la cuadro 4, se hizo un mapa tentativo con la posicion y tamafio

aproximado de los intrones de la regibn centrail y carboxilo del gen de paramiosina (figura 18).

5 Tercio amino Tercio central Tercio carboxilo

:Xl // <L

X6I&_B’//J.9> XIXS e -i//—kqlﬂ//

Figura 18. Localizacién tentativa de intrones en las regiones central y carboxilo del gen de la paramiosina.
Las flechas indican la direccién de los oligonucledtidos y las barras rojas la localizacién de'los intrones.

Tamizaje de la biblioteca gendmica

A partir del tamizaje de la biblioteca genémica de 7. solium se aislaron varias clonas que
contenian el gen completo de la paramiosina. En el primer tamizaje, en el cual se utilizd la sonda
vw 7-3 (region codificadora completa de la paramiosina), se obtuvieron 22 clonas positivas. De
estas 22 clonas, solo nueve resultaron positivas en un segundo tamizaje con la sonda vw 2-1
(tercio amino de la region codificadora). Finalmente, de estas nueve clonas solo siete hibridaron
con la sonda 4-1 (tercio carboxilo). Las siete clonas que resultaron positivas para ambas sondas

se consideraron completas y se eligieron cinco para su caracterizacion (C2, C3, C5, C6 y C9).

Clona?  Cloma3 M Clonas  Clona 6

Clona 9 A

S : TESIS CON
i FALLA DE ORIGEN

Figura 19. Gel de agarosa teflido con bromuro de etidio. Las columnas muestran los productos de PCR
amplificados a pattir del DNA de las clonas genémicas conteniendo €l gen de la TPmy. M. Marcador de
peso 100 bp. A, fragmento amplificado con los oligonucletidos X1-X6; B, fragmento amplificado con
los oligonucle6tidos X4-X7; C, fragmento amplificado con los oligonucleétidos X5-X2.
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Las cinco clonas se analizaron mediante PCR (figura 19) usando los oligo que delimitan
los tercios de la regién codificadora en forma idéntica a como se mape6é el DNA genémico.
Como control se utilizaron nuevamente el DNA del pldsmido pRSET VW7-3. Los resultados se

muestran en la cuadro 5.

Cuadro 5. Resultado de la amplificacién por PCR de regiones especificas del cDNA y del gDNA de las
clonas gendmicas aisladas por tamizaje.

Clona  Regién — - Tamafio de los fragmento.de PCR  Tamafio de fos fragmentos de
amplificada amplificados a partir de la PCR amplificados a partir de 1a
construccion VW 7-3 (cDNA) clona genémica (gDNA) -
Clona 2 X1-X6 788 pb ND
Xa4-X7 833 pb 1,700 pb
X5-X2 921 pb 1,200 pb
Clona 3 X1-X6 788 pb >2,000 pb
X4-X7 833 pb 1,700 pb
X5-X2 921 pb 1,200 pb
Clona 5 X1-X6 788 pb 2,000 pb
X4-X7 833 pb 1,700 pb
X5-X2 921 pb 1,200 pb
Clona 6 X1-X6 788 pb §00 pb
X4.X7 833 pb ND
X5-X2 921 pb 1,200 pb
Clona 9 X1-X6 788 pb - >2,000 pb
X4-X7 833 pb ND
X5-X2 921 pb 1,200 pb

ND. No determinado.

Andlisis de la estructura del gen de la paramiosinas

De las ciiico clonas gendmicas analizadas, se seleccionaron las clonas 5 y 9 con ¢l fin de
determinar su estructura. Ambas clonas se secuenciaron 1,500 pb hacia el extremo 5° del codén
de inicio y 1,000 pb hacia el extremo 3" del codén de terminacién. Ambas resultaron idénticas
por lo que el resto del trabajo se levé a cabo con la clona 5. De las 1,000 pb secuenciadas rio
abajo, 366 resultaron ser parte de la secuencia del fago lambda, lo que indica que se Heg6 hasta el
borde del sitio de clonacién. La regién secuenciada para el gen de la paramiosina comprende
8,253 pb en total de las cuales 1,506 son de la regién corriente arriba del coddn de inicio de la
traduccién, 6,106 pb comprenden !a regién codificadora y no codificadora del gen estructural y
641 pb corresponden a la regién corriente abajo del codon de terminacién (figura 20). El analisis
de la region corriente abajo del codén de terminacién no mostré sefiales convencionales para la
poliadenilacién de RNAm (AATAAA) (Fitzgerald and Shenk 1981). La seiial de poliadenilacién

es una secuencia altamente conservada, aunque se han reportado variantes de la secuencia
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4881
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5441
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GGTARTTACT
GCTTICACGCT
TGCCCCAATT
TGAGCARGTC
CTTGGTGTCA
ATGTTTCACT
TCCCARAARG
GCGACATGGA
TTTARCAGTG
ATGCTTAAGA
TCCACTTCGA
ATGGCATTTA
CGTGTGTACA
TCACGCCTGT
GGGCAGTGTT
CAGATTGTAC
TTGATCCCTC
GACTRGGAAA
ACACAACCRA

TT
ATCTCATCTA
TCTGATAGTT
GCATTGCTTA
CCCTCAGATG
ATAATACGAT
GAGCGAGATG
ACGTATTAAA
TTGTCTGART
TCTTGTATGT
GGACACCATG
RAATTCCGAT
GATTTARGGT
AATCARTGGE
TCTAGGTAGC
TGGACTGACT
AADRTAGCTA
CATTTACTTC
ARGATGACAG
TTTAACCARA
TARAGAGCTGR
TAAGGATATG
GCCGCARACA
CICeCCCCeT
GTGCTARCAC
ARRATATCAT
TARCACARGC
AMRCGTGAAR
CTYGAAATCG
TTGTCTCAAG
ATGAGGEGGG
AGTTTTGIGC
GCTAARRCTA
ATATTGITCG
GCTGACCGAC
TTCGCGTARA
CTTARACGGE
CTATTGCCTT
GCAAGCACGT
CCCTCAAGAC
CCTCCATCTC
CTTCTTGTAG
CTGGAGARGA
CATCTGAAAT
ATGGCAGGAG
CRAGRACTCG
AGAGTTARACG
TCAACACCCT
CGCATCGCCA
ATGATGEGCAG
GGCECGGRAAG
GTCATTETGT

TTCATACCCG
CTGGAGATTA
GCGCGETCAA
CTYTTCCCCT
CRCTTGATAC
AATAGCATAR
CCACGGAARG
PTGAGGTCAG
CACGCCCRCA
CGCCARGTAA
TCTCTACTTC
AGGCGTTGGG
CrCGGETCTT
ATGCGCCGEA
TTGGGGCART
GCETTTEGEEC
TGCAACGGTT
GGAATTTECT
TCCATTGCGC
TCTCGTACCA
TGTTTGTGGT
CGTTGTCTTC
TAACCGCCTT
ARGTGGAGTC
GCGTCGAGTT
CTCGCEICCE
AATCGATGGC
AAGTGGGCAC
GGTCACATCA
GCTGRACGETC
GAGATATTTA
CGTTTGGTCG
TACTGARARG
TAATATGARG
TCTGGATGCA
CCATGGCCAG
TTATTGGGCC
AGTGTTGARR
GTTCCGATAR
CGTATGACGA
GAGATCTCGA
CRACACCATG
CTCTTTCTCT
CTTAGAGGETG
CCAGTACATT
ATGCATGGCA
TCAGGGCTGA
ATAACGTTCT
GTGCCATTAA
ATGAAACTAT
CGGRAGTGAA
CGGTCGAAGA
CATTTCGGTT
GATCTTCAAC
TCAGGAGTAT
CCATGGATGA
GCTTGGTICCT
TACGAGGAGG
CCETCTTGAG
TCGTTTGAAT
ACGCARAGCTG
CCARAGTTAA
ARGTTTARAT
GCTCGGTGGT
ATTTCATGAG
CATCGGGCGA
CARCTICGGCC
ATCTCGRACCG
AADPARCTCH
AARTGCTCACC
TCAATTATTT

Secuencia completa clona 5

GCGGACAART
ACAGTAATTT
AATCGAPATT
TCCCTACCAA
TACTACTAGC
GGARGTCTTT
GTCTGCTTICA
TGGATGCATA
GTGCACGCCC
ATTAGAATTG
CCARARATCAR
GCATCCCTCC
TCGCGCACRG
TCETECEECA
CGGCCARTGG
AMNTAGGCAG
TGTGTTCTTC
GAGCGGTCGC
AGCTGCECTG
TCATACGCGG
TTGAAATAGT
GTGATTCTAG
ACATTCAARRA
TTACGGCGTC
ARTTTTGCAT
GGTATGATTT
CTACTATCAT
TGACAGACTC
GGCTCACACG
TTGACGAATT
CCTGATTTTA
AGTGCGCTCT
CAGTACCTAC
GCCTGCGCEC
GATGTGACTT
TTTTTGCTAG
CTGARATTCA
TCGARATTAR
CARACGTARAG
ABGCGTTTGC
AGCTGCGCAA
ATCTCCGAGA
GCTCCTTGTC
AGCGAGCTGA
TTGAAGRAAT
TGGGTAGTTT
RGTAATTTAG
TGGTCAACTT
ACTCCTCTTC
TGTTAGTGGA
ACTGAARCAG
ATGCACRAGT
TTAGGCCTCA
GCCADATGEGC
GARGCACARAG
BGATGCACGC
GTAGAATCGC
ARGEC
AGAGAACTTA
TTGTATTCAC
ACTGTTCGCA
GCTGACTCTT
CCTAALGARR
CTTTCTGTAG
TCTCATCTTA
AGCAGGCAGA
AACAGCGCTC
CGARARCCGC
TAACTTTGTG
CAARATGTTT
TATCCARARG

TGCCATAATA
GGEEGTGEGA
GTACCTTTCA
ARRAGCTCTA
TTGTTTTGCT
TCTTTTGARC
AGCGARCTTG
GGCARGTGETC
CATCCATGTA
GTCTTCAGTA
CCCTCTTAGT
GAGGTGCTGA
BCACTEGGECG
GTGCTGCACR
GAGAGGAACG
ACGTGCACGC
CAATAGACTC
ATTCAATTGA
ATTCACCACA
GACTTCCCCA
TTTAGRCTTT
ATATTGACRC
ACGGGGTCAA
TAGTGGTARA
TTTTTTCCGT
TTCATTTGTC
ATCACACACT
TGGCAAACAA
TTTTTTTCCT
GAGTGGTACT
ARTCAACATG
TTAATGARAR
TATTTATTAC
TGTGTGCACT
TCAGACATTC
GTTTTTTCGG
GRTTTCTCCA
ACCTTTTTAT
ATAGEGACTC
CGARCTCCTG
GGATCTGGRA
TCTCCAGCGA
TGAGATCCTT
AGGTCAATCT
TAGCAATGTT
TAACRGATCT
CTTACARATT
GATGGCGCTT
ATTTAAGCAG
TATTATAACH
GTGGRATTGG
CGGAATTATT
GCGGAGAGCA
CGACGCTARC
TCGTCACCTT
GTAAGTGGCA
CTAAGCCTTC

TGEGCCARGAC
TTTCTICCGG
PTACCEAGTT
GAGATCARGG
TCATATCARR
TATARTCGCT
CCCGTCTTTT
GAATCTTGCC
TAGAGGCGGA
CAACTTGGCG
GGATTCATCT
GGTCGTAGTG
CTACAACAGA

TTCTETCGEYT
AAGGARCTTT
TGCCAGTGAD
TTTTATGCTT
ACTTTITGTCA
AARAATTGGA
ACAGTAGCAA
GCCTAGGTGA
GCGACAGCAR
TGTAGACCAC
TGACTGTTTT
ATATCACAGT
ACCRATGGGC
GTGTGATCET
GCGATTTCTG
CACTACACTC
GAACCGTGTA
GAATCCGGTC
AARCGGGACC
AGTACTGTTC
TTARATGGCG
TTTTTACCGA
ACAATCTGAT
ATGATCAAAC
TAAGAGTCGC
ATTATTATTT
GTGGACARAD
ARRTTGTCCT
CTARGGCTGA
TCCTCTCAGA
GCAGATTTCA
TGEGTGGTTT
TATTTATTTT
GCCARACACAT
ACTGACGAAT
AATTGARATG
AGCTICACCCC
TCGGATCAGC
GTTTGTTCGA
TTTTTTTTCC
AATGCCRALCG
GGTTGAGAAT
CAAAGTARATT
GTAGTATCCA
ATTTTTGAGG
ATATGTCACA
TTGGTTTTTT
TAAAGGCCAA
ARAGGCATAG
TTACCGTCAG
ARADDRRGTG
TTGCCCGTTG
RACTGGAGGE
TCTECCARGT
CTCTAAGACA
GTCTACACAT
AARCACAGTT

TGAAGAGTTT
TGATTGTACA
GGRGGATATG
ATCTACAGGC
CAAGTTAACT
AGGTGAACAT
TCGATTTTAR
AATGAGCTGC
CAACATGCGC
GTACGCTTTG
ARRCGCATTIC
GCGACAGAAG
ATATTTACCT

TTTCARGCCC
AATTGAAGTT
AGARTTGACT
CACTTATGAT
TCTTTGGTCG
GSTTTTCARCT
GTGCAGTCTG
TACGGAACAC
GTGTGAGTTG
CTCGAGGTAR
TAGAALCCAT
CATGGCATTG
GACARGCTAC
GCGTACRGCT
ATARRCTCTG
CATCCRGGAC
TAACTTTCGA
CGTTTTCTGA
TATCAGAGAC
GACTTGAGGT
TGATGARAAC
TTGATTACTG
CTGATAGACC
TATGTGATAR
GTACGAGARC
TTCTGGGATC
TARATCGCAAA
TGGAATAATT
ACGCAATGCC
CTGTAAGCTA
TTCATTTGAT
ATTTGCAAGC
GAATACCTGG
GAAGGTGAAG
GAATTATGTG
GGATGGGTTG
TTATCTCCCA
APAGAGGATT
ACAGTGTCCT
CGCTGTCCTA
CIGCTTTCGA
TTGCAGARGC
GTTGAGACTT
GAATCTGTAG
ATGTGARACC
AGGATAGAGA
AGGGCAGAGA
GGTAATTTAT
TCGAATCCAC
CTTTCTCRRA
TTATTTTGTA
CATTACTGAT
CTTGGACAGC
CECETTTEEC
AAGGCCGCTC
TAGARTTTGG
GICGAGTCTG

RCAD
GAAGAACTCA
TAGCTGARAT
GCTGAACATG
TCAGAPCGAG
GRATGGATGT
TGAAARTARD
AATCCCTTGA
AGCGTCGAAT
CTCARGGGEGEC
CTCATAATTC
ATGTTCACTT
ATTGGCCAGT
CACGCATATT

CCATTGCATT
TTCTCTCAGT
GTABATGGAY
TGGTCATARC
CTGACAARTAT
TTAATTCTIC
ARGCTCTCTA
AGCTACACCC
AAGGAGRATG
GGGTAGACCG
CTGCGTGCAT
GGCEGETETE
CCATCGATTG
TTATCGATTT
GTATTGGCCC
TCETICTCEC
ATTTTCCCTG
CTTTCGARTC
GRAGACHY

ATTACCTTTC

TGACGTCTTA
CCATATGGAT
ARAACTTATT
AGCTRAGRAG
TGGAGGACCT
CGATTGECCTG
ATTCTATTCA
GITCGTGGAC
BDACGAGRATGA
AGTAATTTTT
CATAACATAG
GGAGTTGEGGEC
BATACTGRCC
CCATACTTAG
TGEACTTGGT
CAGCACTAAT
GTTITGGCAG
TCAATTGGCA
TTCAATGACA
CAGCACGATG
AACTGCCGAG
AGARGGGECAG
TTGCCCARTG
TGGARACATT
CACARAATCTG
TAGAGGATTT
AGGACRAGAG
CTTCTTTTTG
TTGAAATGAT
TATCAGGCGA
TCACTTGAGA
TGRATCGATY
CAGCTGACGC
CGCAGAGARC
TTGAARGCCA
AGATCGCGAG
CARATGGARLT
ATTICARACGCC
AGTAGGTGCT
GTGCCGATCA
AGCGCACTCG
GCGGTAGGTT
AATCGAATGC
GGTGEAMATS
CAGTTGGCRG
AGACGAGATG
AGGTCGEGTGA
ATTATTCTTT
TTCTCAGCGS
TTGCATAGTT
TTAGCATAGC

ARGGTATATT
TAACAGAGAC
TARATTAACG
ACCTAACCGA
TTCACTCAAC
ACTGTGCATT
ATGTGGRAGG
TGTTICTIGAR
GAGGGGGEGTG
CATTTAACRAG
GATAGARATG
CGTETGTGCR
CTCCGCEETE
GCAGTGGARC
GGCCGACGGG
TCTCCAGCTT
TGACTGCTTT
TACTTCACGC

TACATCTTCC
ATTCCACGTG
CTAGCCTGAT
TCATTTATTG
TGATGGCTCC
GCTCGATCTT
TGCCTTTARA
TTTGCTTATT
GCATGGRARC
GCATTCRAGCT
ARARTTARCRA
CGCAAATCAR
TTGGATGTGT
TTTGCTETGE
GCACGTAGGA
GGGTARCTTG
TGGCTTGCTT
CACTTCCAAG
TCTACCGGTA
GCTTACTTGA
CTATTCGCCG
GCCACTCTGEC
GTAAGTCTTT
AGRACAACGT
GGAATATTTA
GARGGTGCTC
ATGCGTAGTT
CCAGCTCATG
TATCAAATTT
ACTCAGATTC
ATGGTAATGA
AGTTTCTATG
TGATGCGCTG
GCTTGARGGC
TTCGAATTGG
GCTGGATGAC
CCRCACCTTT
ACGACARCCY
GATATGGCTG
TTTTCATCTT
ACCCCACCTC
TGCCANCAAC
CCCBCARCGT
ACAGTTCTGA
TTTCCICTTA
CAGAGAATGG
ACAGTGGADA
CCTCACCGAC
AGTGGCAGTT
ABAAGACTAA
ARGCGTTGGA
TGTCTTATTC
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5681
576l
5841
5921
6001
6081
6161
6241
6321
6401
6481
6561
6641
6721
6801
6881
6961
7041
7121
7201
7281
7361
7441
7521
7601
7681
7761
7841
7921
8001
808L
816l
8241

AGGTATTTAA
TATTATTTTT
CGTCGACTGA
TGAGGAGGCTA
AACGTCTGCE
ARGTATCCAT
CGTTTAGGRG
TATARGTGGA
CACCATCTCA
TAGAGGTGCA
GAGCTGCAGG
CATCGCCCTT
ARCTCARACGA
GGCGATATTG
TCTCTGARCT
GCTGAGGTAC
TGAGATCGRAG
BAARAAGCTCCA
CCATTAGAAT
GCAAATACGR
CTAGACARGA
GTATATGAGA
CAAGTACCGT
GGRCAATTGG

CTACCCTTCC
TAATGARAGA
CTCCCTCCTT
GCCACRGANRG
GCCCCACCTC
CGCTGCCACT
TATTATGATG
TATTGTCAGA

ARACCARATTA
TTCCTTTTITC
CCGATTTGGA
CTGARGGAGAH
TGAGARGGAC
RGGTAARAGA
TCATARGTAT
ATTAAGAGGT
GAGATGGAGG
ACTAGACGTG
CTGCGTTGGA
GCTTCGGRAG
TGCCAATGGA
GCGTCATGCA
CTTAATAGTA
TCCGCCTEEC
ATCCGTGAGA
GGTTAGACCT
CGGGTGAGEE
GCGTCAATTC
CTCAGATCAA
GTGTAGATIG
ARGGECGCAGC
TGGACCCGGET
[RR A TGTCCTC
AGCACACTICT
GAAAGAGAGC
TGTTCAATTC
ACTCTRGGET
TTCTCCCTAT

AGACCATTCG
TCCCTACAAC
GGCCCTGCEC
TGCARGOGAA
GAGGAACTGG
GTAGTCTTTT
AATTACGCRA
GTGCTGTGGA
TTCGCTTCAA
GCCARNERNEES
GGACGRAGCGA
TGGAAGAGAT
CGETATCTCGG
GGEGCGATCTC
GTTRACCTAA
TGATGAGCTE
TCACGGTCAA
CCCTGTCCTG
RGCTTGAGGT
AAGGAACTGC
GATGAAAGCC
GTACTGACGC
ADNCAGATTGA
TCCCGCGCCE
RADAGGGCAG
TTICEETECT
ACCTCTTIGTG
GCGTTTTTCT
GTTTTCICTA
TTCAGTTTEC

GACCTTAMAT
CATCCACAGA
AGTCAGTTGG
GTACGTTGCC
AGAATCTGAG
GATCTTTTAA
ATTACTCCTA
TATTGATGTT
GTCGGATATG
CGAGCTCGCG
TCGCAGCCAD
AGCTCACCCT
GATGAGGCCE
RATGGATCTG
CGACAGGRAC
GITGGAGGAG
GATCGCCTTA
GGAGCTGGAC
AGACACAGAG
TACAARCGTC
GAGARACTTTA
GGAGGCGGRA
TTTCGGTEGT
AACTCGTGAC
TACGTCCGCA
CATGCCCTAT
TCTCTCTTCC
CCACTGCTAC
GTTTATTTGA

CGGCAATCAR
TCAACTGAAG
AGGCAGAGCG
TCGCAGARCGE
GTCAGTCATC
ARCTAAATAT
GCTCGTAAAR

TTAGARAGAG

TCTCGTCTGA

{5

AAGCTGCAGA
CTGGARCTCA
ATCGGTCAAC
TCRATGCGCE
CATTCTARRG
ARGARAATTA
GCTEGAGGCTT
ABRGTGTTTTG
GGAGAAATTC
CGAGGATGAT
AGCTTGAGGA
TGCCTGTGCT
CATCGTGCTIG
TCGEGGAGATC
TTTTTTTAGC
TAARCCCATA
GCCGTCCCET
ACCATCGICG
CACCTARGCA
ATGTCTCTGC

CCTGGCATGEG
GAGACGARAT
TGACARCCTC
CECTTAATCA
TTCATATATT
CAGCGTTATC
BACCAARATTT
CACGACTCGC
AGAAGAAGTA
GAGCANCTTG
GTGACCGCEC
ACTCTTACCA
CRAGGTATCA
GCTGCTGAGE
CARGLGTECT
TCECTACTCG
CRAATGCTAA
GTCGCGCCAA
AAACGCHTGA
ACAGGTGCAG
ATAGGARGAG
ACATGGCGGA
ARCAGTGTCT
CCTTTATCCA
TACTATTCAA
TCTACTTTIGC
GTTCTTCCCC
GETGECTTCT
TGCCADCTCA

ACCACTCTTG
TGCCATTGAG
TGA

AGTTGTTATG
GCGCERGTTE

ETTTATGTAT TAGARATGTT
TTTGEGECCTT AACACCTTGC

TCA G
CTCCCAAAGG

ARTAACCARA
CAGCCCTGCE
GCCTCTGCTC
CCTCARGTCC
TCACTTTACT
TGGTCCTTCC
GGGAACARGG
ACGATTGAGG
CGAGGCGACA
CCCTGGCTCA
CAGGTGAGCE
TCGCARGARG
ATGACARACG
ATCATCTTTA
ATAGAGCTGA
GAGACTCTGC
TGAGGGTCGC
GTGCTATTTT
GGAGGCCTTC
TTTTEGAGCT
TGCTTARACCT
GIGTCTCAGC
GAGGACGATC
CCCGTGGTAR
CCCCAGTTCC
ABGGAGGAGG
TTTTCTCRAC
TTACCTGARC
TGCTTTCGRAC
ATCARCACCA
TGCTGTCCTC
TGTGTACAGGE

TAGTTTTTTT
TGATGCGAMT
TCCATGATGC
GAGATGGARC
GATTCCCAGT
ADBATGGTTGT
GITTGEGTTT
AGTTGACARAC
ATCAGCGAGC
ACGAGTTCAA
AGCGCAARCE
GCCGAGTCCG
TCGACTTGAD
ATAATCATGT
CCETCTGAAC
GCAAGCRACT
CGTATGGTTC
TTCTCCTTTA
GCCAACGCGC
TCARGACCTG
AAGTTATLAG
TGACGATGAG
ACCATTAAGA
CCGTRE &0
CCTCCCATCC
AGGGGCAGGG
TCTECCCCTC
TGTTCCTGCC
TGCGCAGTTT
CTGCCACCAR

TCTCTGTTTC
ATCARTGCCC

Figura 20. Secuencia de la clona 5 conteniendo el gen completo de la paramiosina de 7. solfium. En rojo se
muestran los codones de inicio y terminacion de la traduccion y en verde se muestran los oligonucleStidos que
delimitan los tercios en que se dividid Ia regién codificadora. Los intrones se muestran en azul. La secuencia
subrayada en lila es posiblemente una sefial de poliadenilacién y la base marcada en lila es el sitio donde se
agrega la cola poli(A) deducido de la secuencia de RNAm. Las bases marcadas en amarillo muestran los
cambios identificados en la secuencia genémica con respecto a la secuencia reportada del cDNA,

PMITSCP
PMYTSGP
PMYTSAGP
PMYEGP

PMYTSCPE
PMYTSGE
PMYTSAGP
PMYEGP
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PMYTSGE
PMYTSAGP
PMYEGE
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EMYTSAGP
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PMYTSGP
PMYTSAGP
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Alineamiento de la secuencia de aminoacidos

MSESHVKISRTIIRGTSESTVRLESRVRELEDLLDLERDARVRAERNANE
MSESEVKISRTIIRGTSPSTVRLESRVRELEDLLDLERDARVRAERNANE
MSESHVKISRTIIRGTSPSTVRLESRVRELEDLLDLERDARVRAERNANE
MSESHVKISRTIIRGTSPSTVRLESPVRELEDLLDLERDARVRSERNANE
*************************. ******‘k**********.******
MSIQLDTMAERLDELSGTSSQTHDAIRRKDMEI SKLRKDLENANAARFETA
MSIQLDTMAERLDELSGTSSQTHDAIRRRDME ISKLREKDLENANARFETA
MSIQLDTMAERLDELSGTSSQTHDAIRRKDME I SKLRKDLENANAAFETA
LS IQLDTMTERLDELSGTSSQTODAIRRKDME I ANVRKPLENANAAFETA
B *******_************* _*********‘k . .****‘*********‘k
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RVNQEYEAQVVNESKTKSVLEGQLDDLKRAMDEDARNRINLOTQLSSLOM
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Figura 21, Alineamiento de la secuencia de aminodcidos deducida a partir de las secuencias reportadas para las

paramiosinas de estos

solium, gDNA; PMYTSAGP, paramiosina de T. sag/

nata; PMYEGP, paramiosing de

aminoacidos subrayados en amarilio muestran 1a diferencia entre las secuencias de cDNAy

El (*) indica que el mismo aminoAci
aminodcidos distintos.

do se encuentra en todas las especies. El (.

otganismos. PMYTSCP, paramiosina de 7. solium, ¢DNA; PMYTSGP, paramiosina de T.
E. granulosus. 1.os
gDNA de 1. solium.

