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I.RESUMEN 

Los céstodos absorben y consumen grandes cantidades de carbohidratos a través de su 

superficie tegwnentaria. Hay diversos estudios sobre el transporte y metabolismo de la 

glucosa en estos organismos; sin embargo, no se han identificado las proteínas que median 

su captación y distribución en los tejidos. En el presente trabajo se describe el aislamiento y 

caracterización de clonas de cDNA que codifican para proteínas con características de 

transportadores facilitadores de glucosa (TGTPl y TGTP2) en el cisticerco de Taenia 

solium, el agente causal de la cisticercosis humana y porcina. Ensayos de expresión 

funcional en el sistema de ovocitos de Xenopus mostraron que TGTPl es capaz de 

transportar 2-desoxiglucosa. Su transporte fue inhibido completamente por D-glucosa y D

manosa, pero no por L-glucosa. Además, el transporte mediado por TGTPl resultó sensible 

a inhibidores del transporte facilitado tales como la floretina y la citocalasina B, e insensible 

a la ouabaina, la cual bloquea los movimientos de sodio de la A TPasa/Na +, inhibiendo en 

transporte activo de glucosa dependiente de sodio. Ensayos de inmunofluorescencia sobre 

cortes de tejido usando anticuerpos específicos contra cada una de las TGTPs muestran que 

TGTP 1 es ab\Uldante en una serie de estructuras relacionadas al tegumento, tanto en la larva 

como en el parásito adulto de T. solium, mientras TGTP2 está localizada sobre la superficie 

tegumentaria de la larva. Los pacientes con neurocisticercosis no generan una respuesta 

inmune humoral contra estas proteínas por ensayos de Westem blot usando productos 

recombinantes expresados en baculovirus. Al final se hacen algunas consideraciones acerca 

de la función de TGTP2. 



SUMMARY 

T apewonns absorb and consume large quantities of carbohydrates through meir syncytial 

tegumento Sorne studíes on the metabolism of glucose in several tapeworms are available. 

however, the prote-ins that mediate its uptake and disttibution in their different tissues have not 

been identified. In this thesis, we describe the isolation and characterization of cDNA clones 

encoding two facilitated diffusion glucose transporten; (TGTPI and TGTP2) from tbe larvae of 

Taenia solium, the causal agent ofhuman and porcine cysticercosis. Functional assays carried out 

in Xenopus oocytes showed mat TGTPI mediates me uptake of 2-deoxyglucose, which is 

inhibited by me natural stereoisomers D-glucase and D-mannose bu! no! by L-glucose. TGTPI 

mediated transport was sensitive to classical inhibítors for facilitated diffusion such as phloretin 

and cytochalasin B, and insensitive to ouabain. which disrupts active glucose transport by 

inhibiting me sodium/ A TPase pomp. Localization studies using specific anti-TGTP I and anti

TGTP2 antibodies show tbat TGTP I is abundan! in a nwnber of structures underlying tbe 

!egument in adult parasites and larvae, whereas TGTP2 appears be localized only on me 

tegumentary surface of the larvae and is not detected in adults. Patients witb neurocysticercosis 

do not develop a hwnoral immune response evaluated by Westem blot assays using recombinant 

TGTPs expressed in baculovirus. At the end of this document, sorne considerations about 

TGTP2 funetion are advanced. 
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11. INTRODUCCIÓN 

La cisticercosis es una parasitosis causada por la fonna larvaria o cisticerco del céstodo 

Taenia solium, que afecta principalmente al cerdo y al hombre. Esta enfermedad es prevalente en 

varios países de América Latina, Asia y África. Aunque las tasas reales de prevalencia e 

incidencia de la enfermedad no se conocen con exactitud, existen numerosos reportes en la 

literatura que dan idea de la magnitud del problema en diversas regiones (Mahajan, 1982; 

Mahajan el al., 1982; Schenone el al. 1982; Sarti, 1989; Moore el al., 1995; Craig el al., 1996; 

García-Noval el al., 1996; Legaspi, 1998). La localización del parásito en el sistema nervioso 

central (SNC) se conoce como neurocisticercosis y es la forma más grave de esta enfennedad en 

el humano, siendo en México la principal causa de consulta neurológica por epilepsia y la causa 

del 25% de los tumores intracraneales (Velasco-Suarez et al., 1982; Del Brutto y Satelo, 1988; 

Rolfs el al., 1995). Esta enfermedad puede pennanecer latente por muchos años sin producir 

sintomatología. Sin embargo, las personas afectadas pueden desarrollar un amplio espectro de 

manifestaciones clínicas como cefaleas, convulsiones. hidrocefaleas o algunos otros desórdenes 

del SNC que pueden llevar a la muerte. En México se estima que la neurocisticercosis es la causa 

del 1 % de todas las muertes en los hospitales generales, teniendo una prevalencia post-mortem 

superior al 3% (Rabiela el al., 1979; Velasco-Suarez el al., 1982). Además, la economía se ve 

afectada no solo por la disminución en la actividad productiva de los pacientes y por los elevados 

gastos de hospitalización, diagnóstico y tratamiento, sino también por las pérdidas económicas en 

la industria de alimentos elaborados con carne de cerdo (Flisser el al., 1991; Tsang y Wilson, 

1995). En México, los costos por tratamiento para neurocisticercosis alcanzaron los 82 miUones 

de dólares durante 1992 (Roberts el al., 1994). Esto sin considerar que el 75% de las personas 

infectadas se encuentran en edad productiva, quedando muchos de ellos incapacitados para 

trabajar (Flisser, 1988). Con respecto a la porcicultura se hs mencionado que las pérdidas 

económicas debidas a decomiso de carne infectada han alcanzado un promedio anual del 65% de 

la inversión, lo que representó tma pérdida de 43 millones de dólares en 1980 (Acevedo

Hernández., 1982). Por todo esto, la infección por T. solium es considerada \ID serio problema de 

salud pública tanto en México como en muchos países en desarrollo, además de las 

consideraciones socio-económicas que implica. 

3 



l. BIOLOGÍA DEL PARÁSITO 

Taenía so/ium pertenece .1 phylum Platyhelminthes (del griego Plan, plano; Helmim, 

gusano), que incluye parásitos metazoarios altamente especializados (WiIlms, 1998). El parásito 

adulto habita en el tracto digestivo del ser humano, mientras el estadio larvario se aloja en 

diversos órganos y tejidos de sus huéspedes intermediarios (cerdo, perro, mono, jabalí, etc.) 

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

Reino 
Subreino 
Phylum 
Clase 
Subclase 
Orden 
Familia 
Género 
Especie 

Animalia 
Metazoa 
Platyhelminthes 
Cestoda 
Eucestoda 
Cyclophyllidea 
Taeniidae 
Taenia 
T. solium 

CICLO DE VIDA DE Taenia so/ium. 

Taenia so/ium es un parásito heteroxeno cuyo ciclo de vida involucra dos tipos de 

huéspedes: un huésped intermediario (el cerdo, principahnente) que alberga la forma larvaria o 

cisticerco y un huésped definitivo, el hombre, que alberga al parásito adulto. Aunque no participa 

en el mantenimiento del ciclo de vida, el hombre también puede adquirir la cisticercosis al actuar 

como huésped de la larva. Además, como el hombre es el único huésped definitivo de T. solium. 

la prevalencia de la cisticercosis depende exclusivamente de la relación que el hombre establece 

con el cerdo, observándose las más altas prevalencias en regiones donde la población vive en 

condiciones insalubres, con fecalismo al aire libre y donde los cerdos son criados libremente y 

sacrificados sin inspección veterinaria (Aluja el al., 1987; Sarti, 1997). 

La cisticercosis es adquirida por el huésped intennediario al ingerir los huevos de T. 

so/ium presentes en heces y alimentos contaminados (Fig. 1). En el tubo digestivo del huésped la 

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

4 
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Figura 1. Ciclo de vida de Taenia solium. 1. Parásito adulto (huésped defmitivo); 2. Proglótido 

grávido; 3. Huevo (medio ambiente); 4. Cisticerco (huésped intermediario); 5. Cisticerco 

(huésped intermediario accidental). 
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dejando libre al embrión hexacanto (Laclette et al., 1982). El embrión penetra la mucosa 

intestinal, ayudado de sus ganchos y secreciones líticas, hasta alcanzar vasos linfáticos y 

sanguíneos que lo distribuyen a uns variedad de órganos y tejidos (músculo esquelético, 

miocardio, sistema nervioso, ojos, tejido subcutáneo, entre otros) donde se desarrolla hasta 

convertirse en cisticerco. Se requieren por lo menos 10-12 semanas para que el embrión se 

convierta en la larva (Aluja el al., 1987). 

El ciclo se completa cuando el ser humano come carne de cerdo cruda o mal cocida, 

infectada con cisticercos viables. Nuevamente, la acción de las enzimas proteolíticas y de las 

sales biliares del aparato digestivo activan al cisticerco e inducen la evaginación ° salida del 

escólex de su vesícula protectora (Morales y Cañedo, 1982). Una vez evaginado, el escólex se fija 

por sus ventosas y ganchos a la mucosa intestinal (Merchant et al., 1998), donde crece y se 

diferencia en un parásito adulto, el cual llega a medir de 1.5-8 metros de largo. A los 3-4 meses 

de la infección, ya se observan proglótidos grávidos conteniendo aproximadamente 60 mil huevos 

cada lUlO (Wil1ms, 1998). Los proglótidos grávidos se desprenden y salen al exterior con las 

heces. Éstos se desintegran en el medio ambiente liberando los huevos embrionados, que pueden 

resistir condiciones desfavorables por períodos prolongados, y que son capaces de infectar al 

huésped intermediario produciéndole la cisticercosis, completándose así el ciclo (Flisser et al., 

1997). 

2. MORFOLOGÍA DEL PARÁSITO 

En general, los céstodos se caracterizan por ser gusanos planos, multisegmentados, 

hermafroditas y por carecer de tubo digestivo. Son organismos acelomados con simetría bilateral 

y órganos ya formados por tejidos y organizados en sistemas. Además. T. solium presenta lUl 

órgano fijador denominado escólex con cuatro ventosas y una doble corona de ganchos (Smyth, 

1994). 
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Estadio larvario. 

El cisticerco de T. solium es una vesícula translúcida redonda u ovoide de 0.5 a 2 cm de 

diámetro, con un escólex invaginado y opaco, semejante al de la etapa adulta (Fig. 2). La vesícula 

está llena de un fluido transparente llamado fluido vesicular, que contiene proteÚlaS del parásito y 

del huésped (Willms el al., 1982; Ambrosio el al., 1994). 

La superficie de la pared vesicular está formada por el tegumento que es un citoplasma 

sincicial, anucleado y continuo cuya membrana externa se encuentra aumentada por proyecciones 

digitiformes llamadas microtricas recubiertas por un abundante glicocálix (Fig. 3). Este 

glicocálix está formado por glicoproteínas y glicolípidos, los cuales poseen principalmente 

carbohidratos D-manósidos y/o D-glucósidos expuestos, siendo su distribución relativamente 

homogénea sobre la superficie (Lumsden, 1972; Trimble y Lumsden, 1975; Willms el al., 1980; 

Mills el al., 1984; Sandeman y Williams, 1984; Lamsam y McManus, 1990). El citoplasma del 

tegumento contiene mitocondrias y numerosas vesículas. La membrana plasmática que recubre la 

superficie interna del tegumento se encuentra interrumpida por procesos citoplasmáticos que 

comunican al tegumento con cuerpos celulares nucIeados llamados citones tegumentales. Estos 

citones contienen numerosas vesículas, retículo endoplásmico bien desarrollado, aparato de 

Golgi, ribosomas y abundantes mitocondrias (Ramírez-Bon et al., 1982). Los glicanos que 

forman parte del glicocálix son ensamblados en el citoplasma de los citones y transportados al 

tegumento por vesículas que se fusionan con la membrana plasmática externa (Trimble y 

Lumsden, 1975). Por debajo de la membrana basal se observan varias capas de tejido muscular 

liso y abundantes depósitos de glucógeno y grasa. A mayor distancia de la superficie se encuentra 

el sistema protonefridial, constituido por una red de conductos que terminan en las células en 

flama. Las células en flama tienen forma de copa, con Wl núcleo ovoide basal y una porción 

apical formada por Wl conjWlto de cilios, cada 000 constituido a su vez por microtúbulos con una 

organización hexagonal común de 9+2 (Ramírez-Bon el al., 1982; Cárdenas-Ramírez el al., 

1982). El sistema nervioso es poco desarrollado y está fonnado por una red profusa de fibrillas 

en el área rostelar del escólex y un agrupamiento denso de células nerviosas multipolares en un 

estroma fibrilar que rodea a esta área. También contiene grupos abWldantes de fibras nerviosas 

distribuidas entre los fascículos musculares, y células de tipo nervioso que se localizan muy 
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Figura 2. El cisticerco de Taenia solium. A. cisticercos con pared vesicular intacta disecados de 

músculo esquelético de cerdo. B. Representación esquemática del cisticerco (tomado de Slais, 

1970). CEs, canal espiral; Ei, escólex invaginado; PV, pared vesicular. 
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Figura 3. Representación esquemática de la pared vesicular de los céstodos (tomado de Smyth, 

1969). ce, canales citoplasrnáticos; CT, titones tegumentarios; GL, glucógeno; Gr, depósitos de 

grasa; MB, membrana basal; ME, membrana plasmática externa; MI, membrana plasmática 

intema; Ms, tejido muscular; Mt; microtricas; N. núcleo. 
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cerca del área del rostelo en el escólex. Estas células aparentemente contienen vesículas 

neurosecretoras, algunas de las cuales originan una reacción de colinesterasa, la cual sugiere que 

constituyen ordenamientos sinápticos (Cárdenas-Ramírez el a1., 1982; Flisser el al., 1997). 

Estadio adulto. 

El parásito adulto tiene apariencia de cinta o listón y mide de 1.5 a 8 metros de largo. Su 

cuerpo está fonnado por el escólex (Fig. 4), el cual le pennite fijarse a la mucosa intestinal del 

huésped a través de sus ventosas y ganchos (Merchant el al., 1998). La corona interna posee 11 a 

14 ganchos largos (de 0.13 a 0.16 mm), mientras la corona externa está fonnada por un número 

similar de ganchos pequeños (de 0.\0 a 12 mm) (Verster, 1969). A continuación del escólex se 

encuentra una zona de crecimiento con alta actividad mÍtótica llamada cuello, que da origen al 

estróbilo. El eslróbilo está fonnado por una cadena de segmentos denominados proglótidos, los 

cuales se encuentran en distinto grado de diferenciación, dependiendo de la posición que ocupan 

en el estróbilo. Los más cercanos al cuello son inmaduros, sin órganos sexuales desarrollados. 