) indica la presencia de
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Cuadro 6. Secuencia de nucledtidos en los limites intron/exén del gen de paramiosina de 7.
solium. Los niimeros entre paréntesis especifican la longitud de cada exén e intrén en pares de
bases; los ntimeros para los exones I a XIV incluyen solo ]a secuencia codificadora. Las dreas
sombreadas muestran secuencias conservadas para la escisién de intrones.

INTRONi ' © EXON INTRON
! I (72) CTTGAG | GTATTA (386"
GTTAZ %AGTCGC II  (57) GTCCGG QEATGA (264
TCTAZE | GCTGAA III (87)  CAGACT |GIAAGC (811}
~CTACES | CACGAT IV (167) GGGCAG |B (382 S
'@ | GGCAGA v (79) GCCAARG (373}
| GCCTCA VI (246) GCACGC (74)
2| AATCGC VIT (197) ACTCAA |BE (109)
TTGTAG | ACGCAA VIII(133) GAGGCG |G (240)
TGACAG | TTGGCA IX  (217) TTGGCG (399}
CCACAY | ATCAAC X (241) TCTGAG (244)
A | ARAGAG XI (490) CGCRAG (76}
AL | GCTGCT XII (201) CTCCAG (76}
' | AATCGE XITI (207) GABACAG (80)
CTATAG | GRAGAG XIV (198) TAG

Identificacion del sitio de inicio de la transcripcion

La integridad del RNA total purificado a partir de cisticercos de 7. solium se verificd
mediante electroforesis y tincién con bromuro de etidio. Se observaron dos bandas nitidas que
corresponden a las dos especies ribosomales mas prominentes de 28S y 188 (Figura 22), lo que
confirma que la muestra no sufrié degradacién durante su preparaciéon’ Este RNA se utilizé para

los ensayos de 5’RACE y de extension del oligonuciedtido.

TESIS CON
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Figura 22. Gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio que muestra alicuotas del RNA purificado por TRIZOL
y columnas de RNeasy. Cada carril contiene 10 pg de RNA tofal de cisticercos de 7. sofium. Se pueden
observar las especies ribosomales 288 y 18S.
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Se llevaron a cabo dos ensayos diferentes de 5° RACE utilizando combinaciones
diferentes de oligonucledtidos. Para el RACE-A se utilizaron los oligonucledtidos G, Race3 y E’
que se unen 419, 367 y 291 pb corriente arriba del codén de inicio de la traduccion (ATG) (ver
mas adelante). El oligo G se utilizé para sintetizar el cDNA especifico para la paramiosina, el
oligonucledtido Race3 se utilizd para amplificar el producto del RACE y el oligonucledtido E’
sirvi¢ para reamplificar el producto de la PCR. Para verificar que el cDNA sintetizado es
especifico para la paramiosina, se amplificé la regién comprendida entre los oligonucledtidos X1
y Race3 como control, resultando en un producto con el tamafio esperado de"gSG pb (F igﬁra 23
carril A). El carril B (Figura 23) muestra el cDNA fratado con TdT amplificado con los
oligonucledtidos AAP y Race3, dando como resultado un producto de aproximadamente 700 pb.
Este resultado sugiere que el sitio de inicio de la transcripcién se encuentra localizado a una
distancia aproximada de 300 pb del codén de inicio de la traduccién. Como control se amplificé
c¢DNA, que no fue tratado con TdT, con los oligonucledtidos AAP y Race3. Los carriles C, Dy E
muesiran reacciones a las que solo se agregd uno de los oligonuciedtidos con el fin de descartar
amplificacion inespecifica. Como se esperaba, no hubo reaccién en ninguno de los ensayos

conirol.

23,130 pb
2,027 pb

564 pb
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Figura 23. Gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio que muestra los productos de 5° RACE-4. A.
c¢DNA amplificado con los oligonucledtidos X1-RACE3; M Marcador de peso, fago lambda digerido con
Hind TI; B, ¢cDNA tratado con TdT y amplificado con los oligenucleétidos AAP-RACE3; C, ¢cDNA sin
tratamiento con TDT amplificado con los oligonucledtidos AAP-RACE3; I, ¢DNA. tratado con TdT v
amplificado con el oligo AAP; E, cDNA tratado con TdT y amplificado con €l oligo RACE3.

Para verificar ¢l resultado obtenido en el RACE-A se repitio el ensayo utilizando un juego
diferente de oligonuciedtidos. En el RACE-B se¢ utilizaron los oligonucledtidos X6, Racel y
Race2 localizados a 789, 774 y 714 pb rio arriba del codén de inicio. Con el oligo X1 se sintetiz6
el cDNA especifico para paramiosina y los oligonucledtidos Racel y Race2, se utilizaron para
amplificar y reamplificar respectivamente el producto del RACE-B. Se verificé que el cDNA

51




sintetizado fuera especifico para la paramiosina, amplificando la regidn comprendida entre los
oligonucleotidos X1 y Race3, resultando en un producto con el tamafio esperado de 700 pb
(Figura 24 carril A). En esta ocasidn se predijo que el tamafio del producto del RACE deberia ser
de aproximadamente 1,100 pares de bases, prediccion que se confirmé al obtener un producto de
alrededor de 1,100 pb al amplificar el cDNA tratado con TdT (Figura 24, carril B). Con este
resultado se confirmd que el sitio de inicio de la transcripcién se localiza a unos 300 pb del sitio
de éste, en el RACE-B se observaron algunos amplificados muy pequefios que migraron cérca del
frente del corrimiento (Figura 24, carriles C, D y E). En el caso del PCR, donde sélo se agrego el
oligo GSP2, aunque se observé un fragmento inespecifico de unos 300 pb, no se observa ninguna
banda en la region de las 1,000 pb (Figura 24 carril F).

Como el producto de los ensayos de RACE fue escaso, en cada caso se prepararon
reacciones de reamplificacién y de estos ensayos se eligi¢ el producto de 300 pb del RACE-A
para subclonarlo en el vector pCR2.1. De la subclonacion se aislaron ocho cionas que contenian

el inserto (Figura 25} y se secuenciaron.

23,130 pb
2,027 pb

564 pb

Figura 24. Gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio que muestra los productos de 5° RACE-B. A.
¢DNA amplificado con los oligonucledtidos X1-RACEL; M Marcador de peso, fago lambda digerido con
Hind III; B, cDNA tratado con TdT y amplificado con los oligonucledtidos AAP-RACEIL; C y D, cDNA
sin tratamiento con TDT amplificado con los oligonuciestidos AAP-RACEL; E, cDNA tratado con TdT y
amplificado con €] oligo AAP; F, cDNA tratado con TdT y amplificado con el oligo RACEI.
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M A B C D

Figura-25. Gel de agarosa teflido con bromuro de etidio que muestra la digestién del plasmido pCR2.1
transformado con el producto de 300 pb del RACE-A. M Marcador de peso, fago lambda digerido con
BsAl A, plasmido pCR2.1 sin digerir; B-D, diferentes clonas de pCR2.1 digeridas con EcoR1. La flecha
muestra el fragmento de aproximadamente 300 pb liberado por la digestion del plasmido.

De las ocho clonas que se secuenciaron, en seis se localizd el sitio de inicio de la
transcripcion 303 pb corriente arriba del codén de inicio de la traduccién (Figura 26A), mieritras
que las otras dos, el sitio de inicio de la transcripeién se localizé a 301 pb (Figura 26B) 6 306 pb
(Figura 26C) del codén de inicio respectivamente. Para confirmar este resultado se decidié
identificar el sitio de inicio de la transcripcion utilizando un segundo método, el de extensién del
oligonucleétido.

Para el ensayo de extension del oligonucleétido se utilizaron los oligonucleétidos, REVO
y REV1, los cuales se marcaron radiactivamente para usarse como iniciadores en la sintesis de
c¢DNA. Aunque ambos oligonucledtidos se marcaron adecuadamente, s6lo REV1 permitié
obtener productos en el ensayo de extensiéon. El ¢cDNA resultante se corrid en .un. gel de
acrilamida junto a una reaccion de secuencia preparada con REV(. La figura 27 muestra un
fragmento del gel de secuencia donde se localizan dos productos de la reaccidn, que difieren
entre si por una base. El tamafio de los productos se calculd usando la reaccién de secuencia con
REV0 como referencia y contando el niimero de bases desde el oligonucleétido hasta el sitio
donde migran los productos con respecto a la secuencia. El tamafio de ambos productos es de 133

y 135 pb respectivamente.
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F;gura 26. Electroferograma mostrando los resultados de ia secuenciacion de tres dlstmtas clonas de pCR2 1 que

contienen el fragmento de 300 pb producto del RACE-A4. A. Clona que ubica el sitio de inicio de la transcripcion 303

pb tio arriba del codon de inicio de la traduccion. B. Clona que ubica el sitio de inicio de la transcripcion en la

posicién 301 pb. C. Clona que localiza el sitio de inicio de la transcripcion en la posicion 306 pb. Se muestra
- subrayada la region adyacente a la cola homopolimérica dC.
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A partir del oligonucledtido REV1, el sitio de inicio de la transcripcion se encuentra 133 6
135 pb rio arriba, ubicacién que coincide con la localizacién que se hizo previamente mediante
5'RACE, confirmando un sitio de inicio de la transcripcion centrado entre las posiciones 302 y

304 corriente arriba del sitio de inicio de la traduccion.

A CG T PE

EPErErrOQQAFOO0QARESOSQFPFSESNQ P>

Figura 27. Fragmento del gel de secuencia que muestra la ubicacion de los fragmentos del
ensayo de extensién del primer con respecto-a la secuencia de DNA preparada con el oligo
REV(Q. PE, cDNA producto de la extensioén del oligonucledtido. Las flechas sefialan Ja
ubicacidn de los productos.

La figura 28 muestra la secuencia corriente arriba del codén de inicio, e indica el sitio de
inicio de la transcripcion. Ademas se muestra la posicién de los principales oligonucleotidos
utilizados tanto para ¢l 5" RACE como para la extensién del oligonucleétido, asi como algunos

elementos potenciales del promotor.
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Figura 28. Localizacién de los elementos potenciales del promotor del gen de paramiosina de I. sofium. En
rojo se indica el coddn de inicio de la traduceién al cual se identifica en esta figura con el +1. En amarillo se
indican los oligonucledtidos utilizados en el SRACE y el ensayo de extension. Los oligonucledtidos X1 y X6
que definen el tercio amino del gen se muestran subrayados en verde. Las secuencias consenso para cajas
CCAAT se encueniran subrayadas en azul marino, las regiones ricas en GC en azul turquesa, las regiones
ricas en AT en rojo oscuro y las secuencias consenso para cajas E en anaranjado. Los sitios 301, 303 y 305,
identificados como sitios de inicio de la transcripcidn, se muestran subrayados en rosa, mientras que las
posiciones 302 y 304 identificadas en ei ensayo de extension del primer estan subrayadas en morado. La zona
subrayada con rosa indica un sitio potencial Inr o CAP. Las bases subrayadas en gris indican la posicion de
los productos de extension del oligonucledtido a partir de la secuencia obtenida con el oligo REVO.
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IHdentificacion de elementos del promotor

El andlisis de la region rio arriba del codén 'de inicio permitié localizar elementos
potenciales del promotor (figura 29) (Bucher 1990). En la region rio arriba del gen de la
paramiosina se identificaron dos regiones potenciales TATA 319 (-622) v 445 (-748) pb corriente
arriba del sitio de inicio de la transcripcion (figura 28). Normalmente la caja TATA suele
localizarse a tan solo 15 a 25_pb arriba del sitio de inicio de la transcripcion, por lo que las
regiones 319 y 445 no parecen formar parte de esta estructura. La secuencia iniciadora Inr
normalmente se encuentra situada sobre el propio origen de la transcripeidn, 3 pb arriba del sitio
de inicio y 5 pb rio abajo. A esta secuencia también se le conoce como sefial CAP y se localiza en
el sitio de inicio de la transcripcién en alrededor del 60% de los genes. De los multiples sitios
potenciales, uno coincide con la localizacién del inicio de la transcripciéon del gen de la
paramiosina, en la posicién 307 corriente arriba del ATG (figura 28). En el Inr, la base que
comunmente se encuentra al principio de la transcripcién es una adenina, y en la secuencia de la
paramiosina, se localiza una adenina en el sitio de inicio de la transcripcion (-303). Algunos
trabajos recientes han mostrado que en los genes que no tienen una caja TATA, la secuencia Inr
actia en forma andloga, a través de su interaccion con el complejo TFIID es capaz de dirigir Ia
transcripcion basal de la RNA polimerasa II, determinando el sitio preciso de inicio de la
transcripcion (Purnell et al 1994, Kaufmann y Smale 1994). Dentro de las secuencias
caracterizadas para el promotor proximal, las dos mas caracteristicas son la caja o secuencia
CAAT normalmente localizada ~60 a —80 pb rio arriba del sitio de inicio de la transcripcion
(Santoro et al. 1988) y la caja GC, que aparece como copias multiples en ambas orientéciones y
lados de la caja CAAT. De las cinco cajas CAAT identificadas, una se encuentra situada a una
distancia apropiada del sitio de inicio de la transcripcion (a 65 pb, -368). Los elementos CAAT
pueden ser reconocidos por diferentes factores de transcripcion. En algunos casos pueden
gstimular la transcripcion, mientras que en ofros pueden reprimirla (Dom et al 1987). Se
identificaron seis posibles cajas GC, de las cuales solo una parece estar cercana al sitio de inicio
de la transcripcion (a 267 pb del sitio de inicio (-570). Las cajas E (CANNTG) han sido
propuestas como sitios consenso de union para factores de transcripcion, de la familia MyoD,
especificos de proteinas musculares (Olson 1990), en la regién corriente arriba del gen de la
paramiosina se identificaron cuatro posibles cajas E a 515 (-818), 610 (-913) y 685 (-988) pb

corriente arriba del inicio de transcripcion y una mas 257 (-47) pb corriente abajo del mismo sitio
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(figura 28). Como no todos los tipos musculares expresan MyoD, es posible que otros factores
adicionales estén involucrados en 1a regulacién de la expresion de genes musculares (Thompson
et al 1991, Navankasattusas et al 1992, Shimizu et al 1993).

ANALISIS PARA IDENTIFICAR ELEMENTOS DEL PROMOTOR EUCARIOTA

Resultados para la bisqueda de la caja TATA
Valor de referencia: -8.16

No. De A Secuencia Valor. —
1 758 772 GTATGTAGACCACCT -7.33 4—-
2 884 898 GCATTTAAGGGSTTG -6.21 -f—
3 1637 1651 CTTTTTARATGGCGT -7.21

Resultados para la biisqueda de la seflal Cap
Valor de referencia: -3.75

No. De A Secuencia Valoy

60 1136 1143 GCARTCGG -3.29

61 1200 1207 GCAGATTG -2.41
62 1227 1234 GCRGACGT -1.78 '

Resultados para la bisqueda de la caja CCART
Valor de referencia: -4.54

Ne. De % Secuendcia Valor
1 1139 1150 ATCGGCCARTGE 2,28
2 1442 1453 CACAACCAATCC -4.32 —
3 3419 3430 TPTGCCCARTGA ~3.,33
4 5233 5244 TCTTGCCARTGA -3.63
5 6692 6703 TCTTACCAATGR -4.24

Resulitados para la busqueda de la caja GC
Valor de referencia: -4.3

NG. De A Secuencia Valor
1 937 950 APTGGGCEGETETE -4.08 d—
2 5333 5346 BAGGGGCAGETCGE ~3.28

Figura 29. Elementos potenciales del promotor. Las flechas indican las secuencias mencionadas en el
texto. El analisis se llevé a cabo sobre la secuencia completa de la regidn corriente arriba det codon de
inicio de la traduccién, de las bases 1 ala 1,506.

Comparacion de la paramiosina de T. solium con otras paramiosinas

Se compararon las secuencias de aminodcidos de las paramiosinas de 9 especies
diferentes. Para ello se calcularon las distancias con el programa MEGA (Kumar et al 1993) que
determina la identidad y similitud entre las secuencias, la que varia desde 96.5% entre 7. solium y
E. granulosus hasta 34.5 y 30.8 % con las de D. melanogaster y C. elegans, respectivamente
(cuadro 7). |
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Cuadro 7. Identidad en la secuencia de aminoéacidos de varias paramiosinas. Los valores representan porcentajes.
Platyhelminthes: T. solium, Echinococcus granulosus, Schistosoma japonicum y S. mansoni; Mollusca: Mytilus
galloprovincialis, Nematoda: Anisakis simplex, Brugia malayi, Onchocerca volvulus y C.elegans, Arthropoda:
D.melanogaster.

Eg Sj Sm Mg As Bm QOv (Ce Dm Accession No.

- T solium 96.52 73.04 7223 4835 3023 31.14 31.71 3076 34.54 AY034087
E.granulosus 73.40 7236 5133 3196 3166 3228 3184 3465 Z21787
S.japonicum 96.19 5200 3325 3248 3322 3283 3245 D2381!
S.mansoni 56,88 3277 3213 32775 3236 3256 M35499
M.galloprovincialis 3540 3556 3682 3464 3433 BAA36517
A. simplex 89.50 91.19 8595 4735 AF173004"
B. malayi 95.67 8734 47.15 AACI8613
O. volvulus 88.98 47.66 A48575
C.elegans 48.90 XO08068
D.melanogaster _ ~ X58722

A vpartir de la alineacion de las secuencias de aminoacidos de las paramiosinas se
construyé un arbol filogenético utilizando el algoritmo de Neighbor-Joining. El 4rbol resultante
se muestra en la Figuraura 30. Es interesante observar como ¢l alineamiento de las paramiosinas
permite separar claramente al grupo de los platelmintos (que agrupa en dos ramas separadas a los
céstodos y los trematodos), de los moluscos y los nematodos. Ademds, en el grupo de los

nematodos se distinguen los parasitos y los de vida libre.

Figura 30. Asbol filogenético construido a partir de la alineacién de las secuencias de aminoacidos de las
paramiosinas utilizando el programa MEGA. Las distancias entre las secuencias se calcularon con la
formula de Distancia-P y el arbol se construyd con el algoritmo de Neighbor-Joining con un Bootstrap
de 1,000 réplicas. .
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Comparacion entre genes de paramiosina

La secuenciacion de la clona gendmica mostré que el gen de la paramiosina de 7. solium
tiene una longitud de 6,106 pb desde el coddn de iniciacion hasta el codén de terminacién y se
encuentra dividido en 14 exones interrumpidos por 13 regiones no codificadoras, que en total
comprenden un 57% del gen estructural. Los inicos genes de paramiosina para los cuales
también se conoce su secuencia gendmica son los de D. melanogaster (Maroto et al. 1995) y C.
elegans (Kagawa et al. 1989). El gen de D. melanogaster tiene 9,003 pb-y se encuentra
organizado en diez exones, nueve de los cuales codifican para la paramiosina. Un exon (exén 1B)
localizado entre los exones siete y ocho, codifica para el extremo 5° del gen de la
miniparamiosina, una isoforma que se sintetiza por escision alterna del RNAm. Ambas proteinas
comparten los dos tltimos exones del gen, y cada una cuenta con un promotor distinto. Las
secuencias no codificadoras de D. melanogaster comprenden el 70% de su secuencia. El gen de
ta paramiosina de C. elegans tiene una longitud de 11,432 pb y comprende once exones y 10
intrones, estos Gltimos representan el 76.0% de la secuencia. Con el fin de comparar la estructura
del gen de paramiosina en estos tres organismos, se alinearon las secuencias de aminodcidos,
agrupandolos por exones, utilizando para ello el programa MEGA. El resuitado de este
alineamiento se presenta en la Figura 31.

La comparacion de la estructura de los genes entre 7. solium y D. melanogaster mostrd
que el tamafio de los exones II-IV es idéntico mientras que los demés exones parecen haberse
fusionado o escindido. La comparacion con la estructura de C. elegans muestra que los exones 11
y III de D. melanogaster corresponde a los exones III y IV del neméatodo, mientras que el exdn
IV corresponde a los exones V y VI de C. elegans. Es interesante notar que la secuencia del exén
IB, especifico para la miniparamiosina no esta presente en ninguna regién (exon/intron) de las
secuencias de paramiosina de 7. solium ni de C. elegans. De hecho, los exones VII y VIII del gen
de paramiosina de D. melanogaster, los cuales flanquean al exén 1B, se encuentran fusionados en

un solo ex6n en el gen de C. elegans.
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Alineamiento por Exones

§SSOAVRESKYSYRATSTGPGTADYNIEYIQ bL, D.m. Exon 1 41AA
ERLESLEPLELMERMELQELLIVSLESKS PSQRAFGAPFGSMSVADTGSL TR C.e. Exon 1/2 29/26AA
VK IR T I TRGTSPSTV .t v vt e v areneersnennnnnnnennnnn W88 T.s. Exon 1 24AA

Exon 2 19AA
Exon 3 19AA
Exon 2 19AA

Exon 3 2927
Exon 4 292A
Exon 3 29AA '~

Exon 4 55AA
Exon 5/6 37/18AR
Exon 4 55AA

Exon 5 291AA

Exon7/p9 74/35/182AR

Exen5/9
27/82/65/45/72AR

Exon 6 43A4
Exon. 2 43237
Exon 10 442R

Exon 7 3CAA
Exon 9 37AA
Exon 10 36AA

Exon 8 206AA
Exon®/11 48,44,114an
Exonll/12 164/42AR
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REERT D.m. Exon 9 158AA
R C.e. Exon 11 147AA
A0 T.s. Exon 12/13/14
25/69/65AA

Figura 31. Alineamiento de Ia secuencia de aminoacidos deducida a partir de las secuencias reportadas para las
paramiosinas de Drosophila melanogaster (D.m.), Caenorhabditis elegans (C.e.) y Taenia solium (T.s.). El alineamiento
se elabor¢ utilizando el programa MEGA. Las zonas en negro indican las zonas conservadas para todas las secuencias,
mientras que en gris se muestran aquellas compartidas por algunas de las secuencias, y en blanco las diferentes. En la
columna derecha se indica a que exones corresponde cada alineamiento y el nimero de aminoacidos que conforman ese
exon..