Posteriormente, se observan los proglótidos maduros, que han desarrollado órganos sexuales 

tanto masculinos como femeninos, lo que caracteriza a estos parásitos como hermafroditas. Los 

más lejanos al escólex son los proglótidos grávidos, por presentarse llenos de huevos. 

El aparato genital masculino está formado por numerosos testículos de forma redondeada, 

distribuidos en el parénquima del proglótido y conectados por fmos canales eferentes que se 

reúnen para fonnar el conducto deferente o eyaculador, cuyo [mal se encuentra modificado para 

formar un órgano muscular copulatorio Barnado cirro (Fig. 4). Este conducto desemboca en el 

poro genital, en el cual también se abre el atrio vaginal, que es el conducto femenino que recibe a 

los espermatozoides y los conduce al receptáculo seminal conectado al oviducto donde se lleva a 

cabo la fertilización en el mismo proglótido. El aparato femenino presenta un ovario constituido 

por dos lóbulos grandes y uno pequeño, que libera los ówlos hacia el oviducto. Después de la 

fertilización en el oviducto, los huevos se rodean de células vitelinas que se fonnan en las 

glándulas vitelógenas cuando éstos pasan a través de la apertura del conducto vitelina y entran en 

el ovotipo. El ovotipo es una región bulbosa del conducto vitelina que está rodeada por las 
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Figura 4. El parásito adulto de Taenia soliurn. A. El escólex de T. soJium observado en el 

microscopio dectrúnico de banido. B. Represenlación c:squemática del aparato reproductor y 

morfología del proglótido maduro. ei, cirro; e, cuello; CEx, canal excretorio; CEy, conducto 

eyaculador; DV, ducto vitelógeno; GM, glándulas de Mehlis; GV, glándulas vitelógenas; Ns, 

tronco nervioso; Ova. ovario; Ovi, oviducto; Ovo, ovotipo; PG, poro genital; RS, receptáculo 

seminal; R, rostelo; Ts, testículos; Ut, útero; V, ventosa. 
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glándulas de Mehlis y las glándulas vitelógenas, las que proporcionan secreciones mUCosas y 

serosas que probablemente sirven de substrato al embrióforo. Finalmente, los huevos se acumulan 

en el útero, constituido por una formación tubular rectilÚlea que presenta de 7 a 15 ramas laterales 

(Aluja efa/., 1987). 

Los huevos son el único estadio de desarrollo en el ciclo de vida de este parásito que se 

encuentra en el medio externo. En T. solium, los huevos maduran en el útero, observándose en su 

interior la oncosfera o embrión hexacanto, llamado así por presentar 6 ganchos (Fig. 5). La 

oncosfera se encuentra en un estado inactivo o de "reposo", el cual es modificado cuando las 

condiciones son favorables para la continuación del ciclo de vida del parásito, generalmente en el 

intestino de su huésped intermediario. Los huevos son esféricos, miden de 31 a 56 micras de 

diámetro y tienen apaüencia radiai cuando se observan bajo el microscopio de luz (Flisser el al., 

1997). En el interior del embrión se han observado ganchos, fibras musculares y algunas células 

en flama (Smyth, 1994). Varias envolturas se encuentran rodeando al embrión, cada W1a con 

características particulares (Laclette el al., 1982). El vitelo delimitado por su cápsula constituye la 

envoltura más externa del huevo de T. solium. Esta capa delgada y lábil se presenta como una 

envoltura celular sincicial caracterizada por la presencia de elementos citoplásmicos tales como 

mitocondrias, glucógeno o incluso, núcleos celulares en los huevos más jóvenes. Esta envoltura 

de vitelo no se encuentra presente en los huevos encontrados en la material fecal, y se sugiere que 

se encarga de la protección y nutrición de la oncósfera antes de que el embrióforo esté bién 

formado. Por debajo de la envoltura vitelar se encuentra la membrana embriofórica externa, la 

cual se presenta como una membrana flexible y discontinua con apariencia de cráter, muy 

relacionada con la superficie externa del embrióforo. El embrióforo es la cubierta más 

importante de[ huevo. Protege al embrión mientras el huevo está en el ambiente exterior y está 

formado por bloques electro-densos de proteínas parecidas a queratina~ unidos por una sustancia 

cementante. Estos bloques proteicos son resistentes a los jugos digestivos, no así la sustancia 

cementante, permitiendo la separación de los bloques al pasar por el tubo digestivo del huésped, 

Iiberandose así la oncósfera. La célula embriofórica, la cual se extíende por debajo de la 

superficie interna del embrióforo, es de origen sincicial y tiene una apariencia granular debido a la 
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Figura 5. El huevo de Taenia solium. A. llustración esquemática de la morfología del huevo 

(tomado de Slais, 1970). B. Corte de un huevo observado en el microscopio electrónico de 

barrido. BE, bloques embriofóricos; Ca, cápsula; CEm, célula embriofórica; E, embrióforo; G, 

ganchos; MO, membrana oncosferal; O, oncosfera; Vi, vitelo. 
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presencia de abundantes elementos parecidos a ribosomas. Se considera que la función de esta 

envoltura es la de sintetizar al emhrióforo. La envoltura más interna es la membrana oncosferal, 

la cual es impenneable a las condiciones ambientales externas, pero se vuelve penneable cuando 

se pone en contacto con el jugo gástrico, permitiendo la activación del embrión expuesto 

(Laclette el al., 1982). 

3. RELACIÓN HUÉSPED-PARÁSITO EN LA INTERFASE 

La interfase huésped-parásito es la región de contacto fisico y químico entre ambos 

organismos. El tegumento es la estructura parasitaria que interactúa directamente con el huésped, 

por lo que fuuchas de 18S funciones son llevadas a cabo por este órgano (Willms el al., 1982). 

Dado que los céstodos carecen de tubo digestivo, el tegumento de estos parásitos no solo sirve de 

protección, resistiendo la acción de enzimas proteo líticas y la respuesta inmune del huésped, sino 

que actúa como una superficie metahólicamente activa a través de la cual las secreciones pueden 

ser transportadas, los nutrientes absorbidos y el material de desecho eliminado (Pappas y Read, 

1975; Lwnsden, 1975). El glicocálix muestra una serie de propiedades que penniten asociarlo con 

diversas actividades. Contiene sitios de unión catiónicos y aniónicos que proveen sitios de unión 

para varios electrolitos (Pappas, 1983). La habilidad del glicocálix de concentrar cationes puede 

jugar un papel importante en la activación de ciertas enzimas de la superficie parasitaria. Además, 

el parásito parece conservar la carga electronegativa de su superficie a través de un recambio 

continuo de los componentes del glicocálix. tal vez para evadir el ataque enzimático e 

inmunológico del huésped (Oaks y Lwnsden, 1971; Trimble y Lwnsden, 1975). Algunos 

componentes del glicocálix, y en especial las proteínas, se han involucrado en funciones 

importantes tanto para el parásito como para la relación que establece con su huésped. Algunas 

proteínas aparentemente están involucradas en fenómenos de transporte de solutos, otras tienen 

actividades enzimáticas y otras pudieran estar involucradas en la protección del parásito contra su 

huésped (pappas y Read, 1975; Pappas, 1975; Anne, 1988; White el al., 1992; Hustead y 

Williams, 1977; Harnmerberg el al., 1980), Además, las glicoproteinas son generalmente muy 
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irununogénicas, por lo que han sido usadas en el desarrollo de pruebas inmunológicas para el 

diagnóstico de la parasitosis (Grogl el al., 1985; Tsang el al., 1989; Feldman el al., 1990). 

El cisticerco puede pennanecer en los tejidos del huésped por períodos prolongados de 

hasta varios años. lo que indica una buena coexistencia entre ambos organismos (Laclette et al., 

1989). Alrededor de los cisticercos, el huésped desarrolla una reacción inflamatoria de variable 

intensidad que puede ir desde muy moderada. con escaso infiltrado celular alrededor de parásitos 

viables, hasta muy intensa alrededor de parásitos semidestruidos (Willms el al., 1980; Aluja y 

Vargas, 1988; Escobar-Izquierdo, 1989). Las características del infiltrado celular y la 

degeneración del parásito en el tejido muscular de cerdos infectados han llevado a clasificar la 

reacción inflamatoria en siete grados de intensidad (Aluja y Vargas. 1988). Cabe hacer notar que 

los primeros grados de reacción son los que se observan alrededor de cisticercos viables. Con 

algunas diferencias, algo similar ha sido observado en el parénquima cerebral de pacientes con 

neurocisticercosis (Escobar-Izquierdo. 1989). Al principio se observan grupos de linfocitos, 

células plasmáticas y eosinófilos localizados principalmente en frente de la entrada al canal 

espiral. Este infiltrado celular aumenta en extensión y se acompaña con la aparición de algunos 

macrófagos. En esta etapa los parásitos se encuentran viables y sin cambios morfológicos, 

correspondiendo a los tres primeros grados descritos por Aluja y Vargas (1988), Y representa un 

47-65% de los cisticercos en un cerdo infectado. En etapas subsecuentes, tanto el parásito como 

la reacción inflamatoria sufren modificaciones. Se observa la formación de una reacción de tipo 

granulomatosa de variable intensidad alrededor de la larva, produciendose ligeros cambios 

degenerativos en la superficie del tegumento. Aumenta la cantidad de macrófagos y se observa la 

formación de agregados de linfocitos y muchos eosinófilos degranulados. En W1 grado más 

avanzado, la reacci6n inflamatoria es más intensa, observandose degeneración en el tegumento y 

cambios necr6ticos en los citones tegumentales. Los agregados de linfocitos son de mayor tamaño 

y se observan células gigantes y munerasas fibroblastos. El número de eosinófilas disminuye, 

observandose necrosados muchos de ellos. En la etapa final, el parásito está completamente 

degenerado. El número de linfocitos, células plasmáticas y eosinófilos disminuye notablemente 

en la zona granulomatosa; en cambio, se observa gran cantidad de fibroblastos, fibrocitos y 
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células gigantes. Posteriormente, el lugar que ocupaba el parásito está totalmente invadido por 

tejido fibroso y las células inflamatorias son muy escasas, 

En la neurocisticercosis humana la intensidad de la respuesta por parte del huésped 

depende de la localización del parásito en el sistema nervioso. Los cisticercos localizados en el 

parénquima cerebral sobreviven muchos aftas sin desencadenar una respuesta inflamatoria 

considerable (Rabiela et aJ., 1982; Escobar-Izquierdo, 1989). 

Uno de los hechos más relevantes en la biología de la relación huésped-ténidos, es la 

existencia de una inmunidad adquirida en el huésped intermediario. Se produce una fuerte 

inm1.Ul.idad contra la oncósfera y el estado post-oncosferal temprano de muchos ténidos (Craig et 

al., 1996). La presencia de una respuesta inmune concomitante ha sido demostrada en varios 

modelos experimentales de cisticercosis. Por ejemplo, la infecci6n de ratas con metacéstodos de 

T. taeniaeformis induce una resistencia pronunciada a la reinfección (Rickard y Williams, 1982). 

En el caso de la cisticercosis porcina, cerdos infectados experimentalmente con huevos de T. 

solium desarroUan resistencia a la reinfección al menos por cinco meses (Aluja et al., 1999). 

Aparentemente, el huésped infectado es capaz de rechazar una nueva infección, pero incapaz de 

destruir a los cisticercos ya establecidos. En infecciones naturales, los cisticercos de un mismo 

cerdo son bastante homogéneos, sugiriéndose que todos fueron adquiridos en una misma 

infección (Correa el al.~ 1987). Esto indica que el parásito establecido posee mecanismos de 

evasión de la respuesta irumme que le permiten sobrevivir por largos períodos en huéspedes 

inmunocompetentes. Se ha hablado de una modulación de la respuesta iruntUle. En este respecto, 

se ha observado una inhibición en la proliferación de linfocitos en respuesta a mitógenos en 

humanos y cerdos infectados con cisticercos de T solium (Willms el al., 1982; Correa el al., 

1989; Mo1inari el al., 1990; Mo1inari el al., 1993; Tato el al., 1995) y en ratones infectados 

experimentalmente por T crassiceps (Sciutto el al., 1995). Además, se ha observado un retardo 

en la cinética de proliferación de linfocitos en pacientes con neurocisticercosis (Herrera el al., 

1994). No se conoce el mecanismo de la supresión de la respuesta inmune, sin embargo, se han 

descrito díferentes factores que podrían estar participando en la misma. En la larva de T. 

laeniaeformis se ha caracterizado un potente inhibidor de proteasas que inhibe la respuesta de 

linfocitos tanto a mitógenos como a antígenos específicos (Suquet el al., 1984; Leid et aJ., 1984). 
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Asimismo, se ha descrito en el cisticerco de T. solium un dímero péptido-RNA capaz de inhibir in 

vitro la respuesta humoral y celular a antígenos parasitarios, así como la producción de diversas 

citocinas como IL-2, IL-4, IFN-gamma y TNF-alpha (Arechavaleta el a/., 1998). Además, este 

factor es capaz de inhibir la inflamación que rodea a parásitos implantados subcutáneamente en 

ratones. Se ha propuesto que la feminización de ratones machos inducida por los cisticercos de T. 

crassiceps haciéndolos más susceptibles a la infección podría estar involucrada en este fenómeno 

(Larralde el a/., 1995). 

El mantenimiento de la relación huésped-parásito en varios ejemplos de cisticercosis 

involucra, en parte, la habilidad del parásito para impedir el aumento de la reacción inflamatoria. 

Al respecto, se ha descrito un antígeno denominado "B" (AgB), de cisticercos de T. solium, que 

tiene la capacidad de inhibir la vía clásica del complemento a través de la inhibición de la función 

de Clq (Lac1ette el al., 1992). Puesto que el complemento juega W1 papel central en la 

modulación de la reacción inflamatoria, se ha sugerido que la secreción de AgB al inhibir la 

cascada del complemento en su paso inicial, disminuye la producción de mediadores 

complementarios de inflamación y contribuye a impedir el escalamiento de la reacción 

inflamatoria. Asirrúsmo, se ha descrito la producción y/o secreción de proteínas con capacidad de 

degradar moléculas citotóxica y de inhibir la cascada del complemento, como es el caso de la 

taeniaestatina, una proteína de T laeniaeformis que puede inhibir el factor D de la via alternativa 

del complemento (Leid y Suquet, 1986; Leid el a/., 1986; Hammerherg el al., 1980; Leid, 1988). 

También se han caracterizado proteínas de secreción con la habilidad de inhibir la actividad de 

proleasas del huésped y la quimiotaxis de neutrófilos y eosinófilos (Suquel el al., 1984; Shepherd 

el al., 1991; Potter y Leid, 1986). Otro hecho notable en la evasión de la respuesta inmune por 

estos parásitos es la presencia de inmunoglobulinas y componentes del complemento en la 

superficie de diversas larvas sin que les causen dafio aparente (Willms y Arcos, 1977; 1breadgoJd 

y Befus, 1977; Sogandares-Bemal y Voges, 1978; Siehert el a/., 1981; Correa el a/., 1985; Leid, 

1988). Estas inmwlOglobulinas son intemalizadas por el parásito a través de endocitosis, 

representando tal vez una función protectora generada por remoción inespecífica de todas las 

inmunoglogulinas de la interfase huésped-parásito (Hustead y WiUiams, 1977; Ambrosio el a/., 

1994). 
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En la compleja relación que se establece entre el cisticerco y su huésped también participa 

la activación diferencial de la respuesta imnune tipo lbI y Th2. Las células T están involucradas 

en la respuesta inmune protectora contra la cisticercosis murina por T. crassiceps, obseIVandose 

que ratones infectados crónicamente presentan irununosupresión localizada de células T. 

afectándose los eventos tardíos en la vía de señalización TCR-CD3. y presentándose altos niveles 

de IL-4 (asociada con la respuesta Th2) y bajos niveles de lL-2 (Bojalil el al., 1993; Villa y Kuhn, 

1996). Asimismo, el crecimiento de la infección parasitaria está relacionada con cambios en el 

tipo de respuesta inmune que se genera en el transcurso de la infección, caracterizada inicialmente 

por una baja tasa de reproducción del parásito acompañada por llila respuesta tipo Thl, la cual es 

substituida por lUla fuerte respuesta tipo Th2 corno la infección progresa en el huésped (Terrazas 

el al., 1998). Estos hallazgos sugieren que la modulación de la respuesta inmune en los 

cisticercos facilitan la sobrevivencia del parásito. 

4. ANTECEDENTES 

Una variedad de procesos bioquimicos ocurren en la interfase huésped-parásito de los 

céstodos, incluyendo absorción, secreción, digestión y protección. Cada uno de estos procesos 

juega \.U1 papel importante en la manutención del estilo de vida parasitario. lo que ha permitido a 

los céstodos mantenerse y competir con su huésped por los recursos disponibles (Pappas, 1983). 

La absorción es la función asociada a la interfase huésped-parásito más estudiada en los céstodos. 

La utilización de los nutrientes en los parásitos al igual que en otros seres vivos, está directamente 

relacionada con el ambiente en el cual se desarrollan. Asimismo, se ha observado la adaptación 

de los sistemas específicos de captación de solutos dependiendo de las características del medio 

ambiente (Walmsley et al., 1998). Los céstodos poseen diferentes mecanismos de transporte de 

solutos orgánicos: difusión simple, difusión facilitada y transporte activo (Pappas y Read, 1975). 

Los céstodos absorben y consumen grandes cantidades de carbohidratos guardando el 

exceso como glucógeno, el cual es degradado y utilizado en condiciones de carencia de 

carbohidratos (Roberts, 1983). En todos los estadios parasitarios se observan cantidades 
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relativamente grandes de polisacáridos, principalmente en forma de glucógeno (Read y Sirnmons, 

1963). Los céstodos adultos tienen requerimientos sustanciales de carbohidratos para llevar a 

cabo en fonna óptima su desarrollo y reproducción (van Brand et al., \964; Smyth, \969). Las 

larvas aceleran su crecimiento y maduración en altas concentraciones de glucosa (Graham y 

Berntzen, 1970). La glucosa es el principal monosacárido utilizado por estos parásitos para 

obtener energía y es el único monosacárido glicogénico en algunas especies de céstodos (Pappas 

y Read, \975). Es por esto que la mayoría de los reportes caracterizando el transporte de 

monosacáridos en céstodos han estudiado el transporte de glucosa. Su transporte. en diversas 

especies de céstodos, se lleva a cabo por sistemas saturables, sensible a cambios de pH e 

inhibidos por monosacáridos estructuralmente relacionados y diversos agentes químicos (Pappas 

y Read, 1975). Todas estas propiedades indican que el transporte de glucosa en la membrana 

tegumental es mediado por sistemas de acarreadores específicos. La absorción de carbohidratos 

en los parásitos adultos de Hymenalepis diminuta, H. micras/ama, T. taeniaefarmis y 

Calliabathrium verticulatum, se lleva a cabo contra un gradiente de concentración, es dependiente 

de sodio e inhibido por ouabaina, similar a lo que ocurre en las células intestinales de los 

mamíferos (phiffer, 1961; Fisher y Read, 1971). Este tipo de transporte activo de nutrientes es 

muy favorable en el ambiente donde se desarrollan los gusanos adultos dado que las 

concentraciones de carbohidratos en el intestino son muy variables, llegando incluso a ser muy 

bajas. En contraste, las larvas viven en un ambiente donde las concentraciones de glucosa son 

altas y se mantienen relativamente constantes, por lo que sería de esperarse que Wla parte 

considerable del movimiento de azúcares sea llevado a cabo principalmente por difusión 

facilitada. En las larvas de T. crassiceps, T. /aeniaefarmis y H diminuta el transporte de glucosa 

es parcialmente sensible a. sodio e inhibido por florizina, sugiriendo que dos tipos de sistemas de 

transporte operan en la superficie de la larva, uno de los cuales no es dependiente de sodio (von 

Brand el al., \964; Arme et al., \973; Pappas y Read, \973). Sin embargo, la larva de T. 

/aeniaeformis es incapaz de absorber glucosa contra un gradiente de concentración, es decir, 

cuando la concentración externa de glucosa es menor que la concentración interna del parásito 

(von Brand et al., 1964). Además, el transporte de glucosa en T. crassiceps es inhibido por la 

floretina y la floricina, pero no es inhibido por la ouabaina, la cual bloquea los movimientos de 
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sodio de la A TPasaINa +, inhibiendo el transporte activo de glucosa dependiente de sodio (Pappas 

y Read, 1973). Dos tipos de transporte de glucosa han sido localizados en diferentes tejidos del 

cisticercoides infectivo de H diminuta. En la superficie de la pared vesicular se lleva a cabo la 

absorción de este nutriente principalmente por difusión facilitada, la cual es perdida cuando la 

larva evagina; mientras, en la membrana plasmática del escólex se desarrolla lU1 tipo de transporte 

activo dependiente de sodio, similar al de los adultos (Rosen y Uglem, 1988). Este tipo de 

transporte es observado 75 minutos post-evaginación, y aumenta considerablemente entre las 4-6 

horas siguientes (Rosen el al., 1994). Sin embargo, puesto que el escólex invaginado no tiene 

contacto directo con el medio que rodea a la larva, ésta es dependiente de las propiedades 

absortivas de su pared vesicular (Anne, 1988). 

En el ~i::;ticerco de T. solium son escasos los trabajos sobre absorción y metabolismo de 

glucosa. Las proteínas que median la captación y distribución de glucosa no han sido purificadas 

ni caracterizadas. Asimismo~ se desconoce la importancia de estas proteínas para el parásito y la 

relación que establece con su huésped. 

La facilidad para secuenciar el DNA ha permitido determinar la estructura primaria de los 

transportadores de azúcares de muchos organismos. Tales estudios han revelado que se trata de 

lUla familia de proteínas estructuralmente relacionadas en organismos eucanontes y procariontes, 

que pertenecen a una superfamilia principal con más de quince distintas familias (The Major 

Facilitator Superfarnily, MFS) (Maiden el al,1987; Baldwin, 1993; Tetaud el al., 1997; 

Walmsley el al., 1998; Pao el al., 1998). Esta familia, la cual será referida como la familia de los 

transportadores de azúcares (SP), incluye los transportadores pasivos de glucosa de los 

mamíferos, así como transportadores tanto pasivos como activos (simporter azúcar/W) de plantas 

superiores, algas verdes, protozoarios, levaduras, cianobacterias y eubacterias. Estas proteínas no 

parecen estar relacionadas con los transportadores manejados por PEP y A TP en bacterias, ni a 

los transportadores de GlucosalNa + encontrados en la membrana plasmática apical de las células 

epiteliales del intestino y del riñón en mamíferos. 
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Las proteínas que pertenecen a esta familia de transportadores de azúcares son proteínas 

integrales de membrana con un tamaño molecular promedio de 50-55 kDa. Mueckler y col. 

(1985), clonaron y secuenciaron el gen que codifica para el transportador de glucosa de 

eritrocitos humanos, GLUTl. El análisis de hidrofobicidad de la secuencia de aminoácidos 

predicha para GLUTl reveló que esta proteína era altamente hidrofóbica y sugirieron que 

aproximadamente el 50% de la proteína se inserta en la bicapa lipídica. Basados en estos análisis 

y en ensayos de digestión proteolítica vectorial, propusieron un modelo de topología en la 

membrana para GLUTl, en el cual la proteína está fonnada por 12 regiones transmembranales 

quedando las regiones amino y carboxilo tenninales de la proteína orientadas hacia el interior de 

la célula (Fig. 6). Esta orientación en la membrana plasmática ha sido confinnada por estudios 

usando anticuerpos dirigidos contra diferentes regiones de la proteína GLUTI, y mutantes para 

sitios de glicosilación, expresadas enXenopus (Davies el al., 1987; HaspeI el al., 1988; Hresko et 

al., 1994). Además, muchos de los miembros de esta familia tienen ooa asa hidrofítica grande 

externamente orientada entre los dos primeros segmentos transmembranales, y otra asa grande 

orientada citoplásmicamente entre los segmentos M6 y M7. Otra característica de los 

transportadores de glucosa es la presencia de Wl sitio único de N-glicosilación en la primera asa 

externa. involucrado en la función de transporte en células de mamíferos (Asano el aL, 1991; 

Feugeas el al., 1991). 

Hasta el momento, se han descrito cinco miembros de la familia SP en mamíferos 

(Mueckler, 1994). Estas proteínas están expresadas de una manera especificas en células y 

tejidos, y exhiben distintas cinéticas y propiedades reguladoras que reflejan su papel funcional 

específico (Baldwin, 1993). En parásitos, se han realizado grandes avances en la caracterización 

molecular de estas proteínas en protozoarios del género Leishmania y Trypanosoma (Langford et 

al., 1994; Tetaud el al., 1997), así como en el platelminto Schislasama mansani (Skelly el al., 

1994). La fwtción de estas proteínas ha sido verificada por expresión en ovocitos de Xenopw y 

células CHO, caracterizandose 7 transportadores de hexosas y un transportador de mio-inositol 

homólogo en protozoarios, y dos transportadOles de hexosa en Schistosoma. Algunas de estas 

proteínas se expresan diferencialmente durante el ciclo de vida de estos parásitos (Cairns et al. 

1989; Bringaud y Baltz, 1992; Bringaud Y Baltz, 1993; Skelly y Sboemaker, 1996). La expresión 

21 



diferencial de las proteínas así como las diferencias en la. afmidad por los sustratos entre los 

diferentes transportadores han sido relacionadas con las condiciones fisiológicas experimentadas 

por estos parásitos (Banett el al., 1998; Skelly el al., 1998). 

f----OUT 

!----IN 

N 

Figura 6. Modelo de orientación en la membrana plasmática de GLUTl. Las 12 regiones 

transmembranales son mostradas COmo cajas y están numeradas del 1 al 12. El sitio de N

glicosilación entre las dos primeras regiones transmembranales es mostrado. Los extremos amino 

(N) y carboxilo (C) terminales están orientados al interior de la célula (tomado de Gould y 

Holman, 1993). 
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III. HIPÓTESIS 

Dado que la larva o cisticerco de T. solium, se desarrolla en un ambiente donde la 

concentración de glucosa es alta y Se mantiene relativamente constante, es de esperarse que el 

parásito utilize preferentemente la difusión facilitada como sistema de transporte para internaLizar 

la glucosa del medio externo, y para distribuir el azúcar a través de la pared vesicular del parásito. 

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

IV. OBJETIVO 

El objetivo del presente trabajo fue la caracterización molecular del sistema de transporte 

de glucosa mediado por proteinas facilitadoras en el cisticerco de T. soJium. La caracterización de 

estas proteínas. así corno su localización en los tejidos del pará.sito pennite proponer una 

hipótesis sobre la función específica de los transportadores encontrados en los distintos 

compartimentos parasitarios. 

METAS ESPECÍFICAS. 

l. Clonar y caracterizar molecularmente proteínas con características de transportadores 

facilitadores de glucosa, a partir de la biblioteca de cDNA de cisticercos de T. solium, 

2. Expresar las clonas obtenidas en un sistema heterólogo (ovocitos de Xenopus) que nos 

permita caracterizarlas ftmcionalmente como transportadores de glucosa. 

3. Realizar estudios de ínmunolocalizaci6n de las proteínas sobre el tejido parasitario, a través 

de la producción de anticuerpos específicos. para proponer su papel en el parásito. 

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

neurocisticercosis, mediante ensayos de Westem blot. 
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V. MATERIALES y MÉTODOS 

1. MATERIALES BlOLÓGICOS 

A. Parásitos. Los cisticercos de T. solium fueron obtenidos por disección de músculo 

esquelétíco de cerdos infectados. Los cisticercos de T. crassiceps fueron obtenidos de la cavidad 

peritoneal de ratones BALB/c mantenidos en el laboratorio. El parásito adulto de T. saginata fue 

gentilmente donado por la Dra. A. Aluja (Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, UNAM) 

y el parásito adulto de T. so/ium, fue obtenido de hamster experimentalmente infectado, 

amablemente proveído por J. Ambrosio y A. Flisser (Facultad de Medicina. UNAM). Todos los 

tejidos se lavaron con solución salina amortiguada con fosfatos, pH 7.2 (PBS) y rápidamente 

fueron congelados a -70°C hasta su uso, en algunos casos previa inclusión en Tissue-tek (Miles 

Inc.). 