En el caso de 7. solium, aunque ambos exones estan separados e integrados a los exones
X y XI de T' solium, el intron que separa estos dos exones es tan pequefic (244 bp) en
comparacion con el intron de Drosophila (aproximadamente de 4,000 pb) que no deja espacio
para contener la secuencia necesaria para codificar para una isoforma de Ia proteina. Asi que para
el caso de la miniparamiosina, 0 no se encuentra expresada en todos los invertebrados 6 es

transcrita de algin otro gen aun no identificado en 7. solium y C. elegans.
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Figura 32. Estructura de los genes de paramiosina de 7. solium (75), D. melanogaster (Dm) (Maroto et al.
1995) y C. elegans (Ce) (Kagawa et al. 1989). Los exones estdn representados por cajas v los intrones por
lineas. La homologia entre las regiones codificadoras se indica por lineas que unen a los exones. Las flechas
indican los codones de inicio y terminacion.
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DISCUSION

Una de las grandes interrogantes surgida durante el estudio de la paramiosina y su posible
papel en la vacunacion, ha sido el hecho de que se trata de una proteina muscular para la cual no
se ha encontrado un péptido sefial que indique su posible secrecién al medio exterior. La ausencia
de un péptido sefial en la secuencia de la paramiosina, descarta la idea de que se trate de una
proteina secretoria (Lacletfe et al. 1991), y si la paramiosina no se encuentra en la superficie del
parasito o es secretada, es dificil explicar la inmunidad protectora. En el caso de la
esquistosomiasis, se han sugerido diversas hipotesis para explicar su importancia como antigeno.
Por ejemplo, en esquistosomulas de S. mansoni, se reportd una respuesta especifica de células T
en contra de paramiosina, lo que sugiere la liberacion de epitopos de paramiosina (Pearce et al.
1988). Otra posibilidad es la reactividad cruzada con otras proteihas parecidas a la paramiosina.
Se ha reportado reaccion cruzada entre la paramiosina y la GP38, una glicoproteina de membrana
que es liberada por la esquistosémula y que tienen un alto grado de homologia en su secuencia de
aminoacidos con la paramiosina. La GP38 podria ser el blanco de superficie contra el cual se
desarrolla la respuesta inmune en la vacunacion con paramiosina, ya que es capaz de inducir una
respuesta inmune especifica, mediada por anticuerpos y células T, en contra de paramiosina (Sher
et al. 1989). Otro antigeno de 200kDa (IrV5), que también se encuentra en la superficie de la
esquistosdmula y que tiene homologia parcial con secuencias de la cadena pesada de la mios'ina,
muestra reactividad cruzada con anticuerpos conira paramiosina (Amory Soisson et al. 1992).
Una explicacion. menos plausible seria que durante- el recambio constante de! tegumento, se
podria liberar paramiosina al medio de manera pasiva, o la paramiosina podria ser liberada a
través de regiones dafiadas del tegumento. Otra posible explicacion seria la existencia de
isoformas alternas de paramiosina, que puedan llevar a cabo distintas funciones a las descritas
para la paramiosina estandar.

Muchas proteinas musculares existen como multiples isoformas, dentro del mismo
organismo o incluso dentro de la misma célula, y el desarrollo muscular estd asociado con
cambios en la expresion de €stas distintas isoformas (Caplan et al. 1983). Se han propuesto varias
hipétesis para explicar el papel de estas isoformas én la estructura muscular. Por ejemplo, que las
diferencias en la secuencia de aminoécidos entre isoformas, permite distintos tipos de asociacion
enfre proteinas idénticas o con otras proteinas (Epstein et al. 1985), que las diferentes isoformas
pueden exhibir distintas funciones en distintos ambientes bioldgicos (Barany 1967), que la

expresion de un grupo de isoformas se encuentra coregulada con {a expresion de otros genes o
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por transcritos alternos del mismo gen (McKeown y Firtell 1981), o que en las familias de genes,
en las cuales cada gen codifica para una isoforma, el efecto de las mutaciones deletéreas es menor
(Greenwald v Horvitz 1980; Waterston et al. 1984). La expresion de isoformas distintas de
proteinas musculares se debe a la éxistencia de familias de genes, la escision alterna de
mensajeros, o por modificaciones postranscripcionales. La diversidad puede alin ser mayor con la
eleccion de sitios alternos de poliadenilacion o por modificaciones postraduccionales (Smith et al.
1989, Bandman 1992; Fyrberg y Beall 1990). En Dictyostelium se¢ han identificado 17 genes de
actina que codifican para proteinas con la misma secuencia de aminoécidos, pero cuya expresion
difiere considerablemente durante el desarrollo (McKeown y Firtell 1981). El analisis de la
estructura de varios genes de actina sugiere la pérdida de algunos intrones a partir de un ancestro
comun que originalmente tenia muchos intrones (ver antecedentes) (Fyrberg et al 1981; da Silva
1993). En contraste, la gran diversidad de isoformas de tropomiosina, se¢ genera por escision
alterna del RNAm a partir de un ndmero limitado de genes (McLeod et al. 1985). La
comparacion de la organizacion de los genes de tropomiosina de Drosophila y mamiferos, sugirié
la existencia de un gen ancestral que aparece antes de la . separacion de vertebrados e
invertebrados (Lemmonier et al. 1990), lo que explica su gran conservacion a lo largo de la escala
evolutiva. En trematodos, se demostré la conservacion de epitopos entre la tropomiosina de S.
mansoni y la de-su hospedero gastropodo Biomphalaria glabrata (Xu et al. 1989; Dissous et al.
- 1990; Weston y Kemp 1993; Weston et al. 1994), sugiriendo un mimetismo molecular como
resultado de la adaptacion genética al parasitismo (Damian 1987). En ). melanogaster, se reportd
que el gen de tropomiosina Il puede codificar para una isoforma muscular y otra citoplasmatica
(Hanke y Storti 1988). Los filamentos gruesos de C. elegans contienen dos isoformas de miosina,
que son expresadas de manera diferencial a nivel transcripcional {(Honda y Epstein 1990) y se han
reportado isoformas no musculares (Guo y Kemphues 1996). En ¢l caso de la paramiosina, ésta
ha sido reportada como un gen de copia unica en C. elegans (Kagawa et al. 1989), Drosophila
(Vinos et al. 1991), T. sofium (Landa et al. 1993) y S. mansoni (Gohr et al. 1995), aunque algunos
reportes contradictorios sugieren la existencia de mas de un gen de paramiosina en S. japonicum,
ademas de que podria haber heterogeneidad entre los genes de distintas cepas (Hooker et al.
1995). En S. mansoni, C. elegans y Drosophila, se han reportado isoformas de paramiosina
fosforiladas diferencialmente (Schriefer y Waterston 1989; Vinos et al. 1991; Deitiker y Epstein
1993; Schmidt et al. 1996) y en D. melanogaster se reporté una isoforma de bajo peso molecular,
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la miniparamiosina, sintetizada a partir la de escision alterna del mensajero de paramiosina
(Becker et al. 1992; Maroto et al. 1995).

Para determinar si existen isoformas del gen de la paramiosina de 7. solium que se
sinteticen a partir de la escisién alterna del gen, se clond y secuencio, a partir de DNA
cromosomico, una region de 8 kb que contiene el gen completo de la paramiosina. La region

codificadora se encuentra interrumpida por 13 intrones, que en los limites exdén-intron, presentan

~ las regiones consenso descritas para sitios donadores y aceptores en la escision de intrones

(Senapathy et al. 1990). En la regién corriente arriba del sitio de inicio de la transcripcion se
identificaron varios elementos CCAAT, que son criticos en el funcionamiento de numerosos
promotores eucariotas (Santoro et al. 1988), asi como una probable caja GC. Ambos elementos
suelen estar relacionados con la frecuencia con la que se produce el inicio de Ia transcripcion y
son reconocidos por los factores de transcripcion CTF (o NF1) y SP1 respectivamente (Bucher

1990). También se identificaron cuatro posibles cajas E, propuestas como sitios consenso de

~unidn de factores especificos de transcripcion de la familia MyoD, (Olson 1990). Los factores. de

transcripcion MyoD participan en la regulacion de la transcripcion de genes musculares. Aunque
no fue posible localizar una caja TATA tradicional, el gen de la paramiosina parece contener una
secuencia iniciadora (Inr) también llamada seiial CAP. Tanto la caja TATA como la secuencia Inr

permiten definir el punto de inicio de la transcripciéon. Debe aclararse que todos estos elementos

- son potencialmente reguladores y que para demostrar su actividad se requieren ensayos

~funcionales del promofor. No fue posible identificar una secuencia de poliadenilacién

convencional en el extremo 3’ del gen. Sin embargo, es comin que existan variantes para la
secuencia consenso, como se ha reportado para Schistosoma y Drosophila. Una posible variante
podria ser la secuencia (ATTAGA) localizada 504 pb rio abajo del coddén de terminacidn, justo
15 pb antes del sitio de poliadenilacion. Es necesario identificar un mayor nimero de secuencias
genomicas de Taenia para poder establecer la existencia de secuencias consenso de
poliadenilacién alternas.

El sitio de inicio de la transcripcion del mRNA del gen de la paramiosina se identificd
mediante ensayos combinados de 5'RACE y de extension del oligonucledtido. El analisis de la
secuencia del producto del RACE identificé tres posibles sitios de inicio de la transcripeion (que
difieren entre si en unos cuantos pares de bases), siendo el mas comun el localizado en la
posicion 303 pb rio amriba del codén de inicio de Ia traduccion. El ensayo de extension del

oligonucleodtido confirmé dos de estos sitios. Llama la atencidn la existencia de dos posibles
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sitios alternos para el inicio de la transcripcion. Ambos sitios difieren entre si por solo un par de
bases, lo que explicaria el hecho de que en el andlisis por Northern blot sélo se identificé un
transcrito discreto de aproximadamente 3.6 kb (Landa et al. 1993). En el caso de D. melanogaster
se reportaron dos posibles sitios de im’ci(; de la transcripcion para el gen de la paramiosina,
adicionales al sitio de inicio descrito previamente. Estos dos sitios de inicio también difieren
entre si por un par de bases (Vinds et al. 1992; Maroto et al. 1996). Faltaria comprender el papel
que desempefian dos mensajeros con secuencias que varian en unos cuantos nucleotidos.

La comparacién de las secuencias de aminoacidos predichas para las nueve paramiosinas
analizadas muestra una clara correlacion entre la identidad de la secuencia de aminoacidos y la
distancia filogenética entre las especies, como por ejemplo, la cercana relacién entre los
nematodos y los artropodos (Aguinaldo et al. 1997). Mas interesante ain resultd el andlisis
comparativo entre las estructuras de los genes de paramiosina de 7. solium, D. melanogaster y C.
elegans, ya que aunque los exones II y ITI son idénticos en tamafio entre las tres especies, y el
exon IV lo es entre 7. solium y D. melanogaster, la mayoria de los exones parecen haberse
fusionado o fragmentado entre las tres especies. Esta falta de conservacion en la organizacion
general de la estructura del gen contrasta con lo reportado para la tropomiosina, en donde la
organizacion de los exones se conserva entre vertebrados e invertebrados (Hanke y Sorti 1988).
Si consideramos que los platelmintos emergieron mas tempranamente que el resto de los
protostomados (Aguinaldo et al. 1997), la estructura de los tres genes sugeriria una tendencia a la
disminucion en €l niimero de intrones durante la evolucidn de la paramiosina, de manera similar a
lo propuesto para la actina (Fyrberg et al. 1981; da Silva 1993). Sin embargo, para cbrroborar
esto hipdtesis, seria necesario caracterizar la estructura de un mayor .nﬁmero de genes de
paramiosina. Con la publicacion de nuevas secuencias de paramiosina, provenientes de distintos
grupos que han aparecido a lo largo de la evolucién, quizas incluso sea posible establecer una
fecha probable de origen del género Taenia.

En este trabajo, no se enconird evidencia de escision alterna del gen de paramiosina de la
1. sofium. Ademas, la secuencia del exon 1B especifico de la miniparamiosina, no se encontrd en
ninguna regién (codificadora o no codificadora) de la secuencia del gen de paramiosina de 7.
solium. La comparacién de la estructura de ambos genes muestra, que el exon 1B que se localiza
en el intron flanqueado por los exones VII y VIII en el gen de D. melanogaster, corresponde al
intrén flanqueado por los exones X y X1 en 7. solium, de 244 pb de longitud. En esta region, no

hay espacio suficiente para acomodar al exén de la miniparamiosina de 524 pb. La estructura del

TRSIS COR v
FALLA DE ORIGEN




gen de paramiosina de C. elegans, tampoco muestra evidencia de la existencia del exdén 1B. Es
posible que, a diferencia de la paramiosina, la miniparamiosina no se expresa en estos
organismos o se transcribe de algin otro gen ain no identificado en 7. soliumy C. elegans.

Como se menciond previamente, existe poca informacion sobre la organizacion genémica del
género Taenia y sobre la regulacion de su expresion génica, asi como sobre los mecanismos de
regulacion de la expresion de genes en las distintas especies del género. Para comprender mejor
la organizacion gendmica de los genes de I. solium, es necesario caracterizar las estructuras
involucradas en la regulacion de la expresion de genes. En este trabajo se cloné y determiné la
secuencia genémica del gen de paramiosina, se identifico la probable regién promotora y el sitio
de inicio de la transcripcion, se localizaron las regiones no codificadoras, y se analiz6é la
estructura del gen, comparandola con las estructuras de otros genes conocidos.

La caracterizacion del gen de la paramiosina es de interés por tres principales razones: (i)
el analisis de la secuencia es importante para identificar elementos que participan en la regulacién
de la expresion del gen; (ii) el andlisis de la estructura del gen sera de ayuda en estudios
concernientes a la relacion evolutiva entre genes de protostomados; (iii) con la informacion
contenida en este trabajo, se podran disefiar ensayos de transfeccion para evaluar la capacidad de
la regién promotora para promover la transcripcién, y mediante ensayos de eliminacidn,
demostrar la actividad funcional de las distintas regiones reguladoras descritas. Asi, en un futuro
no muy lejano, serd posible la -construccion de vectores de expresién para estudios de
transfeccidn en cisticercos, que nos permitiran estudiar de manera detallada los genes de interés

del parasito, abriendo una nueva era en ¢l estudio de los ténidos.
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Abstract. Paramyosin is a muscle protein that probably plays a role in the survival of the larval stage
of Taenia solium during its prolonged host-parasite relationship. Here we describe the structure of the
gene coding for the paramyosin of T. solium. The characterization of two clones obtained from a
genomic library showed that the complete gene of paramyosin contains 13 introns delimited by
conventional eukaryotic splice signals. Comparison with the paramyosin genes of Drosophila
melanogaster and Caenorhabditis elegans showed a lack of conservation of the exon/intron
organization in contrast to other muscle genes. No evidence of alternative splicing sites were found,
excluding the possibility that 7. solium expresses a mini-paramyosin like D. melanogaster.

Introduction

Paramyosin is a major structural component of thick filaments in the muscles of many invertebrates
(Elfvin et al. 7976). Paramyosin filaments interact strongly with myosin, suggesting that this provides
the foundation for the assembly of the thick filament (Epstein et al. 1985; Cohen et al. 71987). About
95% of the complete amino acid sequence of this protein shows the distinctive heptad repeat of (x
-helical structures that form homodimeric coiled-coils (Cohen et al. 71977; Cohen and Parry: 1990).
Paramyosin can be phosphorylated, generally on the serine residues, but the number and location of
phosphorylation sites varies in different species (Vinos et al. 7997; Dey et al. 1992).

Paramyosin has been identified as an antigen in several parasitic diseases caused by helminths.(Pearce
et al. 1986; Limberger and McReynolds 1990; Laclette et al. 1991; Miihlschlegel et al. /993), and is
the target of protective immunity in some of them (Pearce et al. 7988; Nanduri and Kazura 1989;
Gobert 1998). Taenia solium paramyosin (TPmy) is a prominent antigen in human cysticetcosis that
shows the ability to bind collagen (Laclette et al. 1990) and inhibits, in vitro, the classical pathway of
complement through the inhibition of the C1 function (Laclette et al. 7992; Landa et al. 1993):



Recently, human T and B cell epitopes of TPmy have been mapped (Vazquez-Talavera et al. 2001a)
and its protective potential tested in the murine model of cysticercosis (Vazquez-Talavera et al.
2001b).

The paramyosin genes of only two organisms have been characterized: the roundworm Caenoharbditis
elegans (Kagawa et al. 1989) and the fruit fly Drosophila melanogaster (Maroto et al. 1995). In the
Drosaophila gene, an isoform called miniparamyosin (mPmy) can be produced through alternative
splicing. Here we present the complete sequence of the TPmy gene. Comparison between the three

genes shows some degree of conservation of the exon/intron organization only near the 5'end. A
tendency towards decreasing the number of introns during the evolution of paramyosin may be
inferred from the gene comparison.

Materials and methods — .

Isolation and characterization of TPmy genomic clones
A T. solium genomic library containing about 8 X 10* independent recombinants with insert sizes of

5-15 kb, constructed in the vector A Syrinx 2A (Lutz et al. 1987) was kindly provided by A. Landa.
Approximately 30,000 recombinant plaques of the genomic library were initially screened using a
cDNA 32p-labelled probe containing the full length coding sequence of TPmy. The probe was

obtamed through PCR amphﬁcatlon with oligonucleotides {5 -ATGTCTGAATCACACGTC-3'

! CTACATGATGCTGGTTGC-3' ), using as a template the total DNA from a pRSET cDNA
hbrary (Landa et al. 1993). To ensure that the genomic clones contained the complete TPmy gene,
secondary and tertiary screening of duplicate nitrocellulose filters were carried out in parallel using

probes containing DNA fragments corresponding to the 5' and 3" ends of the coding sequence of
TPmy. These probes were obtained through PCR amplification with oligonucleotides

(5! -ATGTCTGAATCACACGTC-3" , 5’ -ATTTCCGGCTGCCTCG-3" ) for the S’ -end probe and
(5" -CTCAACCGCGAGAACA-3' , 5" -CTACATGATGCTGGTTGC-3" ) for the 3” -end probe,
using as a template the DNA from the pRSET cDNA library. Hybridisation was performed in 6 X S8C

{150 mM NaCl/15 mM sodium citrate, pH 7.0), 5 X Denhardt’s solution, 25% formafnide and 0.1%

SDS at 37°C overnight (Sambrook et : . 1989). Several plaques that hybridised with both probes were
selected.

DNA from positive clones was isolated using a phage lambda DNA isolation kit (Qiagen lamda
system, Qiagen). Both strands of the purified lambda phage DNA were sequenced with an Applied
Biosystems 310 automatic sequencer using ABI Prism dye terminator sequencing kits and with
primers designed ad hoc.

To characterize the transcriptional start-point for paramyosin, a 5 " end analysis (Frohman /993) was
performed with the 5 RACE system for rapid amplification of cDNA ends version 2.0 (Invitrogen
Life Technologies), using three specific primers: {5 ! _GACCAAGAACGTTATCG-3' ),

(5’ -GCCCTGCCCTTCTGCTTCTG-3" ), (57 -GTGGCCTCGGCAGTTTCG-3" ), and following the
manufacturer’s instructions. Sequencing the 5 ' RACE product was carried out as above.



Nucleotide and amine acid sequence analyses were performed using standard computer programs
{PC/GENE, Intelligenetics, and DNAMAN version 2.6, Lynnon Biosoft). The sequence identity is
equal to the number of aligned sequence positions containing identical residues (amino acids) divided
by the number of sequence positions compared. The source of other gene and protein sequences was
the GenBank database.

Results and discussion '

Two out of the five clones (C5 and C9) that proved positive to the probes for the 5' and for the 3 ends
of the coding sequence of TPmy were selected for characterization. Both clones were identical in
sequence. Alignment between the genornic and cDNA sequences aliowed the delineation of introns
and exons, Fourteen exons and 13 introns were identified (Table 1), Analysis of the complete sequence
using the PC/GENE system for searching branchpoint consensus confirmed the positions of the introns
and exons. The intron/exon boundaries conserved in all cases the consensus N/GT-AG/N sequence
(Seif et al. 1979; Breathnack and Chambon 1981). Large and small introns showed a higher A+T
content than exons, in agreement with this general property in many species (Csank et al. 1990).

Table 1. Nucleotide sequences of the intron-exon boundaries of the Taenia solium paramyosin gene.
Nuntbers in brackets specify the length of each exon and intron in bp; numbers for exons I and IV
include the coding sequetice only. In the acceptor sequence, the final AG is conserved for splicing, and
the initial GT is conserved for splicing in the donor sequence

Intron Exon Intron
Acceptor sequence Donor sequence
1(72) CTTGAG GTATTA (386)
GTTAAG AGTCGCII (57) GTCCGG  |GTATGA (264)
TCTAAG GCTGAA III (87) CAGACT  |{GTAAGC (811)
CTACAG CACGAT IV (167) GGGCAG |GTAAGT (382)
TTTTAG GGCAGA V (79) GCCAAG  |GTAATT (373)
TTTTAG GCCTCA VI (246) GCACGC |GTAAGT (74)
CTGTAG AATCGC VII (197) ACTCAA | GTAGGT (109)
TTGTAG ACGCAA VIII (133) GAGGCG | GTAGGT (240)
I TGACAG TTGGCA IX (217) TTGGCG | GTACGC (399)
CCACAG ATCAAC X (241) TCTGAG  |GTCAGT (244)
TTTTAG AAAGAG XI (490).CGCAAG |GTATCA (76)
CTAAAG GCTGCT XII (201) CTCCAG |GTTAGA (76)
CATTAG AATCGG XII (207) GAACAG | GTGCAG (80)
CTATAG GAAGAG XIV (198) TAG

Nucleotide sequences 1.5 kb upstream from the ATG start codon and 1 kb downstream from the
translation stop signal were also obtained. The start-point of the paramyosin transcript was located by

5! RACE analysis. Eight clones of the 5 'RACE product were sequenced; in six clones the putative



start point was located 304 bp upstream of the ATG start codon, whereas the other two occurred three
base pairs upstream or downstream of that position. Interestingly, a putative CAP signal coincided
with the location of the transcriptional start point,

A number of putative regulatory elements were identified in the 5° flanking region. CCAAT elements,
found to be critical in numerous eukaryotic promoters (Santoro et al. 1988), were detected at 65, 368
and 458 upstreamn of the ATG start codon. The second element appears within an appropriate distance
from the putative paramyosin transcriptional start. A putative GC box and an A+T rich region were
focated at 570 and 623 upstream of the ATG start codon, respectively (Bucher 1990). The cis-acting
DNA elements responsible for muscle-specific transcription were akso searched; four putative E-boxes,
proposed as the consensus binding site of muscle-specific transcription factors of the MyoD family
(Olson 1990), were found at -47, -819, -914 and -979 upstream of the ATG start codon. In contrast,

analysis of the 3 ¢ flanking region did not detect conventional signals for the polyadenylation
(AAUAAA) of eukaryotic mRNAs (Fitzgerald and Shenk 1981).

Coding sequences are available for paramyosins of nine different species. The predicted amino acid
sequences are highly variable ranging from 96.5% identity between T. solium and Echinococcus
granulosus, to only 34.5% and 30.8% identity, for D. melanogaster and C. elegans, respectively
(Table 2). A clear correlation can be established between the identity among paramyosin amino acid
sequences and the phylogenetic distance between species, for example, the close relationship between
nematodes and arthropods {Aguinaldo et al. 7997).

Table 2. Amino acid sequence identity among paramyosins. Numbers are given in percent.
Platyhelminthes: Taenia solium, Echinococcus granulosus, Schistosoma japonicum and Schistosoma
mansoni; Mollusca: Mytilus galloprovincialis; Nematoda: Anisakis simplex, Brugia malayi,
Onchocerca volvulus and Caenoharbditis elegans; Arthropoda: Drosophila melanogaster., Indicated
accession numbers are for cDNA sequences

Eg |§j \Sm{Mglds |Bm|Ov [Ce [D ml|Accessionno.
T. solium 96.52173.04|72.23|148.35|30.23 {31.14]31.71}30.7634.54 | L13723
E. granulosus 73.4 172.36151.33|31.96|31.66132.28{31.84|34.65|Z21787
S. japonicum 96,19152.0 {33.25|32.48(33.22|32.83(32.451D28811
S .mansoni 51.88(32.77132.13132.75132.36132.56 | M35499
M. gallopravincialis 354 |35.56|36.82|34.64|34.33| BAAL6517
A. simplex 89.5 |91.19}85.95{47.35] AF173004
B. malayi 95.67|87.34|47.15| AAC18613 -
O. volvulus 88.98|47.66| A48575
C. elegans 48.9 | XO8068.::
D. melanogaster X358722

The structure of paramyosin genes is only available for D. melanogaster (Maroto et al, 1995).and C.
elegans (Kagawa et al. 1989). The T. solivm paramyosin gene was 6,106 bp long from the start to the
stop translation codons, containing 57.5% of intervening sequences in 13 introns, whereas the genes in
D. melanogaster and C. elegans are 9,003 and 11,432 bp long, with a content of 76.9% and 70.5%
intervening sequences, in eight and ten introns, respectively (Fig. 1). The size of exons II-IV of T,
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solivm and D. melanogaster is identical; other exons appear fused or split among the three species.
This lack of conservation of the exon/intron organization is in contrast with the gene struciure reported
for tropomyosin I, where exon organization is conserved even between vertebrates and invertebrates
{Hanke and Storti /988). Considering that platyhelminths emerged earlier than protostomes
(Aguinaldo et al. 1997) the structure of the three genes would suggest a tendency towards decreasing
the number of introns during the evolution of paramyosia.
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ANTECEDENTES
Respuesta a estrés

Un factor importante en la supervivencia de los parasitos, es su capacidad para
responder a los cambios ambientales, ya sean de temperatura, pH, concentracion de nutrientes e
incluso a la presencia de oxidantes generados durante la respuesta inmune. La respuesta a estrés
es un mecanismo general homeostatico que protege a las células y organismos de los efectos
deletéreos del estrés ambiental (Lindquist 1986; Morimoto 1990; Maresca y Carratd 1992). Se’
caracteriza por la rapida activacion transcripcional de un grupo especifico de genes que codifican
para las llamadas proteinas de estrés (Morimoto 1997). En Mesocestoides corti se reporto la
existencia de dos proteinas de estrés por calor (HSPs por sus siglas en inglés) que son
excretadas/secretadas en respuesta al incremento en temperatura (Estes y Teale 1991). Estas dos
proteinas, homologas a HSP60 y HSP70 estimulan la proliferacién de linfocitos de ratones
infectados, y.restringen la respuesta de anticuerpos a los isotipos IgM e IgG1 , sugiriendo una
posible modulacion de la respuesta inmune del hospedero. Trichinella spiralis y T.
pseudospiralis, excretan/secretan dos antigenos utilizados comimmente para el
inmunodiagnéstico, los cuales podrian corresponder a proteinas de estrés ya que sus masas
moleculares y puntos isoeléctricos son similares a los descritos para proteinas de estrés (Ko y Fan
1996). El cuadro 1 muestra un listado de las proteinas de estrés identificadas en helmintos.

La huevos de 7. solium sufren importantes cambios de temperatura mientras se encuentran
en el medio ambiente, asi como al ser ingeridos por el hospedero intermediario de sangre
caliente. Més ain, la larva y el adulto pueden ser expuestos a cambios repentinos de temperatura
debidos a la respuesta del hospedero a otras infecciones (fiebre). La adaptacion a estos cambios
es crucial para el mantenimiento de la transmision del parasito. Puesto que se desconocia si T.
solium responde al estrés, se estudio la respuesta al estrés por temperatura en cisticercos tanto de
T. solium como de T. crassiceps. Se enconiré que, aunque con ciertas diferencias, tanto 7. solium
como 7. crassiceps responden al estrés por temperatura de una manera similar a la reportada para
otros organismos. Ademas, en 7. solium se encontro que varias proteinas se excretan/secretan por
la larva durante el estrés, incluyendo dos HSP que reaccionaron con los sueros de pacientes con
neurocisticercosis, 10 que muestra su naturaleza antigénica durante la infeccion (Vargas-Parada et
al. 2001).



Proteinas de estrés reportadas en Nematodos

Brugia pahangi HSP56, HSP60/65, HSP72/73, HSP87, HSP106 kDa Jecock y Devaney 1992
HSP83 Thompson et al 2001
sHSP (18, 22-24 kDa) Jecock y Devaney
1992, Thompson et al 1996
Brugia malayi HSP70, HSCT70, E/S Antigens Rothstein y Rajan 1991,
Selkirk et al 1989
sHSP Raghavan et al 1999
Caenorhabditis HSP90, HSP70 Dalley ¥ Golomb 1992,
elegans Heschl 1990
' sHSP (16,18,25, 43kDa) Candido 2002, Ding v
Candido 2000a, Ding y
Candido 2000b, Hockertz et
al 1991, Candido et al 1989,
Russnak et al 1983

. Dirofilaria immitis sHSP p27, HSP45, HSP52, HSP70 Lillibridge et al 1996
Haemonchus sHSP (18, 25 kDa), 40 y 69 kDa, HSC65, HSC72 van Leeuwen 1995
contorius HSP73, TBZ 20kDa
Nippostrongylus sHSP Tweedie et al 1993
brasiliensis
Onchocerca volvulus  HSP60 Wu et al 2000

HSP70 Rothstein et at 1989
Strongylus sep (16,22 kDa), HSP70 Tsuji et al 1997
venezuelensis '

" Setaria digitata HSP70 Jayasena et al 1999
Trichinella britovi HSP70 (72kDa) Vayssier et al 1999
Trichinella spiralis HSP&0, HSPT70, HSP90 Martinez et al 2001,

Martinez et at 2000
Histone H3, Histone H2B, Translationally Controlled Tumour Protein Niak et al 2001
HSP (20, 47, 50, 70, 80 y 86 kDa), E/S HSP (11, 45, 53 y 64 kDa) Ko y Fan 1996
Trichinella HSP (20, 26, 31, 50, 53, 70, 80 y 86 kDa), E/S HSP (11, 35, 37, 41 y 64 Ko y Fan 1996
psendospirales kDa) ‘
E/S sHSP (15kDa) Chung y Ko 1999
Proteinas de estrés reportadas en Trematodos
Schistosoma mansoni  sHSP (HSP27, p40, 38kDa, p50), HSP70 Cai et al 1996, Neumann et
al 1993, Neumann et al 1992,
Moser et al 1990, Hedstrom
et al 1987, Nene et al 1986
Tielens et al 1993, Johnson et
al 1989
HSP60, HSPOO (86kDa)
Schistosoma HSP70 Scott y McManus 1999
Jjaponicum
Proteinas de estrés reportadas en Césfodos
Echinococcus GRP78 kDa Muhischlegel et al 1995
granulosus HSP606, HSP70 Martinez et al 1999,
Martinez et al 1999
Echinococcus GRP 78 kDa Muhlschlegel et al 1995
multilocularis
Mesocestoides corti  E/S HSP (60 y 70kDa) Ernani y Teale 1993, Estes y
Teale 1991
Taenia saginata sHSP (36kDa) Benitez et al 1998
Taenia solium sHSP (14-38kDa), HSP70, HSP80, E/S HSP (LMWP y 66kDa) Vargas-Parada et al 2001
Taenia crassiceps sHSP (14-38kDa), HSP50, HSP60, HSP70, HSP80 Vargas-Parada et al 2001

Cuadro 1. Protefnas de estrés identificadas en helmintos.
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Resulta interesante la analogia con lo observado en la respuesta al estrés por calor en M.
corti y queda por investigar si las HSP de 7. solium que son excretadas/secretadas tienen un papel
inmunomodulador y si el mismo tipo de respuesta se observa ante el estrés oxidativo, por hipoxia,

por falta de nutrientes, por la presencia de sales (como el calcio) e incluso por farmacos.
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SUMMARY

Heat shock and stress responses are documented for the frst

crassiceps. Radioactive metabolic labelling after in witro incubation of cysts at 43
proteins. In T. crassiceps, the major heat shock proteins were 80
molecular weight heat shock proteins (27, 31, 33 and 38 kDa),

induced the synthesis of stress proteins ranging from 31 to 8

shock. T\ solium cysts exposure to temperature stress also resulted in
of 80 and 70 kDa. Western blots using the excretory—secretory pro
were recognized by antibodies in the sera of cysticercotic patients:

front. The T. solium 66 kDa protein was also recognized by

time in larval stages of the cestodes Taenia solium and Taenia
°C, revealed the induction of heat shock
, 70 and 60 kDa. After prolonged incubation, a set of low
were also induced. In vitro incubation of cysts at 4 °C,
0 kDa, indicating the parasite is also able to respond to cold
an increased synthesis of 2 major heat shock proteins
ducts of T\ soffum showed that 2 heat shock proteins
one of 66 kDa and another migrating close to the run

specific antibodies directed to a 60 kDa bacterial heat shock

protein, suggesting that it belongs to this family of proteins.

Key words: Taenia soliwm, Taenia crassiceps, cestodes, heat

INTRODUCTION

Many parasites undergo sudden changes in tem-
-perature at some stage during their life-cycle
(Newport, Culpepper & Agabian, 1988; Polla, 1991;
Maresca & Carratit, 1992). For example, taeniid egps
in the environment suffer an increase in temperature
when ingested by its warm-blooded intermediate
host. The larvae in the intermediate host also
undergo strong variations of temperature before
reaching its final host. Moreover, larvae and adult
worms may be exposed to sudden temperature
changes due to host response to infection. Adaptation
to these temperature variations is crucial for the
maintenance of parasite transmission. '
The heat shock response is a general homeostatic’
mechanism that protects cells and organisms from
deleterious  effects of environmental stress
{Lindquist, 1986; Morimoto, 1990). It is charac-
terized by a rapid transcriptional activation of a
specific set of genes coding for proteins generically
known as heat shock proteins (HSPs). These HSPs
allow the adaptation of the organism to the new
temperature (Morimoto et al. 1997; Feder &
Hofmann, 1999). Similar adaptive responses are
produced for a variety of other environmental

stresses (Welch et gl. 1991; De Maio, 1999). To our -
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70228, 04510 México D.F., México. Tel: 4525 622 3862.
Fax: +525 622 3369. E-mail: laclette@servidor.unam.mx

shock proteins, stress, excretory—secretory products.

knowledge, no previous report is available on the
heat shock and stress responses in taeniids, although
—goime HSPs have been identified {Muhlschlegel ¢t al.
1995; Benitez ef al. 1998; Martinez ez al. 1999), In
Mesocestoides corti, Estes & Teale (1991) have
reported the occurrence of HSPs in excretory—
secretory (E-S) products. Here we describe a time-
regulated induction of H3Ps when Taenia solium and
T. crassiceps larvae are maintained in culture at
temperatures above 37°C. Several proteins are
excieted/secreted by T. solfum larvae during the
stress response, including 2 HSP, that were recog-
nized by sera from patients with neurocysticercosis.
The ES protein of 66 kDa was recognized by specific
antibodies against bacterial HSP60. '

MATERIALS AND METHODS
Larvae

T. solium cysticerci were dissected from the skeletal
muscle of naturally infected pigs obtained from rural
villages. The cysts were obtained at 2 maximum of
24 h after slaughter of pigs. The ORF strain of T.
crassiceps is maintained in our laboratory by serial
intraperitoneal passage of cysticerci in 6-week-old
female BALLB/c AnN mice (Sciutto et al. 1990). The
larvae used in the experiments were obtained from
mice with 2-month infections. Before use, all larvae
were washed 5 times in a phosphate-buffered saline
solution (PBS), pH 72, pre-warmed at 37 °C..
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Radio-isotope labelling

Groups of 3 T. solium or 5 T. crassiceps cysts were
placed into sterile polypropylene tubes (Falcon)
containing 500 pl of a sterile methionine-free RPMI
1640 medium (GIBCO), pre-warmed at 37°C
(except for the group that was placed at 4 °C), and
supplemented with 19, essential amino acids,
pyruvate and antibiotic-antimycotic mixture
(GIBCQ). The groups were then incubated at 4, 37,
43 or 46°C for 30 min and then metabolically
labelled by addition of 100 uCifml of ©1-[*5]
methionine  (specific  activity > 1000 Ci/mmol,
Amersham) for 4h or overnight at the same
temperatures as indicated above. To determine the
kinetics of synthesis of HSPs in T. erassiceps, the
cysts were maintained at 43 °C (optimal temperature
for heat shock response, see resuits) for 15, 30 min,
i, 2, 4, 6 and 8 h, before adding the radio-isotope
iabelled methionine, and then maintained for 2 h at
37 °C.

After labelling, the groups of cysts were washed
twice with 10 ml of PBS to remove free label and
then placed in 500 ul of SDS-PAGE sample buffer
for homogenization in 2 Soniprep 150 sonicator, for
40s (20s intervals), at 60 Watts, The culture
medium containing E-S products was also collected,
centrifuged at 1000 g for 10 min to remove any
cellular debris and the supernatant was stored at
~ 20 °C until use. Protein concentration in the crude
extracts and culture medium was determined using a
protein assay kit (BioRad).

Autoradiography

The crude extracts and the culture medium were
analysed by sodium dodecyl sulphate—polyacryl-
amide gel electrophoresis (SDS-PAGE) (Laemmli,
1970). -Samples of equal amounts of protein

(5~20 pg/well) were run under reducing conditions .

and the gel was stained with Coomassie Brilliant
Blue R-250 (BioRad) or Silver Stain (BioRad).
The gel was prepared for fluorography by treatment
with a 209% solution of PPO in dimethylsulfoxide
(Laskey & Mills, 1975), dried on a BioRad slab
gel drier and exposed to an X-ray film (Kodak
X-OMAT) at —70 °C. Relative increases over con-
trols for each HSP were determined by densitometric
scanning of the protein bands by means of a
microcomputer program (RFLP scan 3.0, Scanaly-
tics Inc., Fairfax, VA, USA).

Western blotiing

Western immunoblots were carried out according to
the method of Towbin, Staehelin & Gordon (1979),
using a rabbit polyclonal anti-HSP60, a mouse mAb
anti-HSP70 (SPA-804 and SPA-822, respectively,
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from StressGen Biotechnologies Corp., Victoria
B.C., Canada), and a mouse mAb IgGl anti-HSP60
(LK2, kindly provided by P. van Kooten (Boog et al.
1992), at a 1:100 dilution. Sera from patients with
neurocysticercosis or other neurological disorders
(kindly donated by D. Correa) were used at 1:30
dilution. Peroxidase-conjugated rabbit anti-mouse,
goat anti-rabbit or goat anti-human antibodies
(Zymed Laboratories) diluted 1:1000 were used
followed by 0-1 9 diaminobenzidine with 0:0159%
hydrogen peroxide to develop the blots.

RESULTS

Effect of temperature on protein synthesis in
'T. solium and T. crassiceps

Autoradiograms of the L-[**$]methionine labelled
crude extracts from ¢ysts of both species, incubated
at 37 °C, showed more than 30 protein bands ranging
from 21 to 200 kDa (Fig, 1). When T. solium larvae
were incubated at 43 °C for 4 h, the intensity of the
protein bands of 8¢ (HSP 80) and 70 (HSP 70) kDa
was highly increased, whereas the intensity of some
labelled proteins observed at 37 °C decreased or
disappeared (Fig. 1A). Densitometric analysis on the
2 major HSPs showed an increase over controls of
29 and 4 times respectively. At 4 °C and 46 °C no_
labelled proteins were observed in T. solium,
suggesting that these temperatures are lethal for the
parasite (not shown). Changes in the pattern of
protein expression in response to temperature stress
were also observed in T. crassiceps (Fig. 1B),
including the 2 major HSPs described for 7. solium
(80 and 70 kDa). The relative increase over controls
for HSPB0 and HSP70 was 21 and 20 times,
respectively. As in the case of T. solium, the synthesis
of some proteins was diminished and in some cases
stopped during incubation at 43 °C. Incubation of T.
crassiceps cysts at 4 °C, induced the preferential
synthesis of the 80 kDa protein, although some low
molecular weight proteins ranging from 31 to 45 kDa
were also observed (Fig. 1B), suggesting a cold shock
response (Thieringer, Jones & Inouve, 1998). No
label incorporation was detected when the larvae
were incubated at 46 °C (not shown), indicating that
this temperature also results in cyst killing. Micro-
scopical observations of T. solium and T. crassiceps,
confirmed that the cysts were non-motile after
incubation at 46 °C.

Kinetics of synthesis of HSPs in T. crassiceps cysts

T. crassiceps cysts that were incubaved at 43 °C for

different periods reacted with a typical heat-shock

response. In the initial 15-60 min of incubation, 2
proteins of 80 and 70 kDa were the most prominent
(Fig. 2). After 2 h, a larger number of proteins were
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37°C 43°C kDa  4°C 37°C43°C

Fig. 1. Autoradiogram showing SDS-PAGE profile of
protein synthesis of Taenia solium (A) and T. crassiceps
(B) cysticerci. Parasites were metabolically labelled in
vitro with [**S]methionine for 4 h at the indicated
temperatures, with the exception of the 4 °C lane, which
was labelled for 24 h. Arrows denote major heat shock
proteins. '

37°C 43°C
kDa 607 157 30" 1h 2h 4h 6h 8h
N = - i 200

97—
B
8
21—

14—

AT LR

. 4 LMWP

Fig. 2. Kinetics of protein synthesis in Taenia crassiceps
cysticerei in response to heat shock. After treatment ax
43 °C during the indicated time, the cysts were
transferred to 37 °C and metabolically labelled in vitre
with [**S]methionine for 2 h. Contro] parasites were
maintained at 37 °C which is the normal growth
temperature. Arrows denote major heat shock proteins.

visible, a major protein of 60 kDa and several others

:‘zﬂging from 14 10 200 kDa, including some proteins
-th:t were present before the heat shock. After 8 h,
most prominent bands corresponded to 80, 70

Fig. 3. Excretory-secretory products of Taenia solium
cysticerci exposed to termperature stress, The cysts were
incubated at the indicated temperatures and
metabolically labelled with [**SImethionine, overnight.
(AY SDS-PAGE profile of the culture medium
containing the excretory-secretory preducts using silver
stain. (B) Autoradiogram of the same slab gel.

and 60 kDa, followed by other proteins of 30, 38 kDa
and a small protein (LMWP) migrating close to the
run front (Fig. 2).

__Excreted—secreted heat shock products

The culture media where T. solium cysts were
maintained overnight at different temperatures were
collected, analysed by SDS-PAGE and silver-
stained for E-S stress products. At 37 °C, the most
prominent E-8 proteins.were 66, 58, 54, 48, 45, 38,
33 and 31 kDa (Fig. 3A). This pattern -of -E-S
products is similar to that described for T. solium by
(Ko & Ng 1998). Several high melecular weight
proteins are observed in the E-8 products from
cultures incubated at 43 and 46°C (Fig. 3A).
Autoradiograms of the slab gel revealed a 5-fold
increase of a major band of 66 kDa at 43 °C that was
also present at 37 °C (Fig. 3B). Protein bands of 97,
74, 54,.52 and 47 kDa are also excreted/secreted at
43 °C. T. crassiceps also showed some E-S products
in the supernatant (not shown). Some of these
products have been described to cross-react with
well-known antigens of T. selium (Tsang, Brand &
Boyer, 1989; Ko & Ng, 1998).

Western blotting using specific anti-heat shock
protein antibodies

The cyst extracts and culture media of T. selium’
cysts maintained overnight at 37 or 43 °C, were
analysed by Western blot using specific antibodies to
HSP60 and HSP70. In the crude extracts, both
antibodies revealed protein bands of 60 and 70 kDa,
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37°C  43°C 37°C 43°C
kDa 1 2 3 4 6 78 kDa
07—} ! o 1 —er
66— Sl 66
|
45— | —4s

Extracts ES products

31°C _43°C
kDa 12 3 2

37°C_43°C
56 7 8 kDa

i

97— —97
66— —66
B Extracts ES products

Fig. 4. Antibody recognition of HSP60 and HSP70 in
crude extracts and excreted-secreted (ES) products of
Taenia soliwm (A) or T. crassiceps (B) cysticerci. \
Lanes 1, 3, 5 and 7 were probed with rabbit polyclonal
anti-HSP60. Lanes 2, 4, 6 and 8 were probed with anti-
HSP70 mAb. :

respectively (Fig. 4A, lanes 1—4). However, they
failed to reveal differences in amount, between cysts
incubated at 37 and 43 °C, supgesting that at least
this 70 kDa protein is different from the HSP70
described above, that is clearly induced during heat
shock. This is not surprising, as constitutive ex-
pression of a HSP homologue has been reported in
Schistosoma mansoni (Tlelens, Van Den Heuvel &
Van Eden, 1993). When the culture media were
blotted and reacted with the anti-HSP60 antibody, 2
bands of 66 and 60 kDa were revealed (Fig. 4 A, lanes
5 and 7). In contrast, no band was observed when the
culture media were probed with the anti-HSP70
monoclonal antibody (Fig. 4 A, lanes 6 and 8).

In the T. crassiceps crude extracts, similar but
thinner protein bands of 60 and 70 kDa were revealed
by anti-HSP60 and anti-HSP70 antibodies, respect-
ively (Fig. 4B, lanes 1-4). Also in this case, no
quantitative variation was detected between
cysticerci incubated at 37 and 43 °C. None of the
antibodies reacted with the culture media of T.
crassiceps cysts (Fig. 4B, lanes 5-8).

Western blotting using sera from patients with
neurocysticercosis

Western blots were also performed on the crude
extract and culture medium of T. solium cysticerci
incubated at 43 °C, using sera from patients with
neurocysticercosis. When the extract was probed,
the sera recognized several antigens including a
protein of 80 kDa that may correspond to the HSP
80 (Fig. 5A). When T. solium culture medium was

Fig. 5. Western blots of crude extracts and
excreted—secreted products of Taenta solium cysticerci
probed with sera from neurocysticercotic patients. -
Cysticerci were metabolically labelled with
[**Slmethionine, at 43 °C, overnight. Crude extracts (A)
and excreted—-secreted products {B), were reacted with
neurocysticercotic patient sera (lanes 1-15;. or with sera
from patients with other neurological disorders {lanes
16-20). Lane 22 was teacted with 2 monoclonal antibody
directed to HSP60 (I.LK2) and lane 21 with the second
antibody alone. Lane X shows the autoradiogram of the
blots.

reacted with the patient sera, all sera recognized
a 66kDa protein and the LMWP (Fig. 53B).
The 66 kDa protein, was confirmed to be a HSP by
autoradiography, showing that this protein was

synthesized during the stress response. Antibody -

LK2, directed against human HSP60, recognized in
the crude extract, a protein band of 60 kDa, as
expected, as well as another band of 75 kDa. In
contrast, no protein was recognized by the LK2
antibody in the culture medium, indicating that no
protein leaked from the cysts and that the integrity of
the bladder wall was preserved during incubation at
43 °C.
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Similar results were obtained when crude extracts
of T. ¢rassiceps were reacted with the patient sera
(not shown), confirming the extensive antigenic
cross-reactivity between these two taeniid cysticerci
(Larralde et al. 1990; Sciutto et al. 1990; Ko & Ng,
1998). However, in the culture medium of T.
crassiceps cysts, the patient sera failed to detect the
66 kDa band (not shown).

DISCUSSION

The present study documents for the first time the
response to temperature stress in cysticerci of T\
solium and 7. crassiceps. Both parasites share 2 major
proteins in response to heat shock (HSP80 and
HSP70), while only T. crassiceps synthesized another
major 60 kDa protein. The family of HSP80 is
known to be immunogenic in other parasites
(Newport et al. 1988; Polla, 1991). In Schistosoma
mansoni, an open reading frame of a 86 kDa antigen
was shown to be highly homologous to HSP90) of
Saccharomyces cerevisiae and HSP83 of Drosophila
melanogaster {Johnson et al. 1989). The family of
HSP70 is associated with molecular chaperones that
facilitate protein transport across membranes, re-
move dénatured proteins, and allow cellular recovery
from glucose starvation (Burdon, 1986; Newport et
al. 1988; Hartl, Martin & Neupert, 1992). HSP70 is
also a major immunogen in several parasite
infections, including Brugia spp., Onchocerca vol-
vulus and S. mansoni (Hedstrom et al. 1988;
~Rothstein et al. 1989; Selkirk et al. 1989). HSP60 has
also been shown to function as molecular chaperone
(Hemmingsen et al. 1988; Zeilstra-Ryalls, Fayet &
Georgopoulos, 1991) and has been identified in
several parasites (Maresca & Carratly, 1992).
Differences in the profile of response to tem-
perature stress observed between the two species of

cysticerci, can be due to interspecific variations, or to

differences in the way both parasites are obtained
before being used in the experiments. While T.
crassiceps were freshly obtained from infected mice
maintained in the laboratory, T. solium cysts were
obtained at least 5—6 h after slaughter, from naturally
. infected pigs detected in abattoirs. It is conceivable
that the lack of response to low temperature in T.
solium, might be due to the longer time the cysts
remained in the pig carcass before being collected for
the experiments.

The heat shock response observed in T. crassiceps,
resulting in the recovery of several proteins
expressed by cysts at 37 °C, suggests that early HSPs
play an efficient role in the protection of other
proteins, in agreement with some examples of
response to stress. Thus, temperature stress response
may play a role in the parasite adaptation to sudden
changes in environmental temperature.

The presence of HSP66 and LMWP in the E-5
products of taeniids has not been reported before,
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The labelled proteins detected in E-8 products of T.
solium are regarded as HSPs because both became
metabolically labelled during heat-shock treatment.
To our knowledge, only 2 other reports have
described the occurrence of HSPs among E-S
products of helminth parasites. Two E-S proteins of
Mesocestoides corti, that are homologous to the
HSP70 and HSP60, stimulate proliferative responses
of splenic lymphocytes of infected mice and antibody
responses restricted to IgM and IgGl isotypes,
suggesting that they play a role in the immune
response to M. corti {(Estes & Teale, 1991). Ad-
ditionally, 2 well-known E-8 antigens from the
nematode Trichinella spiralis and T. pseudospiralis,
that are commonly employed for serodiagnosis, have
been suggested to correspond to stress proteins
because of their similar molecular masses and
isolelectric points (Ko & Fan, 1996).

Our results indicate that human neurocysticercotic
patients recognize at least two excreted/secreted
HSPs products. The 66 kDa product that is recog-
nized by a specific antibody against HSP60, appears
to correspond to a well-known 66 kDa antigen (Ko &
INg, 1998). It has been reported that HSP6) has
to bind a low molecular weight protein of about
10 kDa in order to perform its chaperone function
(Gragerov et al. 1992). The LMWP that is also
recognized by our patient sera, might correspond to
the HSPG66 partner, explaining why these 2 proteins
appear together among the E-S products of
cvsticerci.
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ANTECEDENTES

El Tegumento
La interfase hospedero-parasito es la regiéon de contacto fisico y quimico entre ambos

organismos. En el caso de 7. solium la estructura parasitaria que interactiia directamente con el
hospedero es el tegumento (Fig 1) (Willms et al. 1982). La superficie tegumentaria posee una
carga electronegativa, que se mantiene a través del recambio continuo de los componentes del
glicocalix_(Lumsden 1972). Se ha propuesto que este recambio podrfa ser un mecanismo de
proteccion para evadir el ataque enzimatico e inmunoldgico del hospedero (Read et al. 1963;
QOaks y Lumsden 1971; Trimble y Lumsden 1975; Ramirez Bon et al. 1982). También se ha
propuesto que algunos componentes del glicocélix, especialmente las protefnas, estin
involucradas en funciones importantes tanto para el parésito como para la relacién que establece
con su hospedero (Pappas y Read 1975; Hustead y Williams 1977; Hammerber et al. 1980; Arme
1988; White et al. 1992).