B. Anticuerpos y sueros. Para la producción de anticuerpos (Ae) específicos contra cada 

una de las TGTPs se sintetizaron los péptidos correspondientes a la región carboxilo terminal de 

las proteínas TOTPl (NH2-CEAA TALRRSDEEDAKVDA-COOH) y TGTP2 (NH2-

CRSLPSENGENMTKSDRVKF-COOH). Los péptidos fueron acoplados a albúmina bovina y se 

usaron para inmunizar conejos como se describe en Zhong el al., (1995). Los Ac dirigidos contra 

cada lUla de las TGTPs :fueron purificados, a partir del suero de los conejos inmunizados, por 

cromatografia de afinidad hacia cada péptido acoplado a ovalbúmina conjugados a columnas 

HiTrap NHS-activadas (Pharmacia !nc.). Los Ac retenidos, denontinados Ac a-TOTPlc y a

TGTP2c respectivamente, fueron eluidos en glicina 0.1 M, pH 2.5, neutralizados con Tris pH 8.0 

Y dializados exhaustivamente en PBS. Los sueros de pacientes cisticercosos (30 sueros) y de 

pacientes con problemas neurológicos, negativos para cisticercosis (30 sueros), fueron 

amablemente suministrados por D. Correa (Instituto Nacional de Diagnóstico y Referencia 

Epidemiológica, México, D.F.). Los sueros de ratones infectados con cisticercos de T crassiceps 

fueron obtenidos por sangrado de la cola de animales con 2 meses de infección. Todos los 

anticuerpos y sueros fueron almacenados a _20°C hasta su uso. 
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e Células eucariotes y bacterias. Para la expresión proteica en células de insecto 

infectadas con baculovirus se usó la linea celular de cultivo Sf9, derivada del insecto Spodoptera 

frugiperda (Eukaryotae; Metazoa; Arthropoda; Tracheata; Insecta; Pterygota; Lepidoptera; 

Noctuoidea; Noctuidae; Spodoptera). Las cepas de Escherichia coli utilizadas en el presente 

proyecto fueron: 

C600hjlA 

fenotipo: supE44 hsdR thi-lleuB6lacYl tonA21 hlAI50 [chr::TnIO(td)] 

TGI 

fenotipo: supE hsdD5 thi D(lac-proAB) F[traD36 proAB+ lac!' lacZDM15] 

XLI-BLUE 

fenotipo: recAI endAI gyrA96 thil hsdRl7 supE44 relAI D(lac-proAB) F'proAB 

lacJ'ZDM15 TnlO (td) 

D. Bibliotecas de cDNA. En el laboratorio se dispone de bibliotecas de cDNA con insertos 

de tamafto seleccionado (> 2 kb) del cisticerco de T. solium, construidas en el bacteriófago AgtlO 

como se describe en Landa et al., (1993). La biblioteca de cDNA de parásito adulto de T. solium, 

construída en el fagémido AZapll, fue suministrada por el Dr. Landa (Facultad de Medicina, 

UNAM). 

2. MÉTODOS DE BIOLOGÍA MOLECULAR. 

A. Titulación de las bibliotecas. Se titularon las bibliotecas de cDNA construidas en los 

bacteriófagos AgUO y AZapIl (Sambrook et al., 1989). Se hizo una dilución 1:50 de un cultivo 

nocturno de las cepas C600hfa+ y XLI-blue, respectivamente, en medio Luria-Bertrani (LB) con 

0.2% de maltosa. Se incubó a 37°C por 2 h y se centrifugó a 4000 g por 10 minutos a temperatura 

ambiente. El precipitado de bacterias fue resuspendido en un décimo del volumen inicial en 

MgS04 al 0.01 M. estéril. Estas bacterias fueron infectadas con diferentes diluciones de cada una 

de las bibliotecas. La infección se llevó a cabo a 37"C durante 20 minutos. Posteriormente, las 
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células fueron sembradas en medio LB sólido foonando un tapete con medio LB top-agar 

(0.75%) y se incubaron toda la noche a 37°C, Al día siguiente se contaron las placas fonnadoras 

de lisis (Pfl) y se escogió la dilución adecuada para llevar a cabo los tamizajes. 

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

i)Obtención de sondas. Una sonda fue obtenida como se describe en Rodríguez-Contreras 

(1996). Brevemente, para obtener la sonda se sintetizaron los oligonucleótidos degenerados GTP-

2CG y GTP-3CG (Tabla 1, pago 37), a partir de regiones conservadas en la secuencia de 

aminoácidos de transportadores de glucosa humanos y de S. mansoni. Se realizó una Reacción en 

Cadena de la Polimerasa (PCR) usando como templado DNA de los fagos de Agtl O de la 

biblioteca de cDNA del cisticerco de T. solium. El producto de PCR fue separado en geles de 

agarosa al 1% en Tris-acetato (TAE). Se recortó la región del gel donde migra la banda de DNA 

de 500 pb, Y se purificó por afinidad al polvo de vidrio. Se hizo un segundo PCR a partir del 

purificado anterior bajo las mismas condiciones que el primero. El fragmento de DNA, de tamaño 

esperado, se purificó por la misma técnica y se usó como sonda en el tarnizaje de la biblioteca 

usando condiciones de alta astringencia (hibridación a 65°C y lavados con SSC 2X), resultando 

en el aislamiento de las clonas de TGTP2. Una segunda estrategia para el aislamiento de clonas 

de esta biblioteca de cDNA fue usar DNA conteniendo la región codificadora amino tenninal (1 

Kb) del transportador de glucosa de S. mansoni, SGTPl (Skelly el al., 1994). El fragmento de 

DNA fué marcado radiactivamente y usado en el tamizaje de la biblioteca en condiciones de baja 

astringencia (hibridación a 50°C y lavados con SSC 6X). Clonas diferentes a TGTP2 fueron 

seleccionadas mediante ensayos de restricción. Esta estrategia dió como resultado el aislamiento 

de las clonas de TGTPI. Las sondas de las regiones codificadoras completas de TGTPl y TGTP2 

fueron obtenidas por PCR usando las parejas de oligonucleótidos TGTPlXl-TGTPlX2 y 

TGTP2XOA-TGTP2XOB, respectivamente (Tabla 1, pago 37). 

ii) Marcaje radiactivo de las sondas. Las sondas fueron marcadas radiactivamente con 32ap 

(Amersham Intemational, PLC) por el método de "Random Primer" usando el Random Primer 

DNA Labeling Kit (U.S.B. Corporation). 
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iii) Tamizaje de las bibliotecas de cDNA en AgtlO y AZapll. Los tamizajes se realizaron 

siguiendo la técnica de Bentcn y Davis (1977). Las bacterias fueron infectadas y sembradas en 

medio LB sólido como se describió previamente. Las cajas se incubaron toda la noche a 37°C. 

Los fagos obtenidos en las pfl fueron transferidos a membranas de nylon (Amersham 

Intemational, PLC) por duplicado. Los filtros fueron tratados con una solución desnaturalizante 

(NaOH. 1.5 M; NaCI, 0.5 M) por 10 minutos y posteriormente neutralizados con una solución de 

Tris-HCI al 0.5 M (PH 7.4) Y NaCI al 0.5 M. El DNA de los fagos fue fijado a las membranas por 

exposición a luz U.V.(120 milijoules/cm2
). Las sondas fueron usadas en el tamizaje de 80000 

fagos en condiciones de alta y/o baja astringencia (ver arriba). Las señales de hibridación fueron 

detectadas por autogradiografia después de la exposición de los filtros por 12-24 h a -70°C, con 

pantalla amplificadora. Las placas se recuperaron directamente de las cajas de petri por succión 

con pipeta Pasteur colocandolas en 200 ¡..tI de SM. Se dejó difundir los fagos a 37°C por 2h y se 

guardaron a 4°C para su posterior análisis. 

C. Amplificación del DNA por peRo En general, las reacciones se llevaron a cabo como 

sigue: se realizaron 25 ciclos a 94°C como temperatura de desnaturalización por 30 segundos; 

50°C como tempertatura de "annealing" por 1 minuto y 72°C por 1 minuto, como tiempo de 

extensión. En algunos casos, la temperatura de "annealing" pudo variar según la temperatura 

óptima para la pareja de oligonlucleótidos usados. Los productos de las reacciones fueron 

sometidos a electroforesis en un gel de agarosa al 1 % en TAE. Los fragmentos amplificados 

fueron purificados por afmidad a polvo de vidrio. 

D. Transformación bacteriana. Células bacterianas de las cepas TG 1 Y XLI-blue de E. 

coli fueron preparadas para electroporación de la siguiente manera: las bacterias se crecieron a 

37°C hasta una densidad de 0.5-1.0. El cultivo fue centrifugado a 4000 g por 15 minutos y el 

pellet bacteriano se resuspendió en un volumen similar de agua bidestilada estéril. Se centrifugó 

bajo las mismas condiciones y se resuspendió el pellet en 0.5 volúmenes de agua. Se hicieron tres 

lavados más resuspendiendo en 0.5, 0.02, Y 0.002 volúmenes de agua. Todos los lavados se 

llevaron a cabo a 4°C. Las células fueron guardadas a -70°C en 10% de glicerol estéril en 
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alícuotas de 40 , . .d. Se electroporó 1-2.5 mI de la mezcla de ligación en 40 I .. d de las células 

bacterianas en el "Electro Cell ManipulatorR600" (BTX, INe.) .. Las bacterias transfonnadas 

fueron crecidas en 1 mI de medio LB por 1 h Y sembradas sobre cajas del mismo medio con 

ampicilina (l 00 ~glml). 

E. Purificación del DNA de plásmido a partir de las bacterias transformadas. Se inoculó 

una colonia aislada de cada clona a purificar, en S mI de medio LB con ampicilina (100 flglml) y 

se dejó crecer a 37°C durante toda la noche con agitación continua. El cultivo fue centrifugado a 

16000 g durante 20 segundos y el pellet bacteriano fue sometido a lisis alcalina como se describe 

en Zhou et al. (1990). El DNA fue sometido a precipitación etanólica y resuspendido en agua 

estéril conteniendo RNAsa a una concentración de 100 Jlg/rnl. En el caso del vector AZapIl se 

hizo la excisión de fagémidos. Este vector tiene la particularidad de que se puede manipular para 

dar origen al fagémido pBluescript SK', a través de un proceso de excisión que necesita de un 

fago ayudador y de una cepa bacteriana de E. coli no supresora, que impida la replicación del fago 

ayudador. Las clonas positivas se sometieron al proceso de excisión, usando el sistema del fago 

ayudador ExAssist y de la cepa bacteriana SOLR (Stratagene, USA) de acuerdo a las 

instrucciones del fabricante. Posterionnente a la excisión, el DNA fue purificado como se 

describió arriba. 

F. Subclonación en el vector Mi3. Los fragmentos de DNA respectivos, amplificados por 

PCR usando los oligos AgtlO S' Y "gtlO 3' (Tabla 1, pago 37), fueron ligados al fago MI3mpl9 

previamente digerido con la enzima SmaI, a 160C durante toda la noche. Células bacterianas de la 

cepa TG 1 de E. coli fueron transformadas por electroporación (ver inciso 2D), y sembradas sobre 

medio LB sólido en una capa de agar al 0.7%, 1.5 mg de Blue-gal y 0.48 mg de IPTG. Las 

bacterias infectadas por el fago se identificaron por las placas de crecimiento lento formadas entre 

el tapete de bacterias no infectadas y. entre éstas, las que poseían el inserto por ser translúcidas a 

diferencia de las placas azules que poseían el fago sin inserto (Sambrook et al., 1989). Para 

purificar el DNA de cadena sencilla de estas clonas, se inoculó 3.5 mI de medio LB fresco con 

100 mi de Wl cultivo nocturno de células TGl con cada templado y se dejó crecer a 37°C por 5-6 
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h con agitación continua. El cultivo fue centrifugado a 16000 g durante 10 minutos, y los fagos 

presentes en el sohrenadante fueron precipitados con polietilenglicol al 4% y NaCI al 0.5 M 

(PEG). Las protei.nas víricas fueron extraídas con fenol-cloroformo y el DNA fue sometido a 

precipitación etanólica. 

G. Secuenciación del DNA. La reacción de secuenciación se llevó a cabo por el método de 

terminación de cadenas por dideoxinucleótidos (Sanger et al., 1977), utilizando el kit de 

secuenasa versión 2.0 (U.S.B. Corporation). Las reacciones de secuenciación fueron sometidas a 

electroforesis en geles de acrilamida 6 y 4%, bisacrilamida 0.4% y urea 50% en TBE. Las clonas 

obtenidas del tamizaje de las bibliotecas fueron secuenciadas en ambas direcciones, mediante el 

diseño de oligonucleótidos sintéticos (Tabla 1, pago 37). Las clonas obtenidas para expresión 

fueron secuenciadas en los extremos para verifkar la orientaci6n )' marco de lectura correcto. En 

el caso del DNA de plásrnido, éste se desnaturalizó previamente corno se describe por Barker 

(1993). 

H. Análisis de las secuencias. Los análisis por computadora de las secuencias obtenidas 

fueron llevados a cabo con el programa pe/GENE (Intelligenetics, INe.). Las secuencias usadas 

en la alineación se encuentran disponibles en GeneBank (ver anexo 1). Las secuencias de 

aminoácidos se alinearon usando el algoritmo Clustal implementado en el programa DNAMAN 

(Lynnon BioSoft, 1994~1997); posteriormente la alineación se obtimizó manualmente. En los 

análisis de inferencia filogenética se excluyeron las regiones altamente variables (ver la 

alineación usada en el anexo 2). 

El análisis de inferencia filogenética por el método de Parsimonia se hizo con el algoritmo 

de "Branch-and-BoWld" del programa PAUP (Swofford. 1990). La topología obtenida se evaluó 

con 100 réplicas de Bootstrap usando como grupos externos las secuencias LACPKL, QYANEU 

y MAL6lY (ver anexo 1). Las condiciones empleadas en el análisis con PAUP :fueron las 

preestablecidas (default) en el programa. 

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

(Kumar et al., 1993). Las distancias entre secuencias se calcularon con la fónnula de Distancia p, 
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y los árboles se construyeron con el algoritmo de Neighbor-Joining con un Bootstrap de 1000 

réplicas. 

1. Elaboración de las construcciones de expresión en Xenopus. La región codificadora 

completa de cada lUla de las TGTPs fueron amplificadas por PCR usando los oligonucleótidos 

TGTPI-Xl y TGTPI-X2 (para TGTPl) y TGTP2-XOA yTGTP2-XOB (para TGTP2), los cuales 

contienen en sus extremos 5' los sitios de restricción BamID (TGTP1) Y Bg1l1 (TGTP2). Los 

fragmentos de DNA obtenidos fueron purificados por afmidad al polvo de vidrio, digeridos y 

ligados en el vector de transcripción pSP64T (ver anexo 3), previamente digerido con Barnlll, de 

tal forma que el RNA pudiera ser sintetizado in vitro a partir del promotor SP6 (Melton et al., 

19&4). Se aisló por lo menos una clona positiva, orientada correctamente con respecto al 

promotor SP6, de cada una de las proteínas y el DNA de los plásrnidos recombinantes fue 

purificado usando Wl kit para purificación de DNA plasmídico (BIGprep Plasmid DNA 

preparation Kit; 5PRIME -? 3PRIME, lnc.), linearizado "downstream" de la secuencia de 

poliadenilación del vector, y utilizado para sintetizar RNA in vifro usando el rnCAP mRNA 

Capping Kit (Stratagene Cloning Systems), según las instrucciones del fabricante con la 

excepción de que a cada reacción se le añadió 40 unidades de RNAsina y 40 unidades de SP6 

RNA polímerasa de Promega (Skelly el al., 1994). 