Fig 1. A. Micrografia del tegumento de 7. solium. Tomado de Ramirez-Bon et al. 1982, B. Esquema del tegumento.
Abreviaturas: Mt, microtricas; CL, {citoplasma sincicial); Pm, Membrana plasmética; M, mitocondrias; Ip, procesos
citoplasmaticos; L, lipidos; N, nticleo; Te, citén tegumental; Gl, gluctgeno.
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El tegumento es una region metabdlicamente activa a través de la cual se transportan las
secreciones, se absorben los nutrientes y se elimina el material de desecho (Lumsden 1975;
Pappas y Read 1975). Es un citoplasma sincicial y continuo, cuya membrana externa se encuentra
aumentada por proyecciones digitiformes o microtricas, recubiertas por un abundante glicocalix
(Smyth 1969; Smyth 1994). El citoplasma del tegumento contiene mitocondrias y numerosas
vesiculas. La membrana plasmatica 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 et al. 1982). Por debajo de 1a membrana basal se observan varias capas de tejido
muscular liso y abundantes depositos de glucoégeno y grasa, Hay fibras nerviosas que se
distribuyen entre los fasciculos musculares y células de tipo nervioso, que se localizan muy cerca
del 4rea del rostelo del escolex. Estas células aparentemente contienen vesiculas neurosecretoras,

-algunas de las cuales originan una reaccién de colinesterasa, la cual sugiere que constituyen

ordenamientos sinapticos (Cardenas-Ramirez et al. 1982).

Los corpiisculos calcareos, la regulacion del calcio y la calcificacion de los cisticercos
El sistema protonefridial se encuentra a mayor distancia de la superficie y esta constituido

por una red de conductos que terminan en las células flama (Fig 2). Las células flama tienen
forma de copa, con un nicleo ovoide basal y una porcion apical formada por un conjunto de
cilios (Ramirez-Bon et al 1982; Cardenas-Ramirez et al 1982). La funcién del protonefridio ain
no ha sido definida de manera precisa, aunque en general se acepta su papel en la eliminaci6én de
los productos metabdélicos de desecho (Wilson y Webster 1974). La presencia de proyecciones
citoplasmaticas a lo largo de la superficie luminal (microvellosidades) sugiere un mecanismo
para aumentar la superficie, lo cual es tipico de los epitelios absortivos, y la abundancia relativa
de actividad de fosfatasa en los ductos protonefridiales, apoya la idea de que también participa en
la reabsorcion de electrolitos y componentes organicos (Lumsden y Hildreth 1982). En el caso de
Himenolepis diminuta la absorcion de glucosa, lactato y urea en los canales ha side demostrada
(Webster 1972).

En T. solium, como muchos otros organismos, se acumulan grandes cantidades de
substancias inorginicas en concreciones minerales redondas u ovaladas, que en los céstodos

reciben el nombre de corpisculos calcareos.
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Fig 2. A. Esquema de los ductos protonefridiales: seccién longitudinal (SL), seccién transversal (ST). B. Micrografia de
un ducto de 7. solium. Tomado de Vargas-Parada et al. 1999. Abreviaturas: D, ducte protonefridial, DC, céhila del
ducto; P, proyecciones de la superficie, CF, célula flama; M, mitocondria; Lt, leptotricas; N, nicleo.

Existen diversas hipdtesis para explicar el origen, la formacién y la estructura de los
corplsculos calcdreos en los céstodos. A continuacién se presenta un articulo de revision
(Vargas-Parada y Laclette 1999) que permite revisar la informacién disponible sobre estas
estructuras. .

Durante la infeccion, algunos cisticercos sufren una calcificaciéon gradual que culmina
cuindo todos los tejidos larvarios son substituidos por sales minerales. Aunque se desconocen los
factores involucrados en la regulacidn de la calcificacion, se ha propuesto que los corpisculos
calcdreos podrian tener un papel importante como sitios de depdsito del calcio excedente,
protegiendo a la larva de la calcificacion (Desser 1963). Algunos estudios en el laboratorio
mostraron que cuando la concentracién de iones en el medio de cultivo en el que se mantienen a
los cisticercos cambia, se¢ favorece la calcificacién de la larva (JP Laclette, comunicacién
personal). La comprension de los mecanismos involucrados en el proceso de calcificacién podria
permitir plantear nuevas estrategias para el tratamiento de la enfermedad en seres humanos y
animales domésticos.

Como el proceso de formacién de corpisculos calcareos en cisticercos de 7. solium era -

desconocido, se decidio estudiar este fendmeno en el laboratorio. A diferencia de otros céstodos,
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en 7. solium los corpusculos no son de ongen celular, sino que se forman extracelularmente en el
tumen de los ductos protonefridiales, de manera similar a los trematodos (Martin et al. 1964).

La localizacién de los corpusculos calcareos en los ductos protonefridiales sugiere una
posible funcion detoxificadora, eliminando desechos toxicos en estas estructuras (Vargas-Parada
et al. 1999). Una vez dilucidado el proceso de formaci6n de los corpasculos en T solium, queda
por comprender la regulacion de la formacion de estas concreciones minerales y su papel en la
__calcificacién de los cisticercos. Por lo pronto, se han detectado protefnas que unen calcio en
Fasciola hepatica (Ruiz de Eguino et al. 1999), Schistosoma mansoni (Rao et al. 2002, Scott y
Macmanus 1999, Hooker v Bnndley 1999) y en Echinococcus granulosus, esta tltima asociada a
los corpisculos calcareos {Rodrigues et al 1997). Queda la interrogante de si el proceso de
calcificacién y de formacién de corpsculos calcareos est4 relacionado con la respuesta a estrés
del parésito, ya que la concentracion de sales no solo ha sido identificada como una sefial de
estres osmotlco (Blum 1996; de Macario 'y Macario 2000; Hohmann 2002), sino también que la
respuesta a dlcho estrés permite en algunos organismos desarrollar una tolerancia a la sal (Beck
et al. 2000; Sakamoto y Murata 2002; Sleator 2002): Como se mencioné previamente en el caso
de T. solium, cambios en la concentracién de fosfatos y calcio parecen ser determinantes en el
proceso de calcificacion y la formacién de colrpusculos calcareos podria ser la respuesta del

parasito para contender con el estrés osmotico.
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ABSTRACT. Cysticercosis is a parasitic disease caused by the larval stage or cysticercus of the cestode
.tapeworm Taenia solium. Cysticerci are able to survive in the host tissues for long periods in the presence
of an immune response. Tissues of cestodes contain mineral concretions termed calcareous corpuscles,
These corpuscles might serve for the focal deposition of exceeding amounts of calcium protecting the lar-
vae against calcification. Studies on the morphology and composition of calcareous corpuscles in cestodes
have resulted in a number of hypotheses on their origin and function. Calcareous corpuscles are believed
to form either intracellularly or extracellularly and the céll type involved, the place of formation and the
mechanism of mineral deposition seem to be also diverse. This review intends to provide an updated guide
to the published literature on calcareous corpuscles in cestodes, giving: emphasis on their role in larval
physiology. Understanding biomineralization might lead to novel ways for the treatment of diseases
caused by cestode larvae.
KEY WORDS: Calcareous corpuscles, Calcification, Cestodes.

RESUMEN. La cisticercosis es una eafermedad parasitaria causada por la forma larvaria o cisticerco del
céstodo Taenia solium. A pesar de la respuesta inmuae del huésped, los cisticercos son capaces de sobrevi-
vir en Jos tejidos por largos periodos. Los céstodos contienen estructuras minerales llamadas corpisculos
calcireos. Estos corpisculos podrian servir para concentrar-las cantidades excedentes de calcio y otros
minerales, protegiendo a la larva de la calcificacion. Estudios sobre la morfologia y composicién de los
corpiisculos calcdreos de los céstodos ha ltevado a la formulacion de una serie de hipétesis sobre su ongen
« y su funcién. Se cree que los corpisculos caleireos se forman de manera intracelular o extracelular; mien-
tras que el tipo de célula involucrada, ef lugar y mecanismos de formacion parecen ser de origen diverso.
Esta revisidn pretende proveer de una guia compreunsiva a la literatura publicada sobre corpisculos calcd-
..reos en céstodos, dando énfasis al papel de estas estructuras en la fisiclogia de la larva. Comprender los
procesos de biomineralizacién en este parisito podria permitir encontrar nuevas maneras de tratar la en-
fermedad causada por la larva de este céstodo,
PALABRAS CLAVE: Corpiisculos calcareos, Calcificacién, Céstodos.

INTRODUCTION formation, without involvement of organic matrices, and is
widely observed in bacteria and algae?' The second is

Within the phylum Platyhelminthes, cestodes are one  organic matrix-mediated and involves an organic

of the major groups of parasites that cause disease in hu-
mans. Human infections by adult worms usually generate
moderate pathology although some problems of gut-wall
damage and anaemia may oceur. In contrast, two types of
-human larval cestodiosis can result in a severe disease:
cysticercosis caused by the cysticercus of Taenia solium,
and hydatid disease resulting from the proliferation of the
hydatid cyst of Echinococcus granulosus.

Among parasitic platyhelmmths, mineral concretions
have been described -both in trematodes™'®!"# and
cestodes, 34672040448 - Tyo  different processes of
biomineralization can be - distinguished: the first is
characterized by bulk extracellular or intracellular mineral

framework onto which the ions are actively incorporated
and induced to crystallize in structures of varying degrees
of complexity.?'**** Mineral concretions in cestodes are
known generically as calcareous corpuscles and belong to
tire organic matrix-mediated type (Fig. 1).

Calearecus corpuscles structure and composition.
The earlier reports on calcareous -corpuscles in tapeworms
can be fraced back to the 18" century,'3?* although the ini-
tial studies on their structure and composition started in the
decade of the 30°s,3*!3%%14 and the first clues regarding
the composition of calcareous. corpuscles were provided
until the end of the 50°s, when by means of X-ray diffrac-
tion studies the corpuscular material from Taenia saginata
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Taenia solium mature calcareous corpuscle showing the typical pattern of granular concentric layers (Cc Cal-

careous corpuscle, D protonephridial duct, DC duct cell). Courtesy of Springer-Verlag.
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was mnalyzed.>* In the following years, several species of
taeniids were studied and found to contain calcium, mag-
nesim, phosphate and carbon dioxide.'®1"2364847 I
Mesocestoides corti silicon and zinc have also been re-
ported to form part of the calcareous corpuscles.>'>"®

The organic matrix is organized in concentric rings and
a double outer envelope; it contains proteins, lipids, poly-
saccharides, mucopolysaccharides, RNA, and DNA **7-%
The organic matrix provides the structural framework or
substrate for deposition of minerals.254

There is much variation in size of calcareous corpus-
cles in different species but they usually range from 7 up to
34 pm in diameter *12!"*22% The calcareous corpuscles of
T. 'solium cysticerci are smaller in size, varying between
1.5 to 6 pum in diameter.*? Calcareous corpuscles can be
irregularly spherical or ovoid, and variations have been
described both in the same and between different spe-

_cies.?"! The bodies always contain minor amounts of

- other inorganic elements, and these, as well as the amount
- ‘of phosphate are affected by the diet of the host and may

constitute as much as 41% of the dry weight of the organ-
ism.?>*! The number and chemical composition of calcare-
ous corpuscles can also vary between species as well as
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within the same species?®*>#45051 and the latter appears

to be related to the composition of the environment.2'81
Calcareous corpuscles have been reported in vast numbers
in both juvenile and adult stages of cestodes.?®

Calcareous corpuscles formation. The formation of
calcareous corpuscles in cestodes has been studied-almost
exclusively in cyclophyllidean species. Available informa-
tion suggests that they may be formed through diverse
processes. Earlier reports described the formation of cor-
puscles in intracellular compartments of several cell types.
It has been described that calcareous corpuscles are formed
in the nuclei of parenchymal or mesenchymal cells in 77y~
saniezia ovilla® Hymenolepis microstoma,* Echinococcus
granulosus and Taenia hydatigena.” The nucleus enlarges
by continuous accretion of minerals, whereas the cyto-
plasm degenerates concomitantly producing the mature
corpuscle. Formation of calcareous corpuscles can also
occur in the cytoplasm of the corpuscle forming cells, as
described in H microstoma,® E. gramdosus, and T. hydati-
gena.® In the case of T. saginata, the calcareous corpuscle
appears to form by mineral deposition around the plasma
membrane of a mesenchymal'cell that is supposed to be
specially avid for ‘calcium.® In Taenia taeniaeformis, the
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calcareous corpuscles are also formed in the cytoplasm and
the organic core is provided by the remnants of the cyto-
plasm itself or by the Golgi membranes. This corpuscle
forming cell appears to expend itself in the production of
one corpuscle.?® In the tetraphyllidean Trilocularia acan-
thiaevidgaris the formation of intracellular corpuscles in
certain parenchymal and mesenchymal cells, occurs con-
comitantly to the autophagic degradation of the cyto-
plasm,”® while in Schistocephalus pungitii,* a large intra-
cellular cavity is formed by coalescence of cytoplamic
vacuoles. Formation of calcareous corpuscles has been re-

_ported on the brood capsule and on the germinal layer in

-metacestodes of Echinococcus multilocularis.*’ The osmo-
- regulatory system also known as protonephridium has also

béen involved in the formation of calcareous corpuscles in
H. microstoma where the early stages are found in the cy-
toplasm of "vesiculated cells” that are connected to, or that
are merely dilations of capillaries of the flame cells on
their way to the nephridial ducts.® Transmission electron
microscopic studies have shown that the calcareous cor-
puscles are swrrounded by a double layer envelope; the

- outer and less dense layer consisting probably of the com-

pressed remnants of the corpuscle-forming cell whereas the
inner and denser layer may come from the membranes in-
volved in the corpuscle development.?

While the formation of calcareous corpuscles has been
reported as an intracellular process in taeniid cestodes,

their formation in cysticerci of T, selium appears to be ex- ---

tracellular, occurring in the lumen of protonephridial ducts
where the spherical microprojections of the duct wall, not
mitochondria, appear to provide the organic support for the
deposition of inorganic material.* This mechanism ap-
pears to be related to that proposed for H. microstoma,

- where corpuscle formation occurs inside capillary dilations

that are connected with the osmoregulatory ducts.®

Two types of morphologically different calcareous cor-
puscles have been described in E gramdosus, T. hidati-
gena and T, solium.*>*? Both types show the typical pattern
described for tetraphyllidean® and cyclophyllidean spe-
Cies 263247 ‘

Calcareous corpuscles function. The role of the cal-
careous corpuscles in the physiology of tapeworms has
been the subject of much speculation. For example, it has
been proposed that corpuscles may also act as reservoirs of
carbonate that protect the tissues of the worm against or-
ganic acids from intermediate metabolism or during its
passage through the stomach of the definitive host.*25**
Support for this idea comes from the observation that a
significant decrease in the number of corpuscles is ob-
served when H diminuta cysts are exposed to an acid ex-
cystment medium.'* The calcareous corpuscles might also
serve as'reservoirs of phosphate; experiments on T. faeni-
aeformis show that phosphate enters the body of the larvae
by passive diffusion and that phosphate salts can be depos-
ited or released according to the environmenta! condi-

wal
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tions.** The observation that the amount of phosphate in
the corpuscle is altered by changes in the nutritional state
of the host seems to support this proposal.’! Formation of
calcareous corpuscles in the protonephridial ducts in T
solium, also suggests that they relate with roles ascribed to
the protonephridia such as regulation of the tissue fluids
and elimination of metabolic wastes.*>*> This idea is sup-
ported by the observation that M. corti has the ability to
concentrate several distinct cations into the calcareous cor-
puscles, when these are introduced into the host drinking
water.'™!? Furthermore, scanning electron microscope
studies on M corti, show that corpuscles are emitted
through the tegument. This emission could serve to remove
metabolic wastes, therefore suggesting that the calcareous
corpuscles may represent excretory dumps. 2 :

In contrast to the cestode adult worm, the larval, juve-
nile stages or metacestodes contain large numbers .of cor-
puscles.?*37 The focal deposition of exceeding amounts of

-calcium in the corpuscles could protect the larval stage

against calcification.”* Radiolabelled calcium .can be
demonstrated in the corpuscles of T. (taeniaeformis six
months after a single dose of **Ca™ was administered to
the host, suggesting that little calcium is removed after be-
ing deposited in the corpuscle.* However, it is not clear if
the dissolution of some or all corpuscles, observed during
development of H. microstoma might also serve to meet its
requirements for calcium in soluble form.* Recently, the
coding ¢cDNA sequence of an intracellular protein of E.
granulosus showing calcium-binding motifs has been iso-
lated and the recombinant fusion protein (EgCaBP1-GST),
expressed in bacteria, has been shown to bind calcium in
vitro. This protein is strongly associated with.the calcare-
ous corpuscles® and opens new possibilities for the study
of calcium deposition in Jarvai cestodes.

In the human being, cysticerci can develop in a number
of sites including the central nervous system." One possi-
ble outcome for the infection is the gradual calcification of
the parasite until complete substitution of the larval tissues
by mineral salts. The driving factors for the calcification of
the cysts are still poorly understood. Calcification appears
to be mainly controlled by the host after the parasite looses
its ability to maintain calcium levels. within physiological
limits. Understanding the mechanism involved in the proc-
ess of calcification may lead to novel strategies for the
treatment of the disease in humans and in domestic ani-
mals.
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Abstract Platyhelminths, like many other organisms,
are capable of producing mineral concretions. In cest-
odes these are referred to as calcareous corpuscles.
Studies on these concretions in different cestodes both
in vivo and in vitro have resulted in a number of
hypotheses on their origin, formation, and structure.
Calcareous corpuscles are believed to be of cellular
origin, although the kind of cell involved and the
mechanisms of mineralization remain under discussion,

In the present paper we show that formation of calcar-

eous corpuscles in cysticerci of Taenia solium is not of
intracellular origin, as described for other cestodes, but

occurs extracellularly in the lumen of protonephridial

ducts in a way similar to that proposed for trematodes.
This finding enhances the function of the protonephri-
dial ducts, at least in the larvae of T. solium, to the roles
formerly ascribed to the calcareous corpuscles.

Introduction

Organisms form mineral concretions from a diverse ar-
ray of salts, carbonate minerals being those most widely
used. Two different processes of biomineralization can
be distinguished. The first is characterized by bulk ex-
tracellular or intracellular mineral formation, without
involvement of organic matrices, and is widely observed

L. Varga-Parada - J.P. Laclette (5<)

Department of Immunology, :

Instituto de Investipaciones Biomédicas, UNAM,
A.P. 70228,

04510 Mexico D.F., Mexico

E-mail: laclette@servidor.unam.mx,

Fax: (525)6223369

M.T. Merchant - K., Willms
Department of Microbiology and Parasitology,
Facultad de Medicina, UNAM, Mexico

21

_Formation of calcareous corpuscles in the lumen of excretory canals

in bacteria and algae..The second is “organic matrix-
mediated” and involves an organic framework onto
which the ions are actively introduced and then induced
to crystallize and grow in structures of varying degrees
of complexity (Lowenstam 1981; Simkiss 1976).

Mineral concretions have been described in several
invertebrate phyla, including protozoans, platyhelmi-
nths, mollusks, and- arthropods (Lowenstam 1981).
Within platyhelminths, - mineral concretions of trema-
todes have been proposed to form extracellularly in the
lumen of the excretory canals (Martin and Bils 1964;
Erasmus 1967), whereas.in cestodes they are reported to
‘be intracellular {(Logachev 1951; Chowdhury et al. 1962;
Timofeyev 1964; Nieland and von Brand 1969). Mineral
concretions in cestodes are known generically as cal-
careous corpuscies and belong to the organic matrix-
mediated type. The organic matrix contains proteins,
lipids, glycogen-like -polysaccharides, and mucopoly-
saccharides, whereas the inorganic component consists
mainly of calcium, magnesium, phosphate, and car-
bonate, usually organized in concentric rings. The cal-
careous corpuscles range in size from 7 up to 34 um and
may constitute as much as 41% of the dry weight of the
organism (von Brand et al. 1969; Lumsden and Hildreth
1987). The number, size, shape, and chemical composi-
tion of calcareous corpuscles vary between different
cestode species as well as within the same species (von
Brand et al. 1965, 1967, 1969) and appear to be related
to the composition of the environment (Kegley et al.
1970; Baldwin et al. 1978). B

During routine -electron-microscopy observations of
Taenia solium cysticerci sections we found calcareous
corpuscles inside excretory canals. This observation is
inconsistent with the intracellular place of formation for
calcareous corpuscles reported in taeniid cestodes, ie.,in
either mesenchymal {Chowdhury et al. 1962) or paren-
chymal cells (Etges and Marinakis 1991) or in germinal
and brood capsule cells (Ohnishi and Kutsumi 1991).
The only exception thus for reported is the hymen-
olepidid Hymenolepis microstoma, in which formation of -

-
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calcareous corpuscles has been proposed to occur in
three different ways, including one inside the capillary
dilations connected with the osmoregulatory canals
(Chowdhury and de Rycke 1977). Therefore, we reex-
amined the site of formation of calcareous corpuscles in
cysticerci of T soliumt and found it to occur in the lumen
of protonephridial canals.

Materials and methods

For the collection and processing of Taenia solium cysticerci, cys-
ticerci were dissected from skeletal muscle of naturally infected
pigs. All larvae were washed three times in 0.01 M phosphate-
buffered 0.15 M saline solution, pH 7.4 (PBS), fixed immediately in
Karnovsky's fixative (Karnovsky 1965), and processed for electron
microscopy as described elsewhere (Laclette et al. 1987). Ultrathin
sections were collected on copper grids and double-stained with 5%
uranyl acetate in double-distilled water and with 0.25% lead citrate
in 0.1 N NaOH (Reynolds 1963). Sections were observed and
photographed in a JEOL 100X transmission electron microscope
and an SEM-1200 EXIIL. Calibration of the microscope for mea-
surements was done using a carbon grating replica (Ted Pella, Inc.,
Tustin, Calif.).

Results

Reconstruction of events in the formation of calcareous
corpuscles was carried out on a large number of obser-

_vations of sections from the bladder wall of the invagi-
nated structures associated with the scolex of Taenia
solium cysticerci. No calcareous corpuscle was found in
the bladder wall, whereas in the parenchymal tissues
surrounding the spiral canal the corpuscles were always
observed within protonephridial ducts.

Initially, a flocculent material and some isolated
vacuoles appear to accumulate in the lumen of an ex-
cretory duct. At this stage the duct cell shows a normal
structure with a central nucleus and visible chromatin
{Fig. 1). The characteristic spherical folds or microvil-
lous projections on the luminal membrane allow iden-
tification of the ducts. Also, early crystal formations
associate with these projections on the duct wall (Fig. 1,
inset). No structure related to early stages of the cal-
careous corpuscles was seen in the eytoplasm of the duct
cells or any other cell type.

Images of early stages in the formation of the cal-
careous corpuscles are difficult to organize in sequence.
Figure 2 shows three views of these stages in which the
flocculent material seems to ¢oalesce progressively and a
boundary eventually appears close to the surface of the
duct wall. Deposition in layers could explain the absence
of the flocculent material in the center of the luminal
space of canals (Fig. 2). Loose ends of the forming
lamella that appear to fold toward the center might
contribute to the formation of the corpuscle core

(Fig. 2B). Higher magnification of the deposited mate- ..

rial shows a complex array of vesicular and lamellar
structures, suggesting that concentric rings simply result
from their fusion (Fig. 2C).

®»

Fig. 1 Flocculent material-and vacuoles have accumulated in the
lumen of an excretory duct..drrowheads show the vacuoles in the
luminal space. fnset: Initial stages of crystal formation associated with
the folds or microvillous projections on the duct wall (D Proton-
ephridial duct, DC duct cell; p surface projections)

More advanced stages show increasing amounts of
deposited malerial in layers; however, in some areas of
the duct wall the spherical projections remain clearly
identifiable (Fig. 3A).-Closer views of the yet immature
calcareous corpuscles show the spherical projections of
the duct wall in contact with the outermost boundary of
the calcareous corpuscles, suggesting that they, not mi-
tochondria, provide part of the organic support for the
deposition of inorganic material (Fig. 3B, inset). This
view is supported by the observation that the projections
seem to disappear in portions-of the luminal surface of
the duct wall (Fig. 3B). As the calcareous corpuscle
matures, more concentric layers gradually form, with
granular material being deposited more densely and
uniformly among layers (Fig. 3B). The mature corpuscie
forming in the interior of protonephridial ducts is
composed of many concentric Jamellae interspersed with
areas of flocculent material (Fig. 3C). The calcareous
corpuscles of T solium cysticerci are irregularly spher-
ical or ovoid, varying between 1.5 and 6 pm in diameter.
Degenerative changes in the duct wall and duct-cell
bodies appear to progress concomitantly with the mat-
uration of the calcareous corpuscles; the cytoplasm of
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Fig. 2A~C Electron micrographs of early stages in the formation of
calcareous corpuscles in the lumen of protonephridial ducts of Taenia
solfum cysticerci. A, B The flocculent material appears to have been
deposited in layers, and the amount of loose material in the center of
the lumninal space of canals is reduced. C The concentric membranous
rings of the calcareous corpuscle result from the fusion of a complex
array of vesicular and lamellar structures (2 Protonephridial duct, DC
duct cell, p surface projections)

the wall is finally reduced to a narrow band (Fig. 3C).
The chromatin of duct cells gradually loses its charac-
teristic appearance (compare the nuclei in Figs. 1, 3A,
3B, and 3C).

A second morphological type of calcareous corpuscle
was also observed in the lumen of the protonephridial
ducts (Fig. 4). This type shows few layers of contrasting
density, with high-density Jayers being interspersed
among layers of low-density material (Fig. 4, inset).

Discussion

The formation of calcareous corpuscles in cestodes has
been studied almost exclusively in cyclophyllidean spe-
cies. The information available suggests that calcareous

-

Fig. 3A~C Electron micrographs showing subsequent stages in the
formation of calcarcous corpuscles. A The number of membranous
layers grows, producing a more compact corpuscle. B The flocculent
material aggregates, forming a clear pattern of concentric rings. fuser:
Higher magnification showing the spherical projections or microvilli
in contact with the outermost boundary.of an immature corpuscle.
C Mature calcareous corpuscle showing the typical matrix of granular
concentric fayers {Ce Calcareous corpuscle, D protonephridial duct,
DC duct cell, p surface projections)

corpuscles may have diverse origins. Previous reports
have described the formation of corpuscles in intracel-
lular compartments of several cell types. For example, it
has been suggested that calcareous corpuscles are
formed in the nuclei of parenchymal or mesenchymal
cells in the anoplocephalid Thysaniezia ovilia (Logachev
1951), the hymenolepidid Hymenolepis microstoma
(Chowdhury and de Rycke 1977), and the taeniids
Echinococcus gramuilosus and Taenia hydatigena (Pawlo-
ski et al. 1988). The nucleus gradually enlarges by con-
tinuous accretion of minerals until it is completely filled,
whereas the cytoplasm is simultaneocusly disintegrated to
produce the final corpuscle. Formation of calcareous
corpuscles can also be cytoplasmic as described
in H. microstoma (Chowdhury and de Rycke 1977),
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Fig. 4 Electron micrograph showing a second morphological type of
calcareous corpuscle also forming in the lumen of protonephridial
ducts {Cc calcareous corpuscle, D protonephridial duct, p surface
projections)

E. granulosus, and T. hydatigena (Pawloski et al. 1988).
In the case of T. saginata, a single calcareous corpuscle
appears to be formed by mineral deposition around the
plasma membrane of a parenchymal cell with “affinity”
for calcium (Chowdhury et al. 1962). In T. tqeniae-
formis, calcareous corpuscles form in a cytoplasmic
cavity, the organic core being provided by cytoplasm or
Golgi membrane remnants. This calcareous corpuscle-
forming cell appears to expend itself in the production of
one corpuscle (Nieland and von Brand 1969). Auto-
phagic degradation of the cytoplasm of certain paren-
cliymal and mesenchymal cells results in the formation
of intracellular corpuscles in the tetraphyllidean 7.
acanthiaevulgaris {McCullough and Fairweather 1987),
whereas in the plerocercoid Schistocephaius pungitii
(Timofeyev 1964) a large intracellular cavity is formed
by the coalescence of cytoplamic vacuoles. The osmo-
regulatory system has also been involved in the forma-
tion of calcareous corpuscles in H. microstoma, where
early stages are found in *vesiculated cells” that are
connected to, or are merely dilations of, the capillaries
(Chowdhury and de Rycke 1977). It is clear that the
formation of calcareous corpuscles is not a single pro-
cess and seems to differ according to conditions and to
the individual characteristics of each organism.

The formation of calcareous corpuscles in cysticerci
of T. solium appears to be different from that described
for the above-mentioned species, although it is related to
one of the mechanisms proposed for H. microstoma
(Chowdhury and de Rycke 1977). There is no published
description of calcareous corpuscles being formed ex-
tracellularly in cestodes. In this paper we show that
calcareous corpuscles are formed in the lumen of the
protonephridial ducts. Indeed, no developing or fully
formed corpuscles was found in other cellular com-
partments in the cysticerci of T. solium. Two morpho-
logical types of calcareous corpuscle were observed,
suggesting that their formation might proceed through
distinct mechanisms. Both types of calcareous corpuscle
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show the typical pattern described for concretions of
several tetraphyllidean (McCullough and Fairweather
1987) and cyclophyllidean species (Scott et al. 1962;
Nieland and von Brand 1969; von Brand and Nylen
1970). Diversity in the morphology of the calcareous
corpuscles has also been reported in E. granulosus and
T. hidatigena (Pawloski et al. 1988).

Several functions have beea ascribed to proton-
ephridia, such as regulation of the composition of body
fluids and elimination of metabolic wastes, among oth-
ers {Wilson and Webster 1974). The chemical composi-
tion of the fluid inside the protonephridial ducts has
been suggested to arise by filtration rather than secretion
(Webster and Wilson 1970; Webster 1972a), although
the presence of microvilli or folds in the luminal mem-
brane of the tubules and canals suggest a mechanism to
increase its surface, which is typical of absorptive epi-
thelia. Indeed, resorption of giucose, lactate, and urea
from the canals of H. diminuta has also been demon-
strated (Webster 1972b).

Formation of calcareous corpuscles in the proton-
ephridial ducts suggests that they might also be involved
in the roles formerly ascribed to ihe corpuscles, e.g.,
osmoregulation (Mackiewicz and Ehrenpris 1980), neu-
tralization of metabolic acidic products (Slais 1973},
reservoirs of inorganic material (von Brand and Wein-
bach, 1965; Smyth 1969), and protection against calci-
fication (Desser 1963).
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ABSTRACT - This article reviews current knowledge on human and poréine cysticercosis caused
by Taenia solium. 1t highlights the conditions favorable for its prevalence and transmission, as well as
current trends in research on its natural history, epidemiology, immunopathology, diagnosis, treatment
and prevention. Qur opinions on the most urgent needs for furcher research are also presented.
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1. Introduction

Taenia solium is a parasite whose larva {cysticercus)
may localize in the central nervous system of humans,
causing fieurocysticercosis (NCC) - prevalent in develop-
ing countries and re-emerging in affluent societies. NCC
may adopt different forms: the clinically mild forms caus-
ing no or few and endurable symptoms, and the clinically

severe forms causing a life-threatening, often fatal and
frequently disabling form of disease. Cysticerci may also’
develop in other organs (eyes, skeletal muscle, heart, .
subcutaneous tissue) where they cause comparatively

benign pathology (cysticercosis, CC). Cysticerci also
develop in the skeletal muscle of the pig (the intermediary
host) as a necessary step in their life cycle. In order to
attain the adult tapeworm stage cysticerci must be ingested
by a human (the only definitive host), in which it dwells as
an intestinal parasite causing minor gastrointestinal distur-
bances in its host. However, the tapeworm is of major
importance for transmission, as it produces tens of thou-
sands of eggs on a daily basis, for' years, which are shed
into the environment by defecation. Each egg has the
potentlal of becoming a cysticercus upon 1ts ingestion by
pigs or humans.

* Correspondence and reprints.
E-mail address: edda@servidor.unam.mx (E. Sciutco).
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T. solium infection of humans is a disease known since
antiquity (1]. Western European countries progressively
controlled and finally eradicated it in the early 1900s,
mainly through social development as wel! as meat inspec-
tion and confiscation programs [2, 3]. T. solium disease is
still deeply rooted in Latin America, Africa and Asia,
where it develops its complete cycle and displays its
muitiple interactive facets, with considerable effects on
both public health and the economy. From its enclave
among the poor, T. solium threatens the more privileged
social sectors of endemic areas and the people of devel-
oped countries by way of tapeworm carriers among
migrant workers [4-6]. Biomedical-scientific communities
in endemic areas are well aware of T. solium disease and
have contributed significantly to its description and man-
agement as well as to scientific research (7-16]. The
recent but highly noticeable emergence of human NCC in
the USA [5, 17-19] and to a lesser extent in some Euro-
pean countries [6, 20, 21], mostly related to imported
cases in migratory workers, has helped in the growing
medical concern and contributed greatly to modern
research [5, 18]. World awareness of the threat T. solium
poses to human health and the economies of endemic
countries {presumed to be enormous) is thus progresswely
increasing.
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Recent scientific efforts have concentrated on the
improvement of diagnosis and therapeutics, as weill as on
a better understanding of the role of geographic and
socioeconomic variables in transmission [22, 23). Immu-
nological and genetic factors of both host and parasite,
presurmably related to the natural history, pathology and
prevention of the disease, are also coming into focus.
Indeed, some advances have been made in several of
these areas, but the available information is not complete
and some important points are stil! debatable.

The clinical and pathologica! descriptions of the human
disease by conventional methods, as well as the histologi-
cal structure of the parasite, are the most thoroughly
documented topics [18, 24-26] and they are merely briefly
sketched here. Topics that are medically important or
biologically intriguing and that need further research con-
stitute the main scope of this review. Some of these include
the role of immunity and genetic background in pathogen-
esis, the usefulness of immunodiagnostic tools in seroepi-
demiclogy and medical diagnosis, the ways of detecting
the tapeworm carrier; the role of vaccination to prevent pig
CC and consequently decrease infection pressure upon
numans, the long-term benefit of the chemically treated

human NCC case, the role of gender and age in suscepti-- -

bility, and the parasite’s antigenic, pathogenic and genetic
diversity. Other topics about which we know nothing but
which are of paramount importance are only mentioned
here, such as the nature of molecules and events that lead
and determine the establishment of cysticerci in certain
target organs and the mechanisms underlying high host-
parasite specificity.

Dretailed and systematic studies are necessary to solve
many of the puzzles posed by T. solium, and even more
50, to deal effectively with the medical aspects of human
and porcine T. solium disease in endemic countries with
the transmission conditions that prevail.

2. The T. solium parasite

A brief summary meant as a reminder of the parasite’s
principal biological features (i.e. morphology, life cycle,
histology, metabolism, fertilization and diversity) is con-
densed in the legends of figures 1-8, alongside a gallery of
classic illustrations taken-from different sources [27-36].
Perhaps one should insist here on a few biological features
in dire need of research. There is not the slightest hint
concerning the mechanisms underlying the parasite’s high
specificity for pigs and humans, whilst other carnivores
and coprophagic mammals are only occasionally afflicted
by CC [37, 38}. Hamsters and chinchillas may become
tapeworm carriers especially if they are forcefully treated
with corticosteroids [39-41]. Likewise, T. sofium’s tissue
tropism towards the central nervous system (CNS) of
humans seems to be more frequent in Latin America,
whilst it is said that in India the subcutaneous cysticercus
is more frequent [42]. Perhaps some of the answers lie in
its almost unexplored metabolism and in the as yet barely
approached crucial aspects of its genetic, antigenic and
pathogenic diversity. Surely, the issue of antigenic diver-
sity of T. solium is of great practical importance for the

1876
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Figure 1. Scanning electron micrograph of the scolex of T so-

lim. Adule T, solizm is 2 tapeworm that inhabits the intescine of
man. The worm shows a globular structure ac one end, called a
scolex, which tapers on one side forming a region of proliferative
tissues from which proglottides are produced in a chain, forming
the strobila. Note the suckers (four in total) and the large roszel-
lum with two rows of 11-14 heoklets 100—160 pm long. Boch
suckers. and rostellum allow actachment of the worm to the
intestinal wall. R, roscellum; S,'sucker; N, neck.

development of immunodiagnostic technology and for the
design of vaccines. In the only formal immunotaxonomic
study reported, it was found that all the 15 different col-
lections of cysticerci shared but 30% of their antigens in
immunoelectrophoresis [43]. Routine Western blot tech-
nology, which can differentiate as many as 50-60 different
bands in whole antigen extracts [44], would: surely. pro-
vide very. useful information for local and global serologi-
cal and immunological studies. Also, because of its as yet
untapped potential use in the diagnosis and perhaps treat-
ment of human and porcine disease, we should rmention
here the parasite’s unusually high concentrations of free
and zinc¢-bound porphyrins in its vesicular fluid (figure 9).
This accumulation of porphyrins makes the cysticerci
strongly fluorescent and perhaps sensitive to ultraviolet
fight [45].

3. The human disease

The most frequent and severe human disease caused by
T. solium in Latin America is the neurological form of
cysticercosis, NCC. CC located elsewhere rarely leads to
consultation, except that in the eyes [25], and is therefore
essentially uncharacterized medically and epidemiologi-
cally.

3.1. The clinical picture

The clinical picture of NCC is heterogeneous and non-
specific {46]. Approximately 30-40% of the cases are
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Figure 2. Schematic iflustration of a mature proglotride. Proglottids near che neck are immarure and undifferentiated, whilst the most
distant are progressively mature, concaining a large nurnber of eggs (27). The strobila length is usually between 2 and 3 m with 8001 000
segments, although scrobila as long as 7 m have been reported. A) Reproductive system. The male system consists of ejaculatory duce (Ey),
numerous testicles (Ts) connected to a sperm duct. One end of the sperm duct forms a copulatory structure térmed cirrus (Ci), the other end
together with the vagina connect to the genital pore (Gp). The vagina ends in che seminal recepracle (St), which in turn is connected to the
oviduct (Ovi). The mature cocysts leave the ovary (Ova) through a single gviduct, where fertilization takes place. Cells from the vitelline
gland (Vg} migrate through che vitelline duce (Vd) to associate with the zygote. Unicellular glands, called Mehlis glands (Mg) surround
the ovotype (Ovo), covering the zygote with a mucous and serous secretion’ that presumably serve as a substrate for the embeyophore
formarion. In the uterus (Ut}, the developing larva matures to complete embryonation. Infective eggs are kept stored until the proglottides
are liberated into the environment. Excretory canal (Ex) and nervous branch (Ns) are also shown. B) Gravid proglottide of T. seliem. The
characteristic branching of rhe uterus in the marture segments serves to distinguish between Taeniia species. Gravid proglotrides measure

12 X 6 mm and posses a uterus with seven to ten laceral branches (Ub) containing both testes and ovary.

-subclinical. in the symptomatic cases, almost any neuro-

logical symptomatology may be presented: from mild
symptoms such as headache, dizziness or occasional sei-
zures to a very severe neurological picture with intracra-
nial hypertension or dementia. NCC's clinical pleomor-
phism is thought to result from parasite factors {location,
size, number) and host factors {degree of immune and

“inflammatory reactions developed) and makes the diagno-

sis on clinical grounds alone impossible. The most com-
mon symptom is epilepsy, usually in the form of partial
seizures with or without secondary generalization, which
occurs principally in parenchymal brain CC {47]. Intrac-
ranial hypertension, related to perturbation of the normal
circulation of the cerebrospinal fluid (CSF) and/or the
obstruction of its absorption, is also fregquent, mainly in

case of subarachnoid CC. in this case, two different patho-.

physiological mechanisms are responsible for clinical

manifestations: the cyst’s mass compressing vicinal struc-.

tures and the inflammation of the subarachnoid space
{arachnoiditis). Many other symptoms have also been
described: focal neurological signs (pyramidal tract alter-
ations, sensory deficits, involuntary movements, brain-
stem dysfunction, etc.), psychiatric manifestations (mild to
severe cognitive impairment, depression, psychotic epi-
sodes), alterations of cranial nerves, symptomatic vasculi-
tis and progressive decrease of visual acuity [13]. Some
differences in NCC presentation relate to age and gender
of the host. In children, subarachneidal, ventricular and
muscular locations are rare, whilst ocular location is more
frequent [13]. With respect to gender preferences, whilst
most studies — serological [23, 48] and necropsy series
[49] - have found that the disease and positive serology
are almost equally prevalent in men as in women, women
have considerably higher titers of anticysticercal antibod-
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ies than men [48), and the pathological studies did not
search for finer differences (i.e. numbers of cysts, loca-
tions, inflammatory reactions, etc). Also, diffuse cysticer-

- cal'infection (figure 10), which provokes an acute inflam-

matory response, quite visible .in magnetic resonance
imagery (MRI), is particularly severe in women (encepha-
iitis syndrome) [50]. Thus, it would appear that there might
exist a significant sexual dimorphism in exposure or sus-
ceptibility or in pathogenesis in human NCC, as has been
clearly shown in murine experimental CC caused by
T. crassiceps [51-54].

3.2, Anatomic pathology

There are many thorough descriptions of the pathoiogi-
cal changes occurring in cysticercotic human NCC, most
from conventional histological studies of necropsy cases
[21, 49]. A most recent reportincludes 481 cases of NCC
found in 20 206 complete autopsies performed in the
Hospital General of Mexico City from 1954 to 1989 [49].
This perhaps unigue study confirms NCC's asymptomatic
or clinically mild profile in approximately half of the cases
correlating with low inflammatory responses, in contrast
with the full-blown arachnoidal and ependymal inflam-
mation found in severe neurological disease. This obser-
vation is perhaps the strongest existing suggestion that
there are potent immunological, inflammatory and genetic
factors involved in the severity of human NCC. The study
clearly documents the rather fast evolution of NCC in the
1950s and 1960s from overt clinical onset to déath: in
85% of the cases where NCC was the principal disease,
the patient died within 5 years of diagnosis. A strong -
association of NCC with malignant hematologic neoplasia
was also found in that study and later it was found that it
correlated with chromosomal abnormalities [14, 55, 56].:
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Figure 3. T. sofizm eggs. A) Light micrograph of isolated eggs.
The embryophore gives the characteristic seriated appearance
under the light microscope. Eggs measure 30—45 [im and contain
an oncosphere, also known as hexacanth larvae because of its six
hooks, surrounded by several protective envelopes including the
prominent embryophore, the most protective envelope, made up
of protein blocks joined by a cementing substance. Reprinted
with permission from [28], copyright 1982. B) Transmission
electron micrograph of an immature egg. The capsule is indicated
by an arrow; Y, yolk; E, embryophore; EC, embryophore cell;
OM, oncospheral membrane; On, oncosphere; H, hook. C) Scan-
ning electron micrograph of eggs of 35-435 pum % 3040 pum. D)
Scanning electron micrograph'of a broken egg. Arrows indicate

the position of a pair of oncospheral hooks. Digestion of the

cementing substance by proteolytic enzymes disgregares the

- embryophoric blocks. The signal that promotes activation of the
oncosphere apparently consists of an increase in the permeability
of the oncospheral membrane. Once activated, the oncosphere
tears its hembrane and penecrates the intestinal wall [29].

In other studies inflammation was found to vary from case
to case and even between cysticerci of the same case [24].
In general it is agreed that there is focal and surprisingly
scant lymphocytic infiltrate in most seemingly viable cysts.
This is another finding that supports the notion that the
host-parasite relationship may be quite convivial at times,
and that it is an exaggerated inflammatory response that
causes most damage to the host. However, in clinically
severe NCC, collapsed and necrotic cysticerct are found,
surrounded by a prominent cellular infiltrate. Some lesions
show numerous lymphocytes and plasma cells, macro-
phages, giant multinucleated cells and few eosinophils,
and there is also significant edema, areas of tissue necro-
sis, gliosis and connective tissue proliferation. Other NCC
lesions display prominent infiltration by polymorpho-
nuclear leukocytes, in what would appear a massive and
sudden inflammatory attack by the host on the parasite
that damages innocent bystanding host components. In
still other NCC cases, usually clinically benign, cysticerci

are reduced to a mere scar with few parasite structures left .

recognizable and sometimes substituted by caseous necro-
sis with deposits of calcium salts. Typically, in these ‘cal-
cified’ cysticercal lesions, the inflammatory infiltrate is
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Figure 4. T. solinm metacestodes (cysticerci) consist of a transiu-
cent vesicle filled with fluid {0.5-2 e¢m in diameter) conraining a
simall invaginated scolex. The scolex has four suckers and an
armed rostellum like chat of the adult. A) Cysticercus dissected
from skeletal muscle of pigs. B) Schematic illuscration of a

" cysticerci, Sc, sp@ral canal; 8, scolex; V, vestibule; VW, vesicular
" wall. Modified picture from [30].

scant, mainly ‘mononuclear and lymphocytic in nature,
irregularly distributed among tenuous strands of fibrous
tissue around the cyst. In meningeal and ependymal NCC
cases, usually associated with severe endocranial hyper-
tensive disease, chronic inflammation, extensive fibrosis
and obstructive endarteritis are quite prominent, constitut- .
ing a strong argument for inflammation as an important
pathogenic mechanism in severe NCC. Most intriguing is

that in some of the NCC cases with multiple cysticerci

there is variation in the integrity and in the degree of
inflammation around each cysticercus within the same
host: some appearing as non-inflammatogenic. {those
viable or calcified) whilst others are necrotic and sur-
rounded by prominent inflammation. Barring the possibil-
ity of repeated infections at different times — and maybe
even if such is the case - the fact is that each cysticercus
within the same host may have its own possibly indepen-
dent interaction with the host. Heterogeneity in the set of
all host-parasite relationships within each host would be
expected to be of consequence for the evolution, symp-
tomatology and response to treatment of NCC patients.
There is amazingly little information as to what functional
type of immune cells and molecules of parasite and host
origin (i.e. antigen, immunoglobulins, complement and
lymphokines) are present in the host-parasite interphase.
it would appear worthwhile to investigate these matters
with modern immunohistochemical and genetical in situ
methods in a sufficiently rich caollection of necropsy cases
so as to critically explore the notion that inflammation
plays a major role in the pathogenesis of NCC.
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Figure 5. Racemose form of T. selium cysticercus. Another form,
often associated with serious cases of NCC, is known as racemose
cysticercus; it can reach up to 13 cm and be formed as a large
bladder with few lobulations, or as a complex bladder arranged as
a cluster of grapes. Reprinted with permission from [31], copy-
right 1982. '

Figure 6. Life cycle of T. sofium. The T. solium life cycle "r"';xainly -

involves the pig as the intermediate host (bearing cys:iceri:i) and

humans as the only definitive host (bearing the tapeworm). -

Humans can also be infected by cysticerci but unless cannibalis-
tic, are not intermediary hosts for transmission. Dogs, sheep and
wild boar have occasionally been found to naturally harbor T, so-
Lium cysticerci. Gravid proglotrides or eggs are passed out in the
feces of humans infected with the adult worm, Each gravid
segment contains 30 000-50 000 eggs [27]; abour 50% contain
invasive onchospheres. Fully developed T. so/ium adult worms
spontaneously release fout 1o five proglottides per day, delivering
eggs to the environment. The cycle is completed when under-
cooked pork containing viable cysticerci is ingested by the defini-
tive host. The scolex and neck within the bladder wall of 2 viable
cysticercus evaginate in response to bile sals and trypsin [8). The
worm attaches to the surface of the small intestinal wall and
begins development to reach the form of an adule tapeworm in
5-12 weeks, o

Microbes and Infection
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Figure 7. Cestode tissues are mostly syncytial, showing numer-

ous connections between different specialized strucrures. The
parasite surface in contact with the tissues of the intermediace
host is the tegument. A) Micrography of the tegument of T. so-
{inm (reprinted with permission from [32], copyright 1982). B)
Schematic illuscration of the, tegument of T soffum (modified
pictare from [33]). CL, cytoplasmic layer; M, mitochondria; Me,
microtriches; Tc, tegurnental cyrons; Ip, internuncial processes;
Ms, -muscular tissue; N, nucleus; L, lipid deposit; Gl, glycogen
deposit; Pm, plasmatic membrane. The tegument consists of a
cycoplasmic layer filled: with microvesicles and mitochondria
with an outer membrane enlarged by well-organized foldings
known as microtriches [34]. The surface of the microtriches is
covered by the glycocalix. The inner membrane of the tegument
rests on a fibrous basement membrane. Underneath-the basement
membrane are the tegumental cytons that connect wich the
tegument through cytoplamic extensions or internuncial pro-
cesses. The tegumental cytons synthesize proteins and ocher
surface components that are exported to the tegument in the form
of vesicles reaching the distal cytoplasm via the internuncial
processes [35].