J. Elaboración de las construcciones para la expresión de las rGTPs en las células Sj9. 

i) Subclonación en el vector pVL1393 y co-transfección con baculovirus en las células 

Sf9. Para la expresión de las proteínas en este sistema, las secuencias codificadoras completas de 

TGTPI y TGTP2 fueron amplificadas por PCR como se describe arriba (inciso 1). Los fragmentos 

de DNA purificados por afinidad al polvo de vidrio, fueron digeridos con BarnHI (TGTP1) y 

Bg1l1, Y subclonados en el vector de transferencia a bacuIovirus pVL1393 (ver anexo 3), 

previamente digerido con BamID. Los plásmidos recombínantes conteniendo las secuencias de 

estas proteínas en orientación correcta fueron purificados usando el Kit para purificación de DNA 

plasmídico "B1Gprep Plasmid DNA preparation Kit" (5PRIME .... 3PRIME, Ine.), mezclados con 

el DNA del baculovirus (BaculoGold Baculovirus DNA, Pharmingen, Ine.) y usados para co-
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transfectar la linea celular Sf9 con una suspensión de tiposomas (lnsectin, Invitrogene 

Corporation) siguiendo las instrucciones de la casa comercial. Los baculovirus recombinantes 

fueron recuperados por centrifugación de los cultivos a tOOO g durante 2 minutos a 4°C. El 

sobrenadante conteniendo las partículas virales, fue almacenado a 4°C. 

ii) Cultivo de las células de insecto Sf9. Las células de insecto fueron cultivadas en el 

medio Grace suplementado para células de insecto (GIBCO, BRL) con 10% de suero bovino fetal 

y 0.3% de gentarnicina, e incubadas a 27°C. Para la infección con el baculovirus recombinante, se 

colocó las células en frascos de cultivo de 25 cm2
, y se dejaron adherir por 15 minutos. Se retiró 

el sobrenadante y se agregó 3-4 mI de medio de cultivo más la cantidad adecuada del 

sobrenadante que contenía las partículas virales. Para obtener alto título de virus, las células se 

incubaron a 27°C durante 72-96 h, mientras que para obtener las fracciones de membrana de las 

células infectadas, se recuperaron las células a las 48 horas de infección. 

K. Elaboración de las construcciones de las TGTPs en pRSET y pcDNA3. Para la 

elaboración de las construcciones de las proteínas recombinantes completas y/o los péptidos 

correspondientes al asa externa que se forma entre las dos primeras regiones transmembranales 

(TGTP1, aa 1-93; TGTP2, aa 1-90), se usaron los vectores pRSET y pcONA3 (ver anexo 3). 

Usando la mezcla de oligonucleótidos adecuada, se amplificó la región codificadora de cada 

proteína o fragmento de la misma a expresar. Para la proteína completa TGTPI se usaron los 

oligonucleótidos TGTP1-Xl y TGTP1-X2. Para el fragmento amino tenninal de esta proteína se 

usó TGTP1-Xl y TGTP1-X3A para la clonación en pRSET, y TGTP1-Xl y TGTP1-X3B para 

pcONA3. Los oligonucleótidos usados para TGTP2 fueron TGTP2-XOA y TGTP2-XOB, y en el 

caso del fragmento amíno se usó TGTP2-XOA y TGTP2-XOC para pRSET, y TGTP2-XOD y 

TGTP2-XOC para pcONA3 (Tabla 1, pago 37). Los fragmentos de ONA obtenidos fueron 

purificados por afmidad al polvo de vidrio y digeridos en los extremOS con las enzimas de 

restricción correspondientes para posterionnente ligarlos al vector previamente tratado (pRSET A 

para TGTP1, y pRSET B para TGTP2). La reacción de ligación se llevó a cabo toda la noche a 

16°C, empleando la enzima DNA T4-ligasa según las instrucciones de la casa comercial (BioLab, 

Co.). Las bacterias competentes fueron transformadas por electropora.ción (ver inciso 3D) y se 
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crecieron en medio LB sólido con ampicilina (100 J.l.g/mI) durante 24 h. Las clonas positivas 

orientadas correctamente fueron seleccionadas por ensayos de restricción y continuadas por 

secuenciación de los plásmidos recombinantes en las regiones de ligación usando los 

oligonucleótidos pRSET-HU y pRSET-HUR en el caso del vector pRSET (Tabla 1, pag.37). 

3. MÉTODOS BIOQUÍMICOS E INMUNOQUÍMICOS. 

A. Obtención de la fracción de membrana de células de insecto y tejido parasitario. Las 

fracciones de membrana fueron preparadas como se describe en Ramwani y Mishra (1986). Las 

células de insecto fueron resuspendidas en PBS con inhibidores de proteasas (TLCK 100 mM, 

PMSF ImM y leupeptina 1 mM) a 4'C, y se sonicaron a 250 W por 15 segundos, tres veces. Se 

añadieron 10 volúmenes de sacarosa al 20% a la suspensión y se centrifugó a 1000 g por 10 

minutos a 4"C. El sobreoadante obtenido fue centrifugado a 100000 g por 1 ha 4·C. El pellet fue 

resuspendido en amortiguador de corrida (SOS al 3%, urea al 4 M, glicerol al 10%, Tris-HCL al 

100 mM, pH 6.8), Y congelado a _20°C hasta su uso. La fracción de membrana de cisticercos fue 

preparada siguiendo la misma técnica con la excepción de que antes de la sonicaci6n, los 

cisticercos congelados fueron homogenizados usando un Polytron (Brinkmann Instruments, Co.) 

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

B. Cuantificación de proteínas. La cuantificación de proteínas se llevó a cabo con el kit 

para dicho fm basado en la técnica de Bradford (1976), "Bio-Rad Protein Assay" (BioRad, Lab.). 

Se usó albíunína sérica bovina (BSA) como patrón. 

C. Electroforesis en geles de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE). La 

composición polipeptídica de las fracciones obtenidas fue detenninada por SDS-PAGE, usando 

geles al 10, 12.5 Y 15% de acrilamida, de acuerdo al método descrito por Laemmli (1970). La 

visualización de las bandas proteicas se realizó por tinción de los geles con azul brillante de 

Coomassie. Para la detenninación de los pesos moleculares se utilizó 1.U1a mezcla de proteínas 

globulares (Bio-Rad Lab., y/ó Sigma) como patrones. 
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D. Electrotransferencia de proteinas. Previamente a la transferencia, se resolvieron por 

SDS-PAGE las bandas proteicas de las fracciones usadas. La cantidad de proteína aplicada por 

minigel fue de aproximadamente 100-lSQ mg de las fracciones de proteínas. Las proteínas fueron 

transferidas a membranas de nitrocelulosa (Towbin et al., 1979). La transferencia se llevó a cabo 

a 1 amperio constante por 35 minutos. Para evaluar la calidad de la transferencia se tiñó el papel 

de nitrocelulosa con solución de Ponceau S (Sigma). El colorante fue lavado con ab\Uldante agua 

destilada. El papel de nitrocelulosa usado en las transferencias se recortó en tiras según los 

esquemas de ensayos a realizar: 

i) Reconocimiento de proteínas por los Ac a-TGTPs. Las tiras fueron bloqueadas con 

leche descremada al 5% en PBS~ Tween 20 al 0.05% durante toda la noche a 4°C con agitación 

constante. Se lavaron tres veces con PBS-Tween 20 por 5 minutos (cada vez) y se incubaron con 

los Ae a"TGTPl o a-TGTP2 a diferentes diluciones en PBS"Tween 20 durante 1"2 h. La 

incubación se llevó a cabo a temperatura ambiente con agitación constante. Se repitieron los tres 

lavados y se incubaron con un Ac a-lgG de conejo (1 :2000) conjugado con peroxidasa bajo las 

mismas condiciones. Finalmente, las tiras se lavaron 3 veces con PBS-Tween 20 y una vez con 

PBS para ser reveladas con una solución que contenia orto-c1oro nafta} al 0.05%, metanol al 17%, 

PBS al 83% y H,<h al 0.08%. La reacción fue detenida a los 10-15 min lavando las tiras con 

abundante agua destilada. 

ii) Reconocimiento de las proteínas con sueros de pacientes neurocisticercosos, sueros de 

ratones infectados con T. crassiceps y sueros controles. Este reconocimiento se llevo a cabo en 

fonna similar al reconocimiento con los Ac, sustituyendo la solución de bloqueo por BSA al 3% 

en PBS-Tween 20 al 0.05%. Los sueros se usaron en diluciones 1:50 y 1:100, y un Ac a-IgG 

humana (Zymed Lab. loe.) acoplada a peroxidasa fue usada como segunda anticuerpo. 

iii) Reconocimiento de las proteínas sobre el tejido parasitario. Los cortes de tejido sobre 

laminillas cubiertas con poli L-lisina se hidrataron con PBS pH 7.2, Y se incubaron oon suero 

nonual de cabra al 20% en PBS por 30 minutos. Se lavó con PBS" Tween 20 al 0.15% e 

inmediatamente se incubaron durante toda la noche a 4°C con los Ac a.-TGTPlc y a-TGTP2c en 

PBS-Tween 20 al 0.15%, BSA al 3%. Las laminillas fueron lavadas extensivamente COn PBS-
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Tween 20 al 0.15%, e incubadas en oscuridad durante 1 h a temperatura ambiente, con la fracción 

F(ab')2 de la IgG a-conejo conjugada con tluoresceina (Boehringer Mannheim, Biochemicals) a 

lUla concentración de 2 mglml. Se lavaron las laminillas y se montaron con cubre-objetos usando 

PBS-gliceroI en proporcion 1 :9. Los controles fueron incubados con segundo anticuerpo 

solamente. Las láminas fueron observadas inmediatamente y fotografiadas en un microscopio de 

epifluorescencia (Nikon Corporation). 

E. Expresión juncional de las TGTPs en ovocitos de Xenopus. Ovocitos maduros de 

Xenopus, previamente aislados y purificados, fueron inyectados con aproximadamente 50 ng por 

ovodto del RNA previamente sintetizado y cuantificado (ver inciso 21), y se incubaron a 18°C en 

medio Leibowitz L--15 al 50%, durante 48 h para pennitir la expresión de las proteínas (Maner, 

1983). Para medir el transporte basal se usaron ovoc1tos no inyectados por no presentar 

diferencias con los ovocitos inyectados con agua u otro DNA irrelevante (Skelly el al. 1994). Para 

realizar los ensayos de captación de glucosa por los ovocitos inyectados con RNA de las TGTPs, 

los grupos de 5-6 ovodtos fueron incubados por 1 h a temperatura ambiente en una solución 

amortiguadora (NaCl al 100 mM, KCl al 2 mM, MgCh al l mM, CaC!, al ImM, HEPES al 10 

mM Y Tris-HCl 50 al mM, pH 7.5) que contenía 2-desoxiglucosa al 0.1 mM, [l,2-1H)2-

desoxiglucosa a 1 JlCilm1. Subsecuentemente, los ovacitos fueron lavados 5 veces a 4°C con el 

amortiguador de captación frío antes de ser solubilizados individualmente en SDS al 2% (Skel1y 

el aL~ 1994). La cantidad de radiactividad incorporada por cada ovadta fue medida en un 

contador de líquido de centelleo. El efecto de diversos azúcares a 10 mM (D-glucosa, L-glucosa, 

D-manosa, D-galactosa, D-fructosa y D-maltosa) y de ciertos inhibidores a 1 mM (ouabaina, 

floretina, florizina, citocalasina B) fue estudiado. Cuando se ensayó el efecto de los inhibidores, 

diferentes grupos de ovocítos fueron pre~incubados con cada 000 de los compuestos 30 minutos 

antes de comenzar el ensayo de transporte. Para evaluar el efecto del sodio sobre el transporte de 

glucosa, el cloruro de sodio fue remplazado por cloruro de colina a 100 mM en el amortiguador 

de captación. Los experimentos se realizaron 2 veces, y los datos son presentados como la media 

+/- la desviación standard de la captación de por lo menos 4 ovocitos individuales, de un 
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experimento representativo. Los datos fueron comparados por la prueba "t" de Student de dos

colas (p<O.05). 

F. Expresión de proteínas recombinantes en bacterias. Para la expresión de las proteínas, 

cultivos de toda la noche de las bacterias XLI-blue transformadas con los plásmidos 

recombinantes (ver inciso 2K) se diluyeron 1:50 en medio de cultivo SOB con MgS04 al 10 mM 

conteniendo 100 J..1gIml de ampicilina y se crecieron a 37°C en agitación constante hasta obtener 

\ll18 OD600=O.3. La expresión de péptidos de fusión se indujo con la adición al medio de lPTG 2 

mM Y una hora después el bacteriófago ayudador M 13m, que aporta la polimerasa T7 necesaria 

para la producción de transcritos de la proteína de fusión. Para determinar el tiempo óptimo de 

expresión se hizo Wl análisis cinético de expresión de las proteínas recombínantes por 

corrimiento electroforético de lisados de bacterias inducidas y recolectadas a distintos tiempos a 

partir de la adición del IPTG. Se determinó la localización celular de los péptidos siguiendo las 

instrucciones del Manual "Xpress System Expression Description" (Invitrogen, Ca.). 

4. CITOQUÍMICA 

Se obtuvieron cortes seriados de 6-8 ¡..un de grosor de los tejidos parasitarios (cisticercos 

de 1. solium y T. crassiceps; proglótidos maduros de T. solium y proglótidos grávidos de T. 

saginata), los cuales fueron colocados sobre láminillas previamente recubiertas con poli L-lisina 

al 0.01%, siguiendo las instrucciones de la casa comercial (Sigma). Las tinciones descritas abajo 

fueron realizadas siguiendo los procedimientos descritos en el manual "AFIP Laboratory Methods 

in Hístotecchnology". 

Tinciones: Hematoxilina-Eosina 

PAS (Schiff-ácido periódico) 

Verhoeffs elastic stain 
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Tabla 1. Secuencia de los oligonucIeótidos sintéticos disefiados para este trabajo de tesis. 

Nombre Secuencia 

TGTPI-Xl S'-CGGGATCCACCATGAAAGGCATATCTGGC-3' 
TGTPI-X2 S'-CGGGATCCTTGTCTACGGAGGT-3' 
TGTPI-X3A 5' -GCCGAA TTCTAGTTCACCA TCAGACTGCG-)' 
TGTPI-X3B 5' -GCGCTCGAGCTAGTTCACCA TCAGACTGCG-)' 
TGTPI-A 5' -GCAAA TCTGCCTGGAG-3' 
TGTPI-B 5' -GTTCCTCACGGAGA TTG-3' 
TGTPI-C 5 '-CCAGCAAACTGCCAC-3 , 
TGTPI-D 5'-AGATCTTCGCATGCC-3' 
TGTPI-E 5'-CAACGCGGCGACTC-3' 
TGTPI-G 5'-GTTGGCGATATTGACG-3' 
TGTPI-H 5'-CACCCTTCTGTTATGGCC-3' 
TGTPl-1 5 '-CATGCCGGAGACAAAG-3 , 

TGTP2-XOA 5'-CGCAGATCTACCATGGTTAACTTCCACTACG-3' 
TGTP2-XOB 5'-CGCAGATCTCTAGAATTTGACCCTATCGG-3' 
TGTP2-XOC 5 '-CGCAAGCTTACCATGGTTAACTTCCACTACG-3 , 
TGTP2-XOD 5 '-GCGAATTCTAAAGAGACAGCTTTCGCCC-3 , 
TGTP2-XOE 5 '-CGCAGATCTACCATGAGTATTTCTTCCAGGGT-) , 
GTP-2CG 5'-CAGCAGTTCTCCGGCA T(ACT)AA(CT)G-3' 
GTP-3CG 5'-TCGTCGAAGGTGCGGCCCTT(ACGT)GT(TC)TC-3' 
GTP-4 5'-GCAGTTCACCTTCACC-) , 
GTP-5 5' -GGQCTCAA TCCCGTGG-3' 
GTP-6 5'-CCAGTATATCTCGCAG-3' 
GTP-7 5'-GCTGCCTGACAAGCC-3' 
GTP-8 5' -CCACACCCAAAGTCGC-3' 
GTP-9 5' -GGATGAGTTTGTGCGC-3' 
GTP-IO 5 '-AGGCTGCTCATTGCCTG-3 , 
GTP-II 5'-CCCCGTTACA TTCTACTG-3' 
GTP-12 S' -GTA TCGCCTCGGAGCC-3' 

pRSET-HU 5'-TCATCATGGTATGGCTAGC-3' 
pRSET-HUR S'-GCTAGTTATTGCTCAGCGG-3' 

AgtlO 3' 5 '-GGGGATCCAAGCTTATGAGTATTTCTTCCAGGGT-3 , 
AgtlO y 5'-GGCTGCAGAA TTCAGTTCAGCCTGGTTAAGTCC-3' 
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VI. RESULTADOS 

Aislamiento y caracterización molecular de clonas de cDNA que codifican para 

transportadores de glucosa en T. solium (TGTPs). Para la clonación de los genes de 

transportadores de glucosa pertenecientes a la familia SP se siguieron principalmente dos 

estrategias. La primera consistió en disefiar oligonucleótidos degenerados a partir de regiones 

conservadas en la secuencia de aminoácidos de transportadores de glucosa de mamíferos y del 

parásito platelminto S. mansoni. Los oligonucleótidos GTP-2CG y GTP-3CG fueron utilizados 

para amplificar por PCR un fragmento de DNA, el cual se usó como sonda en el tarnizaje de la 

biblioteca de cDNA de cisticercos de T. solium. El fragmento de PCR obtenido de 500 pb 

permitió el aislamiento de una clona de 1703 pb con un marco de lectura abierto de 1500 pb Y una 

región "downstream" de 156 nucleótidos donde se observa la señal de poliadenilación AATAAA 

(Rodríguez~Contreras. 1996). La secuencia de aminoácidos deducida corresponde a una proteína 

de 500 aminoácidos, con un masa molecular de 54.5 leDa (Fig. 7). Esta proteína muestra un 44-

56% de similitud con transportadores humanos y los transportadores de glucosa de S. mansan; 

(Tabla 11). Dada su mayor identidad (41.9%) y similitud (56%) con la proteína de S. mansoni 

SGTP2, se denominó a la proteína de Taenia TGTP2. 

En un intento por obtener otras proteínas con estas caracteristicas, se realizaron tamizajes 

de la biblioteca de cDNA del cisticerco de T. solium, usando una sonda heteróloga. Para 10 cual se 

utilizó Wl fragmento de DNA de aproximadamente 1 Kb correspondiente a la región amino 

terminal que codifica para la proteína de S. mansoni, SGTPI (Skelly el al .• 1994). El tamizaje 

realizado en condiciones de baja astringencia (50°C, 6X SSC) pennitió el aislamiento de una 

clona de 2.1 kb, cuyos estudios de restricción llevaron a pensar que se trataba de WIa clona 

diferente a TGTP2. Para confirmar su identidad se subclonó en el vector M13 y se procedió a 

secuenciarla completamente. Los análisis de la secuencia de nucleótidos obtenidos revelaron un 

marco de lectura abierto de 1533 pb. La secuencia de aminoácidos deducida corresponde a una 

proteína de 510 aminoácidos con un peso molecular de 55 kDa,lo que sugiere que se trata de la 

secuencia codificadora completa de un transportador de glucosa (Fig. 8). Además, los análisis de 

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

- '4 T<lAA'lTCGCGGCC'WITI"I'CAATl'GGAACCGTATGGAATCTGCTGTCTGAT'M'GTt"rCACATAA 

1 JI.'%'OO'l"I'AACM'CCACTACGTA'M'CGCTACAGTGGTGATI'G'I'A'I'ITGGC1'C'I"I'CAT'r'1'CAGT'I'CGCAAACCGGAGT1'A'M'AATAGTCCTC'I'CCCGC 
MVNFHXYPATVYIYVG$SPOPGFQTGVINSPLF l3 

101 TAATCGA.U.AATACATCCTAAGCATATGTGAGGACAGAGGCAG'lTCACC'ITCACCIUlAGTTCGT1'CAGGCAAfGAGCAGCCTCGTCG'M'GCl'GGCT1'TCC 
L 1 E K '! 1 t.. S t e E o R G S S P S " R Y V Q A lo! S S 1 " V 1\, ü f .. ,.., 

2 o 1 GATAGGCGGCAT<:"I"IT(:GTGCATTGTI"I'GGCGGAXCTGTA1'CAAATAAAATGGGGCGAAAGCTGTCTCTI"!"M'ATC'TTTAACATTCCGJl.TGGCCG'M'GGA 
r G G T F G A T, F G G S V S N K H G R K L S L F 1 f N 1 P M A Y G 100 

301 TttC"I'CCTAATGATGGC'ITGTCAGGCAGCOOT1'AG'ITITGMATGATTATCGTI'GGTAGAGTGCTI'G'ITGGA1"l'TGC~CC'ITl:ACTGGTATAG 
S l. 1 M M A e Q A A V S F El MIl V G R Y l. Y G F A e G A F T G I 133 

4; O 1 CACCAGTATATCTCGCAGAAATCGCCCCAGTCJ>,GGATTCG1'GG'l'ATG'fCGGGGATAA'I'GCACCAA'ITGGCCATI'GTC'TGTGCCATI'CTAA'I"l'TCTCAAAT 
1\ P Y Y [ A 6 T A P V R 1 R G M S G [ M H Q 1, A t Y e A 1 [. 1 S º 1 167 

s O 1 CI:"ITGGGT1'GAAGGAATTAATGGGG1'CGGCAAlIACTCTGGCCTTATCTCCTCGGCCTGACAATCATACCC7CGGTCGTCCTATTA'M'CCTAT'l"ITGGATT 
~ K E L H G S A K L w P y ! r G 1 T 1 1 P S Y Y 1 l. P L F W r 200 

601 TGTCCAGACAGCCCCCGTIACA1'TCTACTGIlATAmCAGGA'l'CTCGAGAGTGCGAAATCTGCCCT'M'TiTGGCTCCGAGGCQATACCGAAGTCGTI'GAAG 
e P D S P R Y I L L N S O o L E S A K S A L f W L R G D T E V V E 233 

701 AGGAGATCGGGGAGCTC1'TGGCTGAACAAGAGAACGAAAGCGAAAATCATACTAAAT'l'CCCCCTGAAAGACCTC'M'TCGTGTCAAAGCTC'I'GCGTITGGC 
Ji El G Ji L L A Ji O E N E S E N ¡¡ T K f' P L K o L P R V K A L R L 1'.267 

801 TCTCTTeGTCGCCG'ITGTAGCCCACTI'GGCCCAACAGTI"M'C'CGGAATAAATGCTGCTCTC'M'CTA<.-rcCACTI'C'GCTAT'I"I'GAAAGCA1'TGGGCTCACC 
J. p Y A Y Y A H J. JI Q Q F S G t N ji, p., J F 't S T S L l' E. S t G 1... l' 100 

9 o ¡ TCACAGGCCGTGTACGCGAC'T'M'GGG'I'GTGGGCTCGATGATTGTCGTCATCAC'I'GTGGC'ITCCA1'CITCC"I'TA'M'GAACGAG'I7GGTCGGCGGATCC'I'TC 
S O A V Y A T J G Y G S M 1 Y Y r T y A S 1 F 1 I Ji R V G R R ~ 333 

1001 'I"fATAGGCOOTCTCAGTOTCATGC'M"ITCAGCGCCGTCATCATCACCATCGGC'ITGGCTCTI'CGCAGCCATGCCfCTGGCC1'TG1'CTACCITGCCATCAC 
1 1 G Q 1 S V M , F S 11, VII T 1 G ! A L R S H A S G L V 't L A 1 T 367 

1101 'M'I"I'GTCTACATC'ITCG'ITGGTGGT1'TCGCTATCGGACCGGGCTCAATCCCGTGGT'M"GTGGTGGCTGAGA1'G'JTI'GTGCA'GGAGACACGTGATCl"I'GCC 
F y X 1 F Y G Q F A 1 G P G s 1 P \f! F Y Y A E '" F V O E T JI. o P A... 400 

1201 ATTGTGATCACAGTCATCGTCAATTGGCTCGCfCAAA'M'GTl'ATCAGCC1GGGATATCCTCCGeM"ITGAAl7rACCTAAAGGACTACTCC'ITCATGCCGT 
J y 1 T V 1 Y N W I A Q t Y 1 S 1 G X F P L L K 'i L K o X S F M P 433 

1 3 o 1 'I'CAT'I'GGCCTGTTGGTG.kTCTl'CATTGCCC'TGCTCTACT'I'C'l'TCCTGC~AGACGAAGGGCCGAGCGCC'I"I'G1'GA.TGTGCAOOATGAGT'M'GTGCGCAT 
F 1 G I I. Y 1 F 1 A 1 l. Y F P J P El l' K G R A P e o v o D Ji F V R '" 467 

1401 GACCGGCGGt:GCAGAOOM:GACGTCACCC1'CGGC'fCCTACAC'tCGCTCCC'M'Cc:rAG'1'GAGJ\A1'GGCGAAAA'l'JIt.TGACGAAATCCGA1'AGGG'I'CAM.'l'TC 
T G G A E D D V T L G S Y T R S L P S B N G Ji N /PI T K S o R V K F 500 

1501 TAGCGCCCT'rI'CCCTCCTCCCTCTCACCTCATCAAATGTAG'l"I"I"ITATCGmTGACCTM'GCTTCTrI'OOAGTCA'I'GTTCTATITCATATA'M"I"MTTCT 

1601 GGACAGATI'TACTGACT'M'AATAAAQTACTTGATATGAC' .~uu AA .. ~U. u .... , 1723 

Figura 7. Secuencia de nucleótidos completa y secuencia de aminoácidos deducida para 

TOTP2. El codón de iniciación (ATO) y el de tenninación (TAO) se muestran en letras oscuras. 

Las 12 regiones transmembranales potenciales se muestran subrayadas (Eisenberg el al., 1984). 
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TGTPl 

-10 CcrAC1'GGAG 

1 ATGMAGGCATATCTGGCCCACTAG'M"I'TAGCAATC'tTCACGACATG'M"I"f(lGCTCATCATTTCTC"I'TGGGCTACAACC1'GGGCG'l'CGCAA.a.TC'I'GCCTG 
MKGI5GPLV! IIIpTTCFGSSPI LGYNLGVANLP JJ 

1 O 1 GAGATAACATCAAGAAATITCTGG'ITAACTACTACAAGCCGGACAAC'I'CATCl'GCI'TI'GAATGCCMCITCCTCTACGGACAGGTAACCTCCGroCTGGT 
G O N 1 K K F L V N Y Y J( P D ~ S S A L N A N F L Y G O V T S lL.Jo,.......l1 67 

201 CATCTGTGCCGCCATTGCAGCC'ITCACG'1'GTGGrl'GGGCGGCCTGGGCAGAAAGCGCAGTCTGATGGTGAACAACGGCATTGGCATTG'I'GGGA 
1 e A I! 1 A A P T e G M V A D Q 1 G R K R S L M Y N N G T G 1 Y G 100 

301 TCAGTAATCTCC'I'C'I'G"I"GTCAGCC1'GC'I"I"I'GCTGTATGTGGGAC'GTGCGA'I'{'A{n'GGTCTGAACAGCGGTCTGAGCATTGGCATCG 
$ V ) 5 S V e v V 11 N 1;) P A L L Y V G R A 1 S G 1 ti S Q ! S 1 G I 13] 

401 CAGCGATGTTCC'TCACGGAGATTGCGCCACGCCATCfGCGGOOCATGA'I'TGGAGCCTGCAACCAAo::rGGCTATCACCATCGGCA'ITGTCATCTCCTACGT 
A A M F 1 T E 1 A P R H L R G M r G A e N Q L A 1 T 1 G T Y 1 S Y V 167 

501 GCTCACGCTGTCGCACCTTCTGAACACACCTACCCTCTGGCCAGTCGCCATGGGCG'l'CGGCGCCATTCCTGCTGTGATCGCTCTCATCAT'ITCCCCr:rI'C 
L....-l: L S H L L N T P T L W P V A M G Y G A 1 P A Y 1 A I lIS P F 200 

601 ACCG'ITGJM;TCGCCGCG'M'GGCTCTACCTCAAGAAGAAGGATGAGAAAGCTGCGCOCGAAGCC'I'TCGCTCGCATCAATGGCTCCGAGAATGTGGATATGT 
~ lO S P R W L y L K K K D B K A A R E A F A R 1 N G S E N V D M 233 

701 TCATCGCCGAGA'I'GCGTGAAGAGCTAGAGGTAGCCCAGAACCAACCAGAG'lTCAAATlTACTGAGC'1'C1TCCGTCGCAGAGATCTI'CGCATGCCTGTCAT 
F 1 A E H R E E L E V A Q N O P E F K F T E ¡:. P R R R D L R M P )!.........l 267 

801 CATAGCGG'ITCTCATTCAAGTCATGC1\GCAAC'TCTCAGGAA'ITAATGC'I'GTGGTTGCGAATTCCTCGGAG1\TGrl'GAAAAGTGCCAAGGTGTCGCCAG1\C 
1 A Y l. 1 Q Y M Q o 1 S G T N A Y Y 6 N S S E M L JI: S 1\ JI: V S P D lOO 

901 1\TGC'TGGAGT1\C'iTJ'GTGGTAGGTCTGGGCCTGCTCAACGTCATCTGCACAATCGTGGCGCTGCCGCl'GCTGGAAAAGGCGGGTCGGCGCACCCTTCTGT 
M L E X F Y v G [ G 1 ! N Y 1 e T 1 Y A ! P l. ! E K 1\ G R R ~ 333 

10 O 1 T1\TGGCC'fTCCCTCGTAGTGGCAATAAT1\CTGCTGCT1'CTGGTGATC'ITeGTCAAT1\TCGCCAACTACGGAGGCGTCGTA»o.r:AAG1\CGCCCTI'CGTTCT 
L 11 PSI V Y A r 1 1 1 ! ( V 1 P Y N 1 A N Y G G V V N K T P P y l. 367 

1101 ~CCGT<:~CJ\.'I"ITATG'I'CG\:~=o.'roGG"rt:n'GGCCCl\l\.TGCCTGCC"CTI:kTCG7CGttGI>.1!AT~GTCCT 
y S A V I V F t Y V .. A F .. M G 1 G P H P A L 1 V A E 1 F R O G P 400 

1201 CGCGCCGCCGCCTATTCCCTCAGTCAAAGCATTCAGTGGGCCTGCAATCTCATI'GTCGTAGCCTC1\'l"ITCCTTCGCTCAACGAGCTA'M'AAAGGGCTACG 
R 1\ A A Y S L S O S 1 O ji A e N 1 T Y Y .. S F F S ! N I¡ 1 1 Ji:: G X 433 

1301 TITATCTGCCGT1\TCTGGTI'GTGGTGGCAG'MTGCTGGGTGGTAT'I'CTI'CCTC'TTC1\TGCCGGAG1\C1\1\AGAATCGCACCTI'TGATGAGGTOOCACGGGA 
V X ! P X ! v V y A Y C w y y FE! F M P E T K N R T P D E V A R D 467 

14 o 1 TCTGGCCTTCGGGAGCATCG'l'GGTGGGTAAACGCACTGCGGCGC7ACMGCTCCCG'l'CTI'CACCAAGGAGGACGAGGAGGCCGC'I'ACCGCCCTCCGCCGC 
L A P G S 1 V V G JI: R T A A L O A P V F T Ji:: E D E E A A TAL R R 500 

1 5 01 AGCGACGAAGAGG1\CGCCAAGGTCGACGCCTAGACTACTCTCTI'CACTITrCCCCCCTTCC'l'CATCTC'l'TC1\TAAAGTGCTGC1\CTCCCTCC'I'GTI'G'ITT 
S D E E D 1\ K V D 1\ 510 

16 o 1 GTGTCTCCGTTTTCCCCCA'ITC1\CGC1\'ITCACTTGCC1"I'CCATCTCTI"M'T1\CTCAACC'I'CCGTAGACAAGGT'I'ACTGCGAGGCCAACTC"ITCCCTCTCC 

1 70 1 A'ITCI"I'CCT1\TAG1\TGCGGA1\GGTCAGTCAOOA'M'TCACCATAGTITITGATGATG1IAAJt.AAAAAA 1766 

Figura 8. Secuencia de nucleótidos completa y secuencia de aminoácidos deducida para 

TGTPI. El codón de iniciación (ATG) y el de terminación (TAG) se muestran en letras oscuras. 

El sitio potencial de N-glicosilación es mostrado con un asterisco (*). Las 12 regiones 

transmembranales potenciales se muestran subrayadas (Eisenberg el al., 1984). 
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Tabla U. COMPARACIÓN DE LA SECUENCIA DE AMINOÁCIDOS DE TGTPI Y TGTP2 

DE Taenia solium CON DIVERSOS TRANSPORTADORES DE GLUCOSA DE OTROS 

ORGANISMOS. 

Proteína TGTPI (%) TGTP2 (%) 

Identidad Similitud Identidad Similitud 

TGTP2 28.0 47.2 

GLUTI 31.9 49.2 37.2 53.0 

GLUT2 28.6 45.6 33.6 50.0 

GLUT3 30.8 48.8 37.3 53.6 

GLUT4 32.2 49.9 36.0 52.3 

GLUT5 29.7 45.3 31.7 49.7 

SGTPI 56.2 67.6 26.9 43.8 

SGTP2 25.2 42.1 41.9 56.0 

SGTP4 47.9 64.6 27.7 47.3 

DGTPI 30.8 47.2 37.7 55.4 

TGTPI Y 2 son proteínas de T. solium; GLUTI, 2, 3, 4, 5 Y 7 son 

proteínas humanas; SGTP 1, 2 Y 4 son proteínas de Schistosoma 

mamani; DGTPI es proteína de Drosophila me/anogas/er. Para 

calcular la similitud se tomaron [os siguientes cambios conservados 

entre los aminoácidos: V,I,L,M; F,Y; D,E,N,Q; R,K; S,T (László, 

1987). 
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proteínas (Fig. 9). Su secuencia de aminoácidos muestra un 45-50% de similitud con los 

transportadores de glucosa de humano y un 42-67% con los transportadores de S. mansoni (Tabla 

Il). Su mayor identidad (56.2%) y similitud (67.6%) con la proteina de S. mansoni SGTPI, nos 

llevó a denominarla TGTPI. 

Las secuencias de aminoácidos de TGTPl y TGTP2, deducidas a partir de las secuencias 

de nucleótidos, codifican para proteínas con las características típicas de los miembros de la 

familia SP (Baldwin, 1993; Pao el al., 1998). Son proteinas con PM promedio 50-55 kDa con 12 

regiones transmembranales, asas relativamente grandes entre las regiones MI-M2 y M6-M7, 

ciertas regiones consenso (PESPR, QQ(UF)SGIN, PETKX(RJK)1) y aminoácidos conservados a 

través de la secuencia (Fig. 10 Y 11). El sitio potencial de N-glicosilación en el segmento 

extracelular entre los fragmentos que atraviesan la membrana MI y M2, presente en la mayoría de 

los transportadores de esta familia en organismos eucariontes, solo está presente en TGTPI (Fig. 

8). La ausencia de este sitio ha sido reportada en transportadores de glucosa de plantas y 

protozoarios (Stack el al., 1990; Langford el al., 1994; Sauer y Tanner, 1989; Stadler el al., 

1995). Además de sus similitudes estructwales, ambas proteínas tienen niveles sustanciales de 

identidad y similitud con los miembros de esta familia (ver arriba). Estos resultados son apoyados 

por los análisis de inferencia filogenética, donde se demuestra que se trata de proteínas 

homólogas (Fig. 12 y 13). 

En la búsqueda de clonas distintas se analizaron otras obtenidas del tamizaje para aislar 

TGTP2. La secuenciación de los extremos de la clona 8 de TGTP2, denominada TGTP2b, 

presenta un extremo amino terminal más largo (de 15 aa) que TGTP2 (Fig. 14). La secuenciación 

parcial de esta clona muestra tul 100% de identidad con TGTP2. Atulque su caracterización es 

incompleta, podría tratarse de una isofonna de esta proteína. En este sentido, también se ha 

reportado heterogeneidad en el extremo amino tenninal de transportadores de glucosa en 

Leishmania (Stein el al., 1990; Langford el al., 1994) y en GLUT4 de rata (Olson el al., 1995). 

Aunque .1 objetivo de esta tesis se enfocó al estudio de los transportadores de glucosa en 

el estadio larvario, es claro que la caracterización de otros miembros de la misma familia 

existentes en el adulto completaría el conocimiento del sistema en el parásito. En consecuencia, 
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Figura 9. Perfiles hidropáticos de las secuencias de aminoácidos de TGTPI y TGTP2, Los 

perfiles fueron derivados de acuerdo al algoritmo de Kyte y Doolitlle (1982), usando una ventana 

de 15 aminoácidos (pe/Gene; Inteligenetics Inc.). 
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Figura 10. Alineación de la secuencia de aminoácidos deducida para TGTPI, TGTP2 Y otros 

transportadores de glucosa. GLUTI-5 son proteínas de humanos (Kayano el al., 1990); SGTP1, 

SGTP2 y SGTP4 de S. mansan; (Skelly el al., 1994). DGTPl es una proteína de Drosaphila 

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

en verde. Las rayitas indican "gaps" introducidos para maximizar la alineación. 
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Figura 11. Representación esquemática de TOTPl y TGTP2 en la membrana plasmática basada 

en el modelo de orientación propuesto para GLUTl (Mueckler el al., 1985). Cada circulo 

representa un aminoácido de las proteínas. El sitiQ potencial de N~glicosilación entre las regiones 

transmembrauales Ml-M2 en TGTPl es mosllado. 
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Figura 12. Árbol filogenético de los miembros de la familia SP (ver anexo 1), usando el método 

de Distancia-P (usando el programa MEGA). El árbol se construyó con el algoritmo de 

Neighbor-Joining con un Bootstrap de 1000 réplicas. 
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Figura 13. Árbol filogenético de los miembros de la familia SP (ver anexo 1), usando el método 

de Parsimonia (usando el programa PAUP). El árbol se construyó con el algoritmo de "Branch

and-Bound" con un Bootstrap de 100 réplicas. 
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Figura 14. Representación esquemática de TGTP2b. Se muestra la secuencia de nucleótidos de 

la región antino tenninal diferente con respecto a TGTP2, que genera tul marco de lectura abierto 

de 15 aminoácidos extras. 
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se hizo 00 tamizaje de la biblioteca de cDNA del adulto de T. solium en condiciones de alta 

astringencia, usando como sonda la región codificadora completa de TGTP 1 (obtenida por 

amplificación por peR con los oligos TGTPI-XI y TGTPI-X2). Mediaote este procedimiento se 

aislaron y secuenciaron parcialmente varias clonas. Una de estas clonas resultó 100% idéntica a 

TGTP1, mientras que las clonas restantes (idénticas entre ellas) presentaban algunos cambios con 

respecto a TGTPI. Su secuenciación completa muestra 41 cambios en la secuencia de nucleótidos 

de la región codificadora representando un 97.33% de identidad en la secuencia de nucleótidos 

con respecto a TGTPl. Treinta y 000 de estos cambios son silenciosos, es decir, no generan 

cambios en la secuencia de aminoácidos (Fig. 15). Los cambios ocurren en la tercera posición de 

los codones, con la excepción de un cambio que ocurre en la primera. De los 10 cambios restantes 

que generan cambios en la secuencia de aminoácidos, tres de ellos son conservados (lle por Val; 

Val por De; Lys por Arg). Esta nueva clona es 98% idéntica y 98.6% similar a TGTPl en la 

secuencia de aminoácidos deducida y seguramente es el resultado de un evento replicativo del gen 

para TGTPI. Al respecto, algunos transportadores de glucosa pertenecen a familias multigénicas 

en organismos eucariontes, presentando número variable de copias (Stein el al., 1990; Bringaug y 

Baltz, 1993; Langford el al., 1994; Waitumbi el a/., 1996). 

Uso de codones. El conocimiento del uso de codones en céstodos puede ser de utilidad en 

el diseño de oligonucleótidos basados en la secuencia de aminoácidos, en la determinación del 

marco de lectura abierto de genes no identificados, e incluso, para mejorar la expresión de genes 

de Taenia en sistemas heterólogos. Este conocimiento se acumula conforme se caracterizan 

nuevos genes. La composición de nucleótidos para los genes de las TGTPs muestran 00 

contenido de A+T en la región codificadora de 50.7% para TGTPI y 45.3% para TGTP2, siendo 

mayor el contenido de A+T (62.5% Y 52.4%, respectivamente) en la región no codificadora 

(Tabla m ). Esto está en concordancia con lo reportado para los géneros Taenia y Echinococcus 

(Waterkeyo el al., 1998; Kalinoa y McMaous, 1994), y contrario a lo que ocurre en el género 

Schistosoma, donde el contenido de A + T en la región codificadora es mayor del 60% (Meadows y 

Simpson, 1989). En ambos casos, la base menos usada en la región codificadora es la "A", 

mientras que en la región no codificadora es la "G". La frecuencia en el uso de codones para las 
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Figura 15. Secuencia de nucleótidos y secuencia de aminoácidos deducida para TGTPln5. El 

codón de iniciación y de tenninación estan en letras negritas. Las 12 regiones transmembranales 

predichas estan subrayadas (Eisenberg et al., 1984). Las letras verdes representan cambios en la 

secuencia de nucleótidos con respecto a TGTP l. Las letras rojas son los cambios en la secuencia 

de aminoácidos. 
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TGTPs es mostrada en la Tabla IV. La base G es favorecida en la primera posición, la T en la 

seglUlda posición y la e en la tercera posición (Tabla V). Los aminoácidos más usados por estas 

proteínas son Leu, Val, Ala, Ile, Gly, Ser, como ocurre con las proteínas de membranas con altos 

contenido de aminoácidos no polares (Haltia y Freire, 1995). Los aminoácidos menos usados son 

His, Trp, Cys (Tabla VI). 

Ta bla DI. Composición de las bases nucleotídicas usadas por los genes de 

TGTPI y TGTP2 en la región codificadora y no codificadora 3'. 

TGTPl TGTP2 

Región Región no Región Región no 

codificadora codificanora J' codificadora codificadora 3' 

A(%) 19.8 17.5 20.4 20.6 

T(%) 25.5 35.9 30.3 41.9 

G(%) 26.4 13.9 24.2 13.2 

C(%) 28.0 32.7 24.8 24.3 

NO Ducleótidos 1,533 223 1,503 136 
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Tabla IV. Uso de codones por los genes de las TGTPs. 

TTf Phe 26 0.406 TCT Ser 10 0.137 TAT Tyr 8 0.286 TGT Cys 10 0.714 

TIC Phe 38 0.594 TCC Ser 16 0.219 TAC Tyr 20 0.714 TOC Cys 4 0.286 

TIA Leu 5 0.040 TCA Sec 12 0.164 TAA -- O 0.000 TGA -- O 0.000 

TIG Leu 14 0.113 TCG Ser 10 0.137 TAG - 2 1.000 TGO T'I' 11 1.000 

CTI Leu 18 0.145 CCT Pro 16 0.356 CAT His 3 0.429 CGT Arg 10 0.250 

CTC Leu 39 0.315 CCC Pro 6 0.133 CAC Ilis 4 0.571 COC Arg 15 0.375 

CTA Leu 13 0.105 CCA Pro 11 0.244 CAA Gln 12 0.462 CGA Arg 4 0.100 

CTG Leu 35 0.282 CCG Pro 12 0.267 CAG G10 14 0.538 CGO Arg 5 0.125 

ATI He 31 0.360 ACT Thr 9 0.237 AAT Aso 18 0.500 AGT Ser 11 0.151 

ATC He 44 0.512 ACe Thr 14 0.368 AAC Aso 18 0.500 AOC Ser 14 0.192 

ATA He 11 0.128 ACA Thr 8 0.210 AAA Lys 15 0.455 AGA Arg 4 0.100 

ATG Mel 30 1.000 ACG Thr 7 0.184 AAG Lys 18 0.545 AGO Arg 2 0.050 

OTI Val 24 0.224 OCT Ala 26 0.268 GAT Asp 12 0.480 GOT Gly 19 0.244 

OTC Val 35 0.327 OCC Ala 41 0.422 GAC Asp 13 0.520 GGC Gly 38 0.487 

GTA Val 13 0.121 OCA Ala 15 0.155 OAA Glu 17 0.354 GOA Gly 14 0.179 

GTG Val 35 0.327 OCG Ala 15 0.155 GAG Glu 31 0.646 GGG Gly 7 0.090 

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

el número de veces que está el cadón en las secuencias de rOTPl y TGTP2; la cuarta. la frecuencia en que se 

encuentra cada codón con respecto al aminoácido que codifica. 
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Tabla V. Porcentaje de cada base en cada posición de los codones en las TGTPs. 

1 tn. posición 2dl posición 3tra posición 

A(%) 25.1 20.3 15.2 

T(%) 18.4 40.6 24.8 

G(%) 35.1 16.6 24.5 

C(%) 21.4 22.5 35.5 

Total de codones usados en el análisis: 1012. Los datos fueron 

extraídos de la Tabla IV. 

Tabla VI. Frecuencia de los aminoácidos en las TGTPs. 

a.a. Número Frecuencia· Posiciónt a.a. Número 

Al. 97 0.096 3 Leo 124 

Arg 40 0.040 10 Lys 33 

Aso 36 0.037 12 Mel 30 

Asp 25 0.025 17 Pbe 64 

Cys 14 0.014 18 Pro 45 

Gln 26 0.026 16 Ser 73 

Glu 48 0.048 8 Thr 38 

Gly 78 0.077 5 Trp 11 

His 7 0.007 13 Tyr 28 

Ue 86 0.085 14 Val 107 

Frecuencia- Posiciónt 

0.123 1 

0.033 13 

0.030 14 

0.063 7 

0.045 9 

0.072 6 

0.038 11 

0.011 19 

0.028 15 

0.106 2 

• La frecuencia fue tomada como el número de veces que se presenta el aminoácido 

entre el número total de aminoácidos que codifican a TGTPl y TGTPl (1010 aa). 

t La posición se tomó de mayor a menor frecuencia. 
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Expresión funcional de las TGTPs en ovocitos de Xenopus. Para caracterizar 

funcionalmente estas proteínas como transportadores de glucosa, se utilizó el sistema de 

expresión en ovocitos de Xenopus. Se disefiaron oligonucleótidos para amplificar por PCR la 

región codificadora de cada Wla de las TGTPs (ver métodos), las cuales fueron ligadas al vector 

pSP64T. Los plásmidos fueron linearizados y usados para sintetizar RNA in vitro. Los ovocitos 

fueron inyectados con el RNA codificante de cada una de las TGTPs e incubados por 48 h. para 

posteriomente realizar los ensayos de captación y medir la cantidad de 2..desoxiglucosa radiactiva 

tomada por los ovocitos en comparación con los controles. Como se muestra en la figura 16, los 

ovocitos inyectados con el RNA de TGTPI tomaron significativamente más 2-desoxiglucosa que 

los controles. y la captación del azúcar siguió 1.U1 patrón lineal durante 60 minutos, tiempo en el 

cual se observa una gran diferencia con los ovocitos controles. Los ovocitos inyectados con el 

RNA de TGTP2 no incrementaron la captación de 2-desoxiglucosa con respecto a los controles 

en 60 minutos de incubación, similar a lo previamente observado con su proteína similar en S. 

mamon;, SGTP2 (Skelly et al., 1994). Este sistema de expresión en ovocitos de Xenopus fue 

usado para caracterizar la especificidad de sustrato de TGTP l. En la figura 17 A se muestran los 

ensayos de inhibición con azúcares a una concentración de 10 mM. El estereoisómero natural D

glucosa, pero no L-glucosa. compite efectivamente por el transporte de 2-desoxiglucosa. D

manosa inhibió la captación de forma similar a lo observado con D-glucosa. mientras galactosa y 

fructosa lo inhibieron en menor grado. Maltosa no inhibió significativamente la captación de 2-

desoxiglucosa por TGTPl (p>O.05). También se probaron alguoos compuestos capaces de inhibir 

ciertos tipos de transporte. El inhibidor del transporte facilitado de glucosa, floretina (1 rnM), 

abolió completamente el transporte de glucosa dependiente de TGTPl (Fig. 17B). La citocalasina 

B, otro inhibidor del transporte facilitado, disminuyó el transporte de glucosa por esta proteína en 

1.U1 80%. En contraste. no hubo diferencias en la captación de glucosa cuando los ovocitos fueron 

incubados en la presencia de la ouabaina. la cual bloquea los movimientos de sodio por las 

ATPasaslNa+. inhibiendo el transporte activo de glucosa dependiente de sodio. Estos resultados 

demuestran que TGTPI es 1.U1 transportador facilitado de glucosa. Algo inesperado fue la 

moderada reducción de la actividad transportadora cuando el sodio no fue incluido en el medio y 

la clara sensibilidad a florizina, otro inhibidor del transporte de azúcar dependiente de sodio. 
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Figura 16. Expresión funcional de TGTPl en ovocitos de Xenopus. A. Transporte de 2-

desoxiglucosa por ovocitos inyectados con el RNA de TGTPl, TGTP2 Y SGTPI. El transporte 

basal está representado por los ovocitos no inyectados (ver materiales y métodos). B. El 

transporte de 2-desoxiglucosa en función del tiempo por ovocitos inyectados con el RNA de 

TOTPl, comparado con los ovocitos controles (NI). Los datos son representados corno la media 

+/- la desviación estándar del transporte de 4-6 ovocitos individuales de un experimento 

representativo. 
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Figura 17. Especificidad de azúcares y sensibilidad a inhibidores por los ovacitos inyectados con 

el RNA de TGTPI. A. Efecto de la competencia de azúcares (10 mM) sobre el transporte de 2-

desoxiglucosa. D-GLU, D-glucosa; L-GLU, L-glucosa; MAN, D-manosa; MAL, D-maltosa; 

GAL, D-galactosa; FRU, D-fructosa. B. Inhibición del transporte de 2-desoxiglucosa por 

diversos inhibidores a 1 mM. -Na, ovacitos incubados en amortiguador carente de sodio; Cyt B, 

citocalasina B; Oub, ouabaina; Pht, floretina; Phz, f1oricina. Los valores de los ovadtos no 

inyectados (-) y los controles positivos (+) fueron obtenidos en la ausencia del azúcar o inhibidor 

en competencia. El transporte de 2-desoxiglucosa por los ovocitos inyectados con el RNA de 

TGTPI en la ausencia de azúcares competidores o inhibidores fue tomado como 100%. 
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lnmunolocalización de las TGTPs en tejidos parasitarios. Las proteínas de esta familia 

poseen diferencias significativas en el tamaño y la composición de aminoácidos del asa que se 

forma entre los segmentos transmembranales MI-M2, así como en la secuencia de los extremos 

amino y carboxilo tenninales (Fukumoto el al., 1988; Langford el al., 1992; James y Piper, 

1993). En este respecto, la secuencia carboxil0 terminal ha sido la más utilizada en la producción 

de Ac específicos contra estas proteínas para llevar a cabo innuUlolocalizaciones (Haspel et al., 

1988; Zhong el al., 1995; Langford el al., 1995). Para la producción de Ac especificos para cada 

W1a de las TGTPs se sintetizaron los péptidos correspondientes a la región carboxilo terminal de 

ambas proteínas que comprenden los últimos 20 aminoácidos. Estos péptidos sintéticos fueron 

acoplados a albúmina, y utilizados para inmunizar conejos. Para los ensayos de 

inmwlOlocalización, los anticuerpos específicos fueron purificados por cromatografia de afinidad 

a los péptidos acoplados a ovalbúmina. Los anticuerpos obtenidos denominados a.-TGTPlc y 0.

TGTP2c, reconocieron específicamente a su antígeno correspondiente (el péptido acoplado a 

ovalbúmina) por Westem blot, sin observarse reconocimiento hacia el otro péptido, ni hacia la 

ovalbúmina sola (Fig. 18). 

Para comprobar que estos anticuerpos eran capaces de reconocer a las proteínas 

completas, las TGTPs fueron expresadas en células de insecto, usando el sistema de expresión en 

baculovirus. Nuevamente, la especificidad de cada anticuerpo fue demostrada por Westem hlot 

usando fracciones membranales de las células de insecto infectadas con baculovirus 

recombinantes, capaces de expresar cada W1a de las proteínas. En ambos casos, las proteínas 

fueron reconocidas específicamente por el anticuerpo correspondiente, es decir, no se observó 

reacción cruzada en el reconocimiento de TGTPI y TGTP2 (Fig. 19). 

Antes de realizar los ensayos de inmW101ocalización, los Ac a-TGTPlc y a.-TGTP2c 

fueron absorbidos con BSA, verificando el reconocimiento por Westem blot de los anticuerpos 

hacia cada una de las proteínas expresadas en células de insecto después de la absorción de los 

mismos, así como su reconocimiento negativo hacia BSA. Posteriormente, los anticuerpos fueron 

usados en ensayos de inmunofluorescencia sobre cortes de tejido de diferentes especies y 

estadios de Taenia. Las muestras usadas en los ensayos fueron: cisticercos de T solium y 
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Figura 18. Reconocimiento hacia los péptidos sintéticos específicos acoplados a ovalbúmina por 

los Ac a-TGTPl (a) y Ac a-TGTP2 (b) purificados por cromatografia de afinidad a BSA

péptido. Ov-Tlc, ovalbÚInina-péptido TGTPl; ovSlc, ovalbúmina-péptido SGTPl; ovS4c, 

ovalbúmina-péptido SGTP4; ovT2c, ovalbÚInina-péptido TGTP2; ov,ovalbúmina. 
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Figura 19. Expresión de TGTPl y TGTP2 en el sistema de baculovirus. Westem blot de la 

fracción membrana! de las células de insecto St9-TGTPI (1), St9-TGTP2 (2) y St9 (3) usando los 

Ac específicos a-TGTPI (a) y a-TGTP2 (b). En (e) las tiras fueron incubadas sólo con el 

segundo anticuerpo. Las proteínas reconocídas tienen el tamaílo esperado (45-50 kDa). 
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T. crassiceps, proglótidos de T. solium obtenidos de hámster. así como proglótidos grávidos de T. 

solium y T. saginata obtenidos de humano. 

Inicialmente se hizo una tinción de hematoxilina-eosina para comprobar el buen estado de 

los tejidos a utilizarse en los ensayos de localización. El tejido proveniente del parásito adulto de 

T. solium obtenido de humano fue descartado del ensayo por recibirse en mal estado. Todos los 

demás tejidos fueron usados en los siguientes ensayos. Se realizaron cortes seriados de todos los 

tejidos, los cuales fueron sometidos a tinciones especiales que penniten identificar glucógeno y 

fibras elásticas. Además, se sometieron diversos cortes de cada tejido a los Ac (X-TGTP1c Y (X

TGTP2c. 

Los ensayos de inrnunofluorescencia sobre cortes de tejido de la pared vesicular de 

cisticercos de T. solium mostraron que TGTPl esta localizada en el tegumento así como en 

diversas estructuras por debajo de la membrana plasmática interna, incluyendo los citones 

tegumentarios y otros tipos celulares (Fig. 20). Observaciones similares fueron hechas en los 

estudios de localización con cisticercos de T. crassiceps (Fig. 20). La inrnWlolocalización de 

TGTPl sobre el tejido de parásito adulto de T. solium y T. saginata también demostró su 

localización en estructuras relacionadas al tegumento, similar a lo observado en el estadio.larvario 

(Fig. 21). A mayor aumento se puede observar Wla asociación en parches sugiriendo Wla 

asociación de TGTP 1 a los canales tegumentarios y los citones. Esta proteína también fue 

visualizada sobre secciones de huevos dentro del útero de los proglótidos grávidos de T. saginata, 

en el vitelo y en la membrana oncosferal. Esta fluorescencia no se observó en los cortes de tejido 

tratados con el anticuerpo (X-TGTP2 o en los controles. Estos resultados sugieren que TGTPl está 

involucrada en la captación de glucosa dentro de Wla diversidad de estructuras internas 

relacionadas al tegumento de T. solium en todos tos estadios de desarrollo, siendo su papel 

similar en todos ellos. 

En los ensayos de localización con TGTP2 sobre cortes de tejido de cisticercos de T. 

soltum y T. crassiceps se observa una fluorescencia intensa en la superficie externa del 

tegumento, diferente a lo observado para TGTPl. Además, TGTP2 no se localizó en el 

tegumento de los parásitos adultos de T. solium y T. saginata ni en los huevos dentro del útero de 
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T. solium T. crassiceps 

Figura 20. Inmunolocalización de TGTPl y TGTP2 en secciones de tejido de cisticercos de T 

solium y T. crassiceps. Las secciones de tejido fueron tratadas con HE (a y b), el Ac a~TGTPl (e 

y d) o el Ac a-TGTP2 (e y f). Los controles incubados en ausencia del ter Ac no mostraron 

fluorescencia. 
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HE TGTP1 

a 

b 
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Figura 21. Inmunolocalización de TGTPl sobre el tejido del parásito adulto de Taenia. 

Secciones de tejido de proglótídos de T solium (a) y proglótidos grávidos de T saginata (b y e) 

fueron tratadas con HE o con el Ac a.·TGTPI. Secciones de tejido equivalentes incubadas con el 

Ac