3.3. Immune response and host-parasite relationship

Only fragmentary knowledge exists of the immune
response of humans to the parasite; Most NCC patients
(80-90%) develop a strong antibody response demon-
strable in serum or CSF to a wide variety of the parasite’s
antigens: at least 50 different electrophoretic bands have
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Figure 8. The excretory system (protonephridia} consists of a
complex network of tubular canals, some of them ending in flame
cells. T. solium has mineral concretions termed calcareous cor-
puscles thar are associated with the excretory duce. Reprinted
with permission from [36], Copyright Springer Verlag, 1999. Cc,
calcareous corpuscles in the T. sofium protonephridial canal; D,
protonephridial duct; DC, duct cell. The function of the provo-
nephridial system in cestodes has not been precisely defined,
although it is accepred that it carries our removal of metabolic
“waste products [8].

been detected in Western blots using complete antigen
extracts, some of which appear to be specific for 7. solium
(44, 57, 58]. However, there are always some 10% of
confirmed NCC patients that do not have antibodies at the
time of sampling [48). Serologically negative NCC patients
are usually cases with single, few or calcified cysticercal

lesions, generally referred to as the inactive form of NCC ™

{44, 59]. Whilst the prominent humoral immune response
has some diagnostic value, its protective role against the
metacestode has not been established nor is there a clear
- correlation between the severity of disease and the overall

- titers, lg class or antigen specificity of such antibodies

-[60]. To judge from the cysticidal role of antibodies in
other cestode diseases, it would appear that they are
capable of destroying only the early larvae but not the fully
developed cysticerci [61], although it has recently been
reported that some of these antibodies, while not destruc-
tive to the cysticercus, may severely impair its transforma-
tion into a tapeworm [62]. The parasite’s paramyosin has
been shown to inhibit the complement cascade reactions,
thus providing the cysticerci with a mechanism to resist
antibody-dependent complementdamage [58]. It has been
claimed that human NCC is associated with immuno-
depression of the host cellular immune response [63] but
since these claims were made from studies including very
few and terminal cases of NCC, questions may be raised as
to the general validity of this notion. Very recently, reports
from the USA's imported cases reveal immune responses
in brain autopsies characterized by antibody response
(lgM}, NK response, infiltrate with abundant macro-
phages, granulocytes and T cells. In addition Th-1-type 1
cytokines (IL-2, IL-12 and IFN-y) are detectable in the
inflammatory response {18, 64]. From studies performed
on other cestode diseases, the role of Th-1-mediated
immune response is associated with protection, whereas
Th-2 activity is either irrelevant or frankly permissive of
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Figure 9. Lower view of the brain of a cysticercotic pig showing
a cluster of subarachnoidal cysticerci glowing their characteristic
red fluorescence emission when illuminated with long-wave (405
nm) UV lighe due to the abnormally high concentracion of
porphyrins in T sol/iwm cysticerci (5-10 pg/mL). It would appear
from enzymatic studies thart the T, solitm cysticercus accumulates
porphyrins due to deficiency in coproporphirinogen oxidase activ-
iey [45].

parasite growth and reproduction [65-67]. This is in
approximate accordance with prevalent claims in-human
disease but, obviously, more carefully designed studies in
human T. solium NCC disease are necessary before estab-
lishing such important issues. On equally tenuous grounds
are the claims that the heterogeneity in the immune
response of humans is associated with differences in immu-
nogenetic factors such as HLA [68]. More recent studies
on necropsy series significantly relate NNC with malig-

Figure 10. Brain section showing multiple parenchymal sub-
arachnoidal cysticerci in vesicular stage (encephalitic form). Pho-
tograph taken from che brain of 2 human NCC case by Juan
Olvera, MD. Reprinted with permission from [49], copyright
1988.
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Figure 11. Images of NCC, A) MRI showing two vesicular
cysticerci. There is no abnormal enhancement nor perilesional
edema. B) Constrast-enhanced CT shows large subarachnoid
cysts. Arrows in A and B show cysticercus lesions. C) Contrast-
enhanced CT showing colloidal cysts (1} surrounded by marked
perilesiona{ edema and contrast enhancement, vesicular cysts (2)
and brain calcificacions (3). D) CT showing multiple parenchy-
mal brain caleifications corresponding to dead parasites.

nant hematologic neoplasias [55, 56], thus strengthening
the notion that NCC relates with concomitant immuno-
logical impairment. )

3.4, Diagnosis

Neuroimages by computed tomography (CT) and mag-
netic resonance imaging {MR1) are the ‘gold standard’ for
NCC in clinical diagnosis (figure 17). The use of CT and
MRI is complementary; whenever possible both should be
used in most patients, CT is very helpful for the study of

supratentorial parenchymal lesions: it permits the visual--

ization of active and inactive forms of NCC, and provides

orientation on its localization. MRI permits a better visu- -
alization of the lesions at the base of the brain, in the brain

stem, in the ventricles, in the spinal cord and posterior
fossa, and gives a precise evaluation of the inflammatory
reaction around the parasite. Its high-contrast resolution
permits the recognition of cysts not visualized by CT. lis
major limitation is its failure to detect small granulomas
and calcifications, the most common CT finding [69].
Although these tools generally permit a precise diagnosis,
there is some confusion with tuberculoma, bacterial or
fungal abscesses, primary cystic astrocytoma or congeni-
tal arachnoid cysts. in some of these cases, a therapeutic
trial with cysticidal drugs seems to be a useful diagnostic
tool [25]. o

Immunodiagnosis of NCC would be a great advantage
to minimize costs of medical diagnosis and for the inter-
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pretation of sercepidemiological surveys, but is a persist-
ing challenge. Almost all techniques have been tried and:
almost all have claimed success but none has stood up to
the harsh problems posed by antigen cross-reactivity or
dubious representativity of the tested antigens, discrimina-
tion with CC elsewhere or past and resolved infection,
inactive forms of NCC usually immunelogically non-
responsive, as well as technical difficulties prevalent in
endemic countries. The most widely used in actuality are
the enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) and the .
enzyme-linked immuncelectrotransfer blot, using total or
partially purified antigen preparations. The different pub-
lications show great variability in sensitivity and specific-
ity of these methods, perhaps because of differences in the
studied population (figure 12), in the antigens used, in the
different developmental stage of the cysticerci inside each
host and in the sample {serum or CSF) tested. This meth-
odological and biclogical diversity prevents a fair com-
parison of the data. We maintain, however, that, despite
the claims of optimal success that usually accompany the
application of a new technology, the general experience of
many centers is that serology in search of antibodies lacks
sensitivity (approximately 70%), missing cases of inactive
NCC or single cysticercotic lesions [59, 70, 71]. Further-
more, serology of NCC may be plagued with apparently
false positive results for several veasons: some healthy
subjects from endemic countries may have serum antibod-
ies induced by previous infections that did not progress to
the establishment of cysticerci, or because they bear cys-
ticerci that are localized in clinically inconspicuous ana-
tomic sites. Also, a major cause of truly false positive

" serology in methods using whole or partially purified

antigen preparations is the extensive sharing of antigen
epitopes of many cestodes and helminths [44]. Figure 13
more clearly depicts the relationship between positive and
negative serclogy in all possible states of the population at
risk of infection. Recently, in studying positive serology to
T. solium antigens as a predictor: of NCC diagnosed by
tomography in 480 inhabitants of a village in Honduras, it
was shown that only 23% of the positive serological cases
had NCC, and only 4 % of the NCC cases were serologi-
cally positive [22]. These results demonstrate the limita-
tions of serology in detecting NCC in epidemiological
studies, and stress the need to develop more sensitive and
specific serological methods than those existing. The dif-
ferentiation of T. solium contact cases (previous resolved
infections and other forms of CC) from NCC cases and
from other infections with cross-reacting organisms by
more purified reagents and markers of ongoing neurologi-
cal disease, would perhaps increase specificity and sensi-
tivity for true ongoing NCC cases. A new possible hope for
specific immunotests is the recently developed recombi-
nant 10-kDa protein of T. sofium that scored 98% speci-
ficity when tested with 180 sera from patients with para-
sitic infections and from normal controls [71]. The use of
statistically discriminating western blot image analysis in
blots with as many as 30 or so clearly distinguishable
bands {ongoing research) is also promising. In contrast to
the usually disappointing diagnostic performance of sero-
logical methods, the detection of antibodies and antigens
in CSF is claimed to fare better, especially when inflam-
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Figure 12. Western blot images of 28 sera from neurocysticer-
cotic patients reacting wich all antigens present in the vesicular
fluid of T. solinm cysticercus. Note excreme image variation rang-
ing from no positive bands to more than 20 bands distributed
from 230 to'15 kDa. Clearly, the antibody response of neurocys-
ticercotic patients varies considerably from case to case. Also,
efficient diagnosis by Western blot images will requite computer-
"assisted image analysis and perhaps some simplification of the
antigen mixecure.

matory changes exist in the CSF {70]. Clearly, this notori-
ously different perfarmance of immunological tests in CSF

samples is of great practical importance in the diagnosis of -

NCC in hospital situations where image analysis is impos-
sible or costly, but it is not applicable to seroepidemiologi-
cal studies or medical diagnosis in non-institutional situa-
tions. In short, the design of a sensitive {approximately
85%) serological method, capable of discerning CC from
NCC and from a simple past exposure with residual immu-
nological scars and from unexposed controls, is badly
needed. Perhaps careful selection of purified natural or
recornbinant protein antigens or peptides, with or without
glycosidic motifs, would minimize cross-reactions and
improve specificity. Technical variants to maximize sensi-
tivity by detecting very few antibody or antigen miolecules
and yet be cost-effective are more difficult to envisage.*
3.5. Treatment )
In the Mexican experience the short-term prognosis of
most patients with NCC has improved radically since the
utilization of the cysticidal drugs (praziquantel and
albendazol) [13]. Indications for surgical management
have decreased since the advent of chemical treatment.
The longitudinal studies performed in the USA are less
optimistic about drug therapy [18). Perhaps significant
differences in response to treatment arise from Mexico,
where we deal with a more heterogeneous group of NCC
patients, with more chronic and clinically severe cases

{and thus with greater room for improvement), incapable.,

of migrating, whilst the USA immigrant cases may have a
higher proportion of early and benign cases (where total
cure is sought). In Mexico, albendazol is the drug of
choice to begin therapy: approximately 85% of parenchy-
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Figure 13. Distribution of serological results among all classes
of individuals with respéct to CC. Although most seropositives
{shaded areas) fall into cysticercotic subclasses, it has been shown
that these include a number of cases not having NCC (that could

. correspond to either inactive NCC (NCC), CC elsewhere (EWC),

past CC {(PC), or technical error (TE). It has also been shown that

- a few aNCC (asympromatic) cases and most of the iNCC cases are

serologically negative. Truly false positive resules are those of TE,
probably due to cross-reactivity, and that is technically solvable
by antigen purification. More problematic is che design of 4 test
capable of disctiminating among all the forms of CC(NCC, EWC
and PC). The few false negatives among the aNCCs may reflect
some sort of immune impairment (some of these patients are
under corcicosteroid therapy), whilst the seronegative. resulrs
among most of the iINCCs can be artributed ro insufficient
antigenic stimulation at the time of sampling (i.e. long-past
resolved disease, short immunological memory).

mal cysts are destroyed by a single course, approximately
75% by a single course of praziquantel, and more than
95% by the sequential use of one drug and then the other
[72]. Also, it has been demonstrated that ventricular and
arachnoid cysts can be eliminated, in most cases, by the
use of albendazol alone. [46]. The main problem with
chemical treatment of NCC is an. increase in the CNS

Jinflammatory reaction around the cysticercus concomi-

tant to its sudden destruction. This inflammatory flare-up
event is frequently associated with transient clinical dete-
rioration and can be the cause of fibrosis of the leptom-
eninges and subsequent obstructive hydrocephalus [73].
The control of this inflammatory reaction is thus primor-
dial. For this reason, the administration of anti-
inflammatory drugs {corticosteroids) is recommended. The
treatment protocoi (drug used, schedule, dose and dura-
tion) of both cysticidal drugs and corticosteroid will depend
on the parasite location and number, and on the inflam-
matory response to cysticidal treatment of each individual.
Immunosuppressive drugs are being considered as
adjuncts of treatment in cases where corticosteroid therapy
does not palliate inflammation [13]. Thus, it is essential to
search for new alternative therapeutical management that
would destroy the parasite without greatly increasing the
inflammatory reaction in the host’s CNS. )

4. Porcine CC in Mexico

CC in pigs is still a frequent condition in the developing
world, especially in countries where rustic methods of pig .
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Table 1. Frequency of cysticercosis determined by antemorten inspection compared to local staughterhouse records in

villages in the State of Mexico*.

’

Village Antemortem inspection

Slaughterhouse records

Number of pigs inspected

Cysticercosis (%) Cysticercosis (%)

Ixtlahuaca

Market 269

Two farms 20
Almoloya

Seven farms 142
Atlacomulco

Three farms 26
San Felipe

Three farms 47

Isolated hamlets (7) 128

9.66 1.09
20.0

7.75 1.38
308 0.32

638 no  slaughterhouse
15.62 no  slaughterhouse

* Taken from Flisser ex al. [8].

rearing are employed and undercooked pork is consumed.
Exact data on its prevalence are difficult to obtain, mainly
because slaughterhouses and meat inspection practices
do not exist in many rural areas or unreliable data are
reported, as table lillustrates [8). The information obtained
in slaughterhouses where efficient meat inspection is per-
formed suggests a decrease in the prevalence of pig CC.
We fear that this is a spurious decrease reflecting the fact
that infected animals are being channeled to clandestine
slaughterhouses to avoid-confiscation.

fn many developing countries pigs are usually poorly
fed, are not confined and are allowed and even encour-
aged to roam about freely in search of food. These free-
roaming pigs, in combination with the generalized prac-
tice of open-air fecalism that prevails, end up ingesting a
significant amount of human feces, some of which are
contaminated with T. solium eggs. In worse social condi-
tions pigs are deliberately placed to graze in‘lots Used for
public defecation or near rural out-houses. The behavior
of groups of rural pigs has been studied and it has been
observed that the leader of the group has first access to
food, particularly fecal material, whilst very little is left for
the rest of the pigs [74]. This not so unique inequitable
behavior of the strongest would suffice to explain why in
rural areas few animals are heavily infected and the major-
ity harbor enly a small number of larvae [16]. In rural
areas, piglets become infected at the age of 4 weeks, i.e.

immediately after weaning.-In tropical areas, infection in-

piglets is higher during the dry and hot season; this para-
dox arises from adult animals being reluctant to move at
high temperatures, whilst piglets remain active [26], and
thus have easy access to fecal material during the hot
season.

4.1. Clinical picture

CCin naturally infected adult pigs predominantly affects
the skeletal muscles, myocardium, brain and viscera [75].
Infected animals rarely show sign of disease. Heavily
infected pigs (up to 10* metacestodes) may be less active
and rejuctant to move. Their temperatures remain normal

and blood cell counts do not show significant changes. -

Convulsions have been reported [76], but not in our
10-year experience observing up to 3 x 107 pigs.
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4.2. Pathology

" The natural history of porcine CC is little known. A few
days after experimental infection of pigs the onchospheres
produce focal hemorrhagic lesions in the liver, infiltrated
with eosinophils that eventually become fibrotic [77].
Rarely do oncospheres develop into metacestodes in the
liver. Four weeks after infection, very small vesicles (0.3
cm} may be found in skeletal muscles, but the scolex and -
canalicular system is not yet completely developed. Six to
eight weeks after infection the vesicles are 0.6-0.8 cm
long and all structures are completely formed (figure 74).

_ After a variable period of time and depending on factors
which are not completely understood, most of the larvae

begin to degenerate (figure 15). This process may be
influenced by the state of nutrition, as it seems to occur
faster in experimentally inoculated, well-nourished ani-
mals than in undernourished, village pigs. The vesicular
fluid becomes turbid and. later gelatinous (colloid form)
and the larvae begin to be surrounded by an inflarmmatory
reaction characterized by the présence of neutrophils,
lymphocytes and numercus eosinophils. inflammatory
cells then penetrate the vesicle through the tegument,
which becomes swollen, and also invade the entrance
canal and the spiral canal. At a later stage, epithelioid and
giant celis, which may contain hooks of the scolex, appear
in the exudate, the contents of the vesicles turn caseous
and the interior parasitic structures begin to disintegrate.
At this stage, the surrounding inflammatory reaction is
severe and the cells that predominate are lymphocytes,
macrophages, giant cells and eosinophils. Finally, the
caseous exudate may contain calcified areas, though in
pigs, calcification of cysticerci is not very frequently seen.
Histologically, the final stage shows fibrotic scar tissue and
occasionally faint calcareous infiltration. it may be pos-
sible to find hooks of the scolex within this fibrotic tissue,
In brain tissue the metacestodes remain vesicular for a
much longer time than in muscles [78]. Obviously, it is
impoetant to study the tissue sections of these experiments
with medern markers of immunological and inflammatory
responses, to elucidate their roles in parasite destruction
and tissue damage.
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Figure 14. Parenchymatous portion of a T. selium cysticercus in
pig muscle. The parasite is viable, with no signs of inflammatory
reaction in the surrounding tissue. Long arrow, rostellum (R}
with hooks {H); short arrow, sucker (S); thick arrow, spiral canal
(SC). HE x 200.

The ratio of vesicular/caseous metacestodes found at
necropsy after experimental infections varies with the total
number of metacestodes, At approximately 4 months post-
infection the majority remain vesicular in those animals
with a great number of them. In those that harbor few
parasites, the majority are caseous. The presence of many
caseous larvae in a carcass has important implications for
human health, in view of the fact that they are not infec-
tious, i.e. they will not develop into tapeworms.

The immune response of pigs and its relevance to
disease is being explored in experimental infections with
T. solium eggs [79]. From initial results it would appear
that most infected pigs produce antibodies to a number of

“the parasite antigens, albeit in variable quantities. The
antibody response usually lasts for a few weeks. Antibod-
ies do not seem to destroy a developed cysticercus but
some are capable of functionally damaging the cysticerci,
especially in their capacity to transform into tapeworms
{62]. The infected pig lymphocyte’s cellular response to in
vitro stimulation with specific antigens and conventional
mitogens is apparently depressed {ongoing research). Here
again more detailed experimentation is required in early
and late infections to assess the role of immunity in the
natural history of porcine cysticercotic disease.

Figure 15. Caseous/calcified cysticerci. The cavity is filled with
necrotic marterial with moderate calcareous infiltrate. HE X 200.
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4.3. Diagnosis

The most common and reliable method of diagnosing
the condition in vive at the village and slaughterhouse
level is tongue inspection. The vesicular metacestodes can
be palpated and easily seen. Fibrous or calcified larvae are
more difficult to detect, as they may be quite smail, in our
experience, it is estimated that more than 50% of pigs that
harbor metacestades show them in the tongue [80]. The
routine postmortem inspection in slaughterhouses is a
deep cut in the shoulder muscles. It has been shown that
the masseter muscles are more frequently parasitized than
other skeletal muscles [75], but it would be impractical to
recommend cutting these during routine meat inspection,

_as the position of the head of the carcass makes it difficult

for the inspector to reach and also because the muscle
mass is small and contains a considerable amount of
fibrous tissue. .

Among serological methods, ELISA and immunoelec-
trotransference are the most frequently used, but have
similar limitations as those reported for human patients
[70]. We have found that western blot gives positive
results as long as the metacestodes are in the vesicular
stage, but when they become caseous the result tends to
be negative. Results using ELISA show the same tendency
[79].

4.4. Treatment

Praziquantel and albendazol are quite effective against
pig CC. However, the high costs of these chemicals pre-
vents the treatment of infected-pigs as a means of reducing
transmission.

5. Epidemiology

Prevalence data clearly point to endemi‘csbein'g'ibcated
in the developing countries .of Latin America, Asia and
Africa, whilst Europe, Australia, the USA and Canada are

_rarely afflicted and mostly by imported cases (reviewed in

[13]). Prevalence rates vary-in the endemic countries but
are usually less than 1:1 000 for human taeniasis (tape-
worm-carriers), 1-10% for human CC (undifferentiated CC
and NCC cases), and up to 2040% for pig CC, with
variations depending on sample design (i.e. rural versus
urban), form-of detection (i.e. image versus serologic) and
risk factors (i.e. family history of taeniasis). In other studies,
human NCC was found in 1-5 % of a large autopsy series
in Mexico; it accounted for about 25% of craniotomies
and was the most frequent cause of epilepsy in neurologi-
cal patients {46). Children are less frequently afflicted by
NCC than adults, presumably because of their shorter time
of exposure and/or different immune responsiveness. No
significant differences in prevalence of CC due to gender
or genetic background have been solidly established in
humans. There are some indications of women most fre-
quently presenting an encephalitic form of disease [46]
and some sort of preference of human NCC to HLA A28
types [68]. Recent findings of female gender preference
and the identification of a resistance gene in T. crassiceps
murine CC [51-54, 81] hold promise for the elucidation of
the role of these major biological factors in the suscepti-
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bility of humans to CC. The disproportionate prevalence
rates of taeniasis and CC are interpreted as resulting from
the strategy of reproduction of the tapeworm, which pro-
duces millions of eggs in its life span, each one capable of
becoming a single cysticercus. Additionally, it would seem
that very few of the many cysticerci ever become a tape-
worm, presumably because most are destroyed by cook-
ing and/or by intermediate host factors, such as immunity
[8, 621. Differences in sensitivity of diagnostic procedures
could also be involved. A combination of these factors
could explain the notoriety of cysticercotic disease and the
low epidemiological profile of tapeworm disease: a most
disturhing idea, because especially in some rural areas,
pig CC may be as high as 20% and yet none or only an
occasional sampled inhabitant carries a tapeworm [16].
Human T. sofium disease is prevalent in countries where
there are sectors of the population in extreme poverty (low
sanitary conditions at home, untidy personal health prac-
tices, lack of education, very low income, social margin-
ality from national public health programs), and where
rustic pig-rearing and the use of improper cooking meth-
ods are widespread. In non-endemic countries, most cases
seem to be imported or acquired through contact with an
immigrant human tapeworm carrier [82]. A notorious
episode of imported disease is that of the originally non-
endemic lrian Jaya in 1971, where the introduction of
cysticercotic pigs from Bali caused an epidemic outburst
of taeniasis followed by one of human NCC [83]. Risk
factors in endemic areas are all those that favor the estab-
lishment and progression of the parasite’s life-cycle or that
imply some likelihood of encountering an infecting para-
site. These include residence in an endemic area, low
sanitary household conditions, poor personal hygiene,
rustic pig-rearing practices, domestic slaughtering and
consumption of infected and improperly cooked pork,
open-air fecalism which favors feces consumption by
roaming pigs, low educational levels, history of personal
or family taeniasis, and deliberate feeding of pigs with
human feces. The personal risk of sharing living quarters
with a tapeworm carrier has been greatly emphasized in
recent times, since it involves exposure to greater egg
doses and continuous infection opportunities. Besides its
sound logic, the proximity issue is epidemiologically

strengthened by the finding that seropositive casés are,.
more prevalent in the household of taeniasic patients than
elsewhere [84]. This is most certainly so, especially in -

rural areas and in the miserable quarters of the urban poor
where people live in quite crowded conditions. Yet, prox-
imity to tapeworm carriers does not preclude the signifi-
cance of extensive contamination of the environment with
T. solium eggs and the possibility of a widespread form of
infection, especially in large cities, where deficient sani-
tary installations, open-air fecalism, and extremely dry
and windy seasons would help in the wide distribution of
eggs, and where improper cooking methods, low personal
hygiene of food handlers and extensive and intensive
out-of-home eating habits are prevalent. Together, these
combined risk factors make a dreary combination that
may account for most (90%) seropositive cases being
distributed singly, not clustered, in households, and for the
surprisingly (albeit statistically significant) small differ-
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ences in seroprevalence among the socioeconomic strata
of the population, as found in a national serological sus-
vey, comprising 70 000 sera, performed in Mexico [48]. In
non-endemic countries the risk of CC is associated with
close contact between residents and immigrants from
endemic countries, employed as domestic workers and
carrying the intestinal tapeworm [82]. Also, tourism to
endemic countries is involved in isolated cases but, con-
sidering the millions of tourists who travel to these places,
the number of imported tourist cases are strikingly low and
suggest the importance of continuous exposure in the
making of new cases. As for the role of meat inspection in
reducing transmission of taeniasis CC in endemic coun-
tries — a practice credited for its eradication in European
countries [85] ~ it is presently questioned in underdevel-
oped countries because of there being very few proper
slaughterhouses and because meat inspection is not per-
formed with the necessary zeal in all of them. In fact, ithas
been argued that in these countries meat inspection actu-
ally encourages domestic pig slaughtering and illegal meat
marketing as ways of avoiding confiscation of the infected
carcasses. Thus, taeniasis CC is a major cause of human
misery and economic Joss in Latin American countries. Its
total impact upon the rest of the globe is also presumed to
be huge, judging from the initial statistics so far available
from Asia and Africa. It is not unreasonable to fear its
spread to more privileged countries or social sectors within
endemic countries by way of the parasite’s tremendous
biotic potential coupled with extensive immigration and’
employment practices that mix in rather close quarters
cultures differing in sanitary standards.

6. Prevention

Teniasis CC prevention should be a primary public
health objective in developing countries. Strategies that
may assist prevention are based on social development
and/or on biological interventien. Considering that this is
a disease of poverty, the improvement of socioeconomic
conditions implies the definitive solution of this disease
[86]. Unfortunately, social development is a slow process
and if it does not include the low social classes, T. solium
disease will subsist. In fact, it has been reported that 2
years after the initiation of one focal health education
program in a Mexican village, only 2% of adults correctly
answered questions about the-life cycle of the parasite
[86].

With respect to biotechnological interventions to curb
transmission, these are oriented towards treating of
tapeworm-carrying individuals by massive or selective
tapeworm treatment or decreasing prevalence of pig CC.
As for chemotherapy of taeniasis, massive treatment of
human populations to eliminate tapeworms was exten-
sively implemented in the Soviet republics [85] and
claimed to have induced important reductions in pjg CC.
However, if not really massive and sustained, this strategy
cannot but stowly eliminate the source of tapewaorms (pig
CQ), as transmission would continue due to new tape-
worm cases and to immigration of tapeworm carriers from
untreated sectors. Also, massive treatment programs should
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Table II. Host protective immunity against cysticercosis induced by vaccination with differenc sources of T. soliym

antigens.
Source of antigens Experimental trial Ref. Field trial Ref.
Total extract ND, 82.12, 33.3% [94] ND, ND, 48.9°°, 813 [100]
From cysticerci 58.2, 53.1, 0% [9s]
50, 28.6% [96]
From eggs 91.7, 96.7, 20% [97]
Purified ND, 94,7, (2 [98]
From cysticerci ND, 64.5, 80°° [10]
ND, 96.6, 83.3% KD, 97.8, [96]
5030 {99]
Recombinant and synthetic 31-84 [96]* 08.7!, 97.92, 50°% {102]
91.7, 92.1, 0*® [95]
0-94 [12]* ) —

* Antigens shared bzy T. soliuri rested in an experimencal murine model. ! Protecrive efficacy (expected — obrained/expected) considering the esrablishment

of viable cysticerci,

take special precautions not to increase the risk of focal
contamination of the environment with an avalanche of
eggs following mass chemotherapy, an event that could
give results quite contrary to the original intentions [86,
87]). The treatment of confirmed or suspected human
tapeworm carriers is a focused, inexpensive alternative
[88] that could be a realistic tool in controlling transmis-
sion. Its epidemiological impact will depend on improving
the still-deficient methods for detecting tapeworm carriers
who would escape treatment. Recently, successful efforts
have been made to develop specific and sensitive diag-
nostic procedures to detect T. solium tapeworm carriers by
ELISA and PCR in feces; these procedures are yet to be

“evaluated in the field [89]. It is also necessary to consider
that medical supervision of such treatment interventions is
required because non-symptomatic cysticercotic infec-
tions may be exacerbated by drug treatment [90]. In
addition, the induction of drug resistance must be consid-
ered [91], as well as the potential side effects in treated
children [92].

Biotechnological strategies aimed at reduction of pig
CC allow for some optimism concerning effective control
in the short term. Vaccination of pigs is an amenable
strategy of intervention because of the pigs’ usual short
lives before slaughter {approximately 1 year), not demand-
ing long-lasting immune protection. Also, the vaccine is
presumed to be better accepted by the usually impover-
ished pig owners, since the animals are not confiscated.
Vaccination is also an economy-conscious method, as
pigs will resist infection even if rustically bred with gar-
bage and yet will sell at higher prices in slaughterhouses if
the meat is clean of cysticerci. Thus, over the past 20 years
there have been some efforts to study the pigs’ immune
response to T. solium with the aim of producing a vaccine
against this disease. Optimism prevails because of the
effective immunity induced against different cestodes and
because of the extensive similarities in natural history,

pathology and antigenic compositions among cestode
infections, pointing to the possible usefulness of heterclo-

gous or synthetic antigens [93]. Two main strategies have
been used to identify antigens of interest to be employed
as a source of vaccine against T. solium: that considering
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30 or theee® vaccine doses.

their expression in onchospheres and/or early developed
cysticerci (based on the argument that these are the most
vulnerable stages of the parasite to immune attack}, and
that based on the identification of protective antigens,
whatever their location, based on experimental murine
models. Table If shows that antigens of both T. sofium
oncospheres and metacestodes can stimulate strong pro-
tection against both homologous and heterologoustaeniid
species. These two strategies have been used with encour-
aging results in experimental conditions: not so much in
the number of pigs with sterile immunity (40~50%), but
better yet in the 97% reduction of parasite loads. Reducing
the number of infected pigs is not the most relevant effect
in curbing transmission, but rather it is the number of
viable cysticerci in the immunized pigs that really matters.
Although not much emphasis has been placed on the
additional therapeutic effect of vaccines [16, 100, 101],
recent reports suggest that it could critically affect the
dynamics of transmission of the disease by hindering the
development of cysticerci into tapeworms [62]. Due to
their intrinsic difficulties and high costs, there are few
vaccine field trials [16, 100], but the existing reports have
given promising results. Experimental challenge of pigs
may be a convenient method of selecting candidate anti-
gens for a vaccine, but field evaluation of the candidate
vaccine is absolutely essential to determine its protective
capacity in real conditions (i.e. in genetically heteroge-
neous and undernourished pigs, possibly with a low immu-
nological status, reared in rural circumstances and thus
exposed to multiple natural challenges of unknown dose
and frequency at various ages). These studies are extremely
hard to perform properly. Initial resuits of the only one
such controlled field study performed in Mexico are quite
positive, using for immunogen synthetic peptide epitopes
[102].

Ancther point that merits comment-in discussing bio-
logical approaches of controlling transmission is that
genetically heterogeneous pigs are quite different in their
susceptibility to CC when experimentally chalienged [16].
This finding, together with the recent identification of a
gene related to resistance in an experimental model of
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crassiceps CC [81], opens the possibility of increasing
resistance of hosts against CC by transgenesis.

In concluding this section, it is of special interest to
stress the high vulnerability of T. solium cysticerci to bio-
logical factors. In fact, it is estimated that cysticerci are
calcified without deliberate medical intervention in
approximately 30-40% of human cases, and are sponta-
neously destroyed and almost disappear after 1 year of
experimental infections of well-nourished pigs. In addi-
tion, most vaccination experiments report promising results
pointing to immunological curtailment of the number and
the viability of the parasite. Based on this information it is
reasonable to postulate that measures taking advantage of
the parasites’ vulnerability will contribute to the success of
control programs until the slow process of social develop-
ment in endemic areas reaches the high levels needed for
definitive control.

Thus, it would seem that with the knowledge gained of
the factors involved in transmission, the careful design of a
taeniasis treatment program and the upcoming availability
of effective and inexpensive vaccines against pig CC, an
effective T. solium eradication program could be a reality
in the near future.

7. Conclusions

T. sofium taeniasis CC is a major parasitic disease com-
- plex of global proportions and poses very serious threats to
human health and economy. It also poses very interesting
scientific guestions related to the host—parasite relation-
ship, inflammation, immunity and genetics; a fertile field
for useful and basic research. In endemic countries risk
factors involve rustic pig-rearing and inadequate meat
inspection, poor household sanitary conditions, iow per-
sonal health practices, open-air fecalism and proximity to
tapeworm carriers. In non-endemic countries, most cases
are imported from immigrants from endemic areas, whilst
the few autochthonous cases are associated with immi-
grant tapeworm carriers, some employed as domestic
workers. Pharmacological treatment of human NCC with
cystocidal drugs greatly reduces  symptomatology and
extends life expectancy in the Mexican experience, but its
long-term benefits in the immigrant US cases are under
question. Imaging techniques (MR and CT) are the diag-
nostic tools of choice for human neurocysticercotic dis-
ease, whilst immunological methods are still in need of
improvement for medical diagnosis, although they may be
useful as methods of massive serological surveillance.
Although the available knowledge of T. sofium taeniasis
CC seems to be sufficient for control, its persistence and
extension clearly demands systematic eradication pro-
grams possibly combining risk control, treatment of tape-
worm carriers and pig vaccination.
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LA CISTICERCOSIS ES UNA
ENFERMEDAD SSSmy
Inmasmemns MUY PELIGROSA
' QUE PUEDE EVITARSE
FACILMENTE. DESCUBRE QUIEN
' ES EL VERDADERO CULPABLE.

ERA YA TARDE y Pepe se apresuraba a re-
gresar a casa. Sentfa el hormigueo del
hambre y ya cerca de la estacién del me-
1ro no pudo mds, sucuimbid ante unos ta-
cos descarnitas en uno de los muchos
puestos: calléjeros. Su primer error fue
consumir carne de cerdo de procedencia
dudosa, que probablemente no fue revi-
sada por el control sanitario de la Secre-

tarfa de Salud. Con el hambre, a Pepe no -

le importé que la carne no estuviera apro-
piadamente cocida, segundo error. Den-
tro de ella, varias decenas de pequefias
vesiculas ovaladas y trashicidas (visibles
a simple vista sl se les sabe buscar) se
mantienen a la espera, atentas al momen-
to y seflales quimicas adecuadas para li-
berar su peligroso contenido: la larva de
un gusano pardsito llamado Taenia solium.
A estas larvas llamadas cisticercos, tam-
bién se les conoce en algunos estados de
la Republica como “granillo”, “granizo”
“tomatillo” “zahuate”, “alegria” o “ladi-
lla”, y se encuentran en la carne de cerdos
infectados por T. solium.

Todo por unos tacos

- El viaje del cisticerco comienza en la boca
de Pepe, donde al masticar libera a varios
de ellos de entre los restos de carne, tra-

m Jcomoves?

no tiene la clpa

Laura Vargas-Parada y Juan Pedro Laclette

Foto: Dante Bucio

géndolos junto con la comida. Al pasar por
el estémago'y llegar a la primera porcién
del intestino delgado, las enzimas gés-
tricas e intestinales, as{ como las sales
biliares, permiten al cisticerco deshacer-
se de su envoltura para poder fijarse en la
pared del intestino delgado, usando para
ello cuatro ventosas adhesivas y una co-
rona de ganchillos que se encuentran en
su cabeza o escélex. Una vez anclado, cre-
ce y madura hasta convertirse en un gusa-

no aduito aplanado y segmentado llamado

tenia o solitaria. La solitaria puede llegar
a medir entre 1.5 y cuatro metros de lon-
gitud y tener mds de 100 segmentos. La
infeccién intestinal, también conocida
como teniasis, a veces produce sintomas

A3

leves como dolor estomacal, ndusea, ma-
lestar general, pérdida de peso, dolor de
cabeza y mareos. Estas molestias normal-
mente se toleran sin mayor dificultad por
lo que la solitaria puede sobrevivir durante
afios en el intestino del individuo. Sélo el
ser humano puede alojar al gusano adulto
de T solium, es decir, es el tnico hospe-
dero definitivo.

Como la solitaria es hermafrodita, esto
s, posee a la vez 6rganos sexuales mas-
culinos y femeninos, una vez que madura
se autofecunda para producir huevecillos
que serdn liberados en las heces fecales
de Pepe. Una tenia aduita puede liberar
varias decenas de miles de huevecillos dia-
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Cisticercosis, el verdadero
peligro

Como en sf misma la solitaria no causa
grandes problemas médicos, el portador
del gusano adulto, en este caso Pepe, ig-
nora por completo el hecho de que estd
infectado. Sin embargo, los portadores de
solitarias adultas son extremadamente
peligrosos puesto que pueden causar en
otros individuos o incluso en si mismos
una enfermedad severa y peligrosa llama-
da cisticercosis.

La cisticercosis se adquiere por la in-
gestion de huevecillos de T. solium
excretados en las heces de los portadores
de la solitaria (pardsito adulto), y al ser
ingeridos, cada huevecillo tiene el poten-
cial de convertirse en un cisticerco.

El fecalismo al aire libre, frecuente en

. comunidades rurales carentes de servicios

sanitarios basicos, permite que la materia
" fecal se mantenga expuesta en el exterior.
En las grandes cindades no estamos exen-
tos, se calcula que en el drea metropolita-
na de la Ciudad de México ocurren
diariamente mds de 200 000 defecaciones
al aire libre. En las comunidades rurales
es comiin que los cerdos lleven a cabo una
labor de limpieza aprovechando las heces
fecales que encuentran en el exterior como
parte de su alimentacién, completando asi
el ciclo de vida del parésito. En el cerdo,
los huevecillos viajan por el tracto diges-
tivo y al llegar al estémago son liberados
de su capa protectora ll'imada oncosfera,

Si la carne se corta en
trozos pequenos y se
frie en aceite hirviente,
la temperatura es
suficiente para inactivar
y destruir a los
cisticercos que pudieran

encontrarse en ella.

Ciclo de vida de
Taenia solium

1. Parasito adulto (huésped definitivo) 2. Fragmento con huevecillos 3, Hueve (medio
ambiente) 4. Cisticerco (huésped intermediario accidental}.

por las mismas enzimas y' sales biliares
que hiciercn lo suyo con el cisticerco. Sin
embargo, en esta ocasién el embiridn que
sale del huévecillo no se alojard en el in-
testino, por el contrario, penetrard a tra-
vés del intestino en el torrente sanguineo,
iniciando un viaje sin retorno hacia algtin
tejido del huésped. Durante este viaje ma-
durard y se convertird en cisticerco.
Ocasionalmente los huevecilios
pueden llegar 2 ser ingeridos
por los seres humanos. La
materia fecal, producto
del fecalismo al aire li-
bre, puede ser transpor-
tada por el aire o por las
moscas, contaminando los ali-
mentos y agua que se crucen en
su camino. Los alimentos tam-
bién puéden contaminarse con
huevecillos cuando los sem-
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bradios (berros, lechuga, cilantro, papas,
zanahorias, fresas) se riegan con aguas
negras o cuando heces fecales humanas
son utilizadas como fertilizantes directos.

Otra forma de infectarse es-la convi-
vencia con-un individuo tenidsico. Justo
lo que le pasé a2 Marfa, la esposa de Pepe.
Frecuentemente, Pepe olvida lavarse las
manos después de ir al bafio, dejando par-
ticulas microscépicas de heces
fecales conteniendo huevecillos, en-
tre sus uiias y manos. De esta mane-
ra Pepe contamina no sélo lo que
toca 0 a quienes saluda de
mano, sino que tam-
. bién puede con-
. taminar a 'su
€sposa O a sus
" hijos cuando
b los sdbados
. les prepara el

bInoves? m



desayuno. Asi fue como Marfa, su espo-
sa, ingirié los huevecillos de T. soliun un
sdbado por la mafiana, cambiando drés-
ticamente la vida de la familia.

Al igual que en el cerdo, los hueve-
cillos de la solitaria viajan por el tracto
digestivo y una vez en el estémago pene-
ran a través de la pared intestinal hacia el
.orrente sanguinec. Los sintomas en el
1ombre pueden aparecer en un tiempo va-
-iable, inclusive afos después de la
ngestidn de los huevecillos. Las mani-
‘estaciones clinicas son muy diversas
y varian dependiendo de dénde se lo-
=alice la larva (indsculos, 0jos. corazdn.
zerebro). Hay individuos que no pre-
sentan sintomas, MIentras gue olros su-
‘ren problemas neuroldgicos (cuando el
:isticerco se aloja en el cerebro}, como
jolor de cabeza, convulsiones, epilep-
sia, hipertensién, encefalitis o menin-
zitis.

La cisticercosis es una enfermedad
‘recuente en México y en otros paises
Je Latinoamérica, Africa y Asia, don-
e el consumo de carne de cerdo es ha-
situal y los hdbitos higiénicos son
leficientes.

Un tortuoso camino

Jespués de ingerir los huevecillos pa-
sarian varios meses antes de que Maria
nanifestara los primeros sintomas. Pri-
nero fueron dolores de cabeza que con
:] tiempo se volvieron mds frecuentes
s intgnsos. Mas adelante, comenzaron
t ocurrirle cosas raras. Sin previo avi-

g ¢,cOmoves?
]

s0, percibfa “luces”, ruidos u olores y su

- jefe insistia en que dejara de “sofar des-

pierta”. Ante la amenaza de ser despedi-
da, decidié ir al médico. Después de
examinaria, el médico general decidié
enviarla a un especialista explicandole que
sus sintomas coincidian con los de una
variante de la epilepsia.

Con la informacién que Marfa le pro-
porciond al médico, €ste concluyd que sus

Fotos: Dante Bucic

sintomas podrian deberse a la epilepsia
“pequefio mal” (véase recuadro}, y le ex-
plicé que en algunos casos, pueden pre-
sentarse diarfamente centenares de ataques
del pequefio mal, de muy corta duracién.
Como consecuencia, aquellos que Ia su-
fren experimentan }a pérdida periédica de
la atencién con una consecuente disminu-
cién de la productividad en el trabajo.
Debido a que las causas de la epilepsia
son muy diversas, incluyendo lesiones ce-
rebrales, tumores, abscesos, e infecciones
{algunas caracteristicas de 1a nifiez, como
paperas, tosferina y sarampion}, el médi-
co decidié enviar a Maria con un neu-
rélogo, el especialista en las enfermedades

.del cerebro.

Una visita al hospital

Pepe acompaiié a Maria a) hospital. don-
de le realizaron varias pruebas para deter-
minar la causa de su malestar. Se le
practicaron pruebas de tomografia com-
putarizada (TC) y de resonancia-magnéti-
ca {RM). Con ambos estudios se pusc en
evidencia la causa de la enfermedad. de
Maria, un par de masas blanquecinas, pe-
quefias y densas, que el médico identificé
como cisticercos. La TC y la RM son prue-
bas claves en el diagnéstico de la neuro-
cisticercosis (nombre que sele daala
cisticercosis cerebral) y de muchas
otras enfermedades neurolégicas.
Cuando es posible, ambas pruebas se
practican a los pacientes. La TC per-
mite visvalizar formas activas e
_inactivas de la neurocisticer-
.cosis, haciendo posible la
- localizacién precisa del
o de los cisticercos
en el cerebro. La
RM produce una
imagen mas detalia-
da de las lesiones,
con la cual se puede
evaluar con mds preci-
si6n la reaccién infla-
matoria alrededor del pardsito.
Por su alia resolucién y contraste per-
mite detectar cisticercos que no son vi-
sualizados por laTC, aunque es incapaz
de detectar los pequeiios granulomas
y zonas calcificadas observables por
esa prueba.
El médico les explicé a Maria y a
Pepe que la neurocisticercosis es la for-
ma mds frecuente y severa de la enfer-
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medad en Latinoamérica. Sin
embargo, muchos casos (30-
40%) no presentan sintomas
y por lo tanto no reciben tra-
tamiento. Cuando hay sinto-
mas, los mas comunes son el
dolor de cabeza, ataques
epilépticos, hipertensién
intracraneal (aumento de la.
presion del fluido cerebroes-
pinal en el cerebro) o demen-
cia. La variabilidad en los
sintomas depende de la loca-
lizacién, tamafio y ndmero de
los cisticercos que se encuen-
tran en un paciente, asi como
de factores propios del enfer-
mo {respuesta inmune y reac-
cién inflamatoria). El sintoma
més comun es la epilepsia,
como le ocurrié a Marfa,

Un asunto de familia

Marfa no podia comprender
cémo habia contraido la neu-

Neurocisticercosis. Imagen por resonancia magnética.

a Marfa. E! especialista le ex-
plicé que hace algunos afios el
tratamiento de la neurocis-
ticercosis dependia casi exclu-
sivamente de la extraccidén
quindrgica del cisticerco, y esto
sélo cuando el pardsito se
encontrara alojado en un lugar
accesible a la cirugfa. Afortu-
nadamente, ahora existen dos
medicamentos: el praziguantel
y el albendazoi. En México, ia
terapia generalmente se inicia .
con albendazol. Alrededor de
un 85% de los cisticercos en el
parénquima cerebral son des-
truidos con una sola dosis de
albendazol, aproximadamente
75% por una sola dosis de
praziquantel y mas del 95%
con el uso secuencial de uno
de los farmacos seguido del
otro. El principal problema con
el tratamiento medicamentoso
.-de la neurocisticercosis es el

Fotb: 1. S‘otelo o

rocisticercosis puesto que ella
siempre se lava las manos, desinfecia fru-
tas y verduras y no come en la calle. El
médico le explicé que era posible que
alguien en la familia fuera tenidsico y or-
dené unos exdmenes coproparasitos-
cOpicos para todos los miembros de la
familia, Para hacer un examen de
este tipo, se requiere llevar
muestras de heces fecales du-
rante tres dias al hospital. En
el laboratorio un técnico es-
pecializado revisa las mues-
tras en busca de segmentos o
huevecillos de Taenia.
Fue una odisea llevar tres dias
seguidos las muestras de heces
fecales de toda la familia al laboratorio
del hospital. Pocos dias después, el médi-
co los llamé con los resultados del anali-
sis. Como habia sospechado, les dijo, hay
un tenidsico en la familia: Pepe. Después
de analizar el caso, el médico llegd a la
conclusion de que probablemente Pepe
habfa adquirido la infeccién con la solita-
ria por ingerir carne contaminada en al-
guno de los muchos puestos callejeros que
€l solfa visitar. Sin embargo, le hizo ver
que el riesgo mds grave fue para su fami-
lia, por su mala costumbre de no lavarse
las manos después de ir al bafio y antes de
preparar los alimentos.

~ Cisticercosis y epilepsia

En Mex1co, la neuroasucercosis & la causa més

por ataques perigdicos, recurrentes y breves,
ocasionados por la descarga eléctrica anormal ;
eirregular de millones de neuronas encefallcas 3
La forma mas conocida o epitépsia gran ma[" ;
se inicia’ como resultado de ungran numero de}

El tratamiento de Maria

Para aliviar o disminuir los ataques epi-
Iépticos, le adininistraron medicamentos

aumento en la reaccién infla-

matoria alrededor del cisti-
cerco, que en algunos casos puede causar
la muerte del paciente. Por ello, el control
de la reaccidn inflamatoria es primordial.
Maria recibid primero una dosis de alben-
dazol, séguida de otra de praziquantel y para -
evitar una desagradable reaccién infla-
matoria, se'le administraron drogas anti
inflamatorias (corticoesteroides). El médi-
co le explicé que la dosis y la duracion
del tratamiento tanto de los formacos anti
cisticerco como de los anti inflamatorios,
depende del niimero y localizacion del
pardsito y de la reaccidn de cada pacien-
te. Después de varias semanas de trata-
miento y seguimiento, Maria dejé de
mostrar los sintomas, comenzé a sentirse
mejor y recuperd su vida normal.

Mas vale prevenir que lamentar

Después de esta terrible experiencia, Pepe
decidié informarse sobre las medidas para
prevenir ésta y otras enfermedades trans-
mitidas por huevecillos y quistes en las
heces fecales. Descubrié que una serie de
cuidados sencillos hacen la diferencia:
lavarse las manos antes y después de ir al
bafio, y lavar y desinfectar perfectamente
frutas y verduras, sobre todo aquellas que
crecen a ras de suelo y por lo tanto son
mads susceptibles de contaminarse con
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sces fecales, Con estas simples medidas
. evita la ingestion de los temibles quis-
s y huevecillos de parésitos, previnien-
» no sélo la cisticercosis sino también
uchas otras enfermedades como ami-
asis, giardiasis, ascariasis y la trico-
:falosis. .

Con respecto a la came de cerdo, la
wvestigacién de Pepe resulté muy intere-
inte. Si la came se corta en trozos pe-
iefios y se frie en aceite hirviente, la
:mperatura es suficiente para inactivar y
astruir a los cisticercos que pudieran en-
sitrarse en ella. Pero si la carne no se
1ece suficientemente, 0 en trozos tan
randes que el calor no penetra uniforme-
1enie al interior, entonces algunos
ssticercos pueden sobrevivir. Pepe tam-
ién se encontré con que el frio es otro
nemigo de este temible parisito: si la
arne de cerdo y las fresas se congelan

decuadamente por varios dias a una tem-,

eratura de -20°C, durante el proceso de
escongelamiento se destruyen tanto lar-
as como huevecillos.

En México ain se utilizan métodos
dsticos para el mantenimiento de los cer-
os en muchas comunidades rurales y fre-
uentemente la came se consume cocida
e manera insuficiente. En estas cormuni-
ades los cerdos son pobremente alimen-
ados ¥ no’se les confina en corrales,
ermitiendo que merodeen en busca de
limento. Esto, en combinacién con la
réctica generalizada del fecalismo al aire
ibre, ocasiona que los cerdos terminen in-
ririendo heces fecales, algunas de las cua-
es pueden estar contaminadas con
wevecillos de T. selium. En condiciones
le pobreza extrema, se
limenta a los cerdos
leliberadamente con
1eces.

Mejores condicio-
nes higiénicas, drenajes
idecuados y una coc-
ién adecuada de Ia car-
1¢ ayudan a prevenir la
zisticercosis. Pepe se
isombrd al enterarse
Jue esta enfermedad
zracomiin en la Alema-
nia de finales del siglo
pasado y de cémo se erradicd mediante el
establecimiento de una rigurosa inspec-
cidn veterinaria en todos fos cerdos sacri-
ficados,

m g,cémoyes?

Corte de un cisticerco tomado con microsc

La carne de cerdo sera
segura siempre y
cuando se consuma en
lugares que cumplan
con las normas

. . sanitarias.

opio elect
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rénico.

La situacidn suele ser diferente en las
grandes cindades, En estas zonas, el con-
trol sanitario y la inspeccidn de la carme
suele ser extenso y estricto, obligando a

. los productores de carne
» 2 cumplir con todas las
normas necesarias de sa-
nidad. La carne de cerdo
que se vende en centros
comerciales y expendios
de carne autorizados es
por lo tanto segura para
su consumo. Sin embar-
go, alin en Jas grandes
urbes debe tenerse cuida-
do con el origen de la
came. Existe venta clan-
destina que no pasa nin-
guna inspeccién sanitaria; la carne gue se
expende en puestos callejeros clandesti-
nos constituye un riesgo que debemos te-
Ner en mente.
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Al principio Pepe se negaba a comer
cuzalquier cosa que contuviera carne de
cerdo. Sin embargo, después de su exten-
sa investigacidn concluyd que la preven-
cion depende de uno mismo; de los hibitos
higiénicos. La carne de cerdo serd segura
siempre y cuando se consuma en lugares
que cumplan con {as normas sanitarias.
Decidi6 olvidar los tacos callejeros y con-
cluyé que el cerdo no tiene la culpa.
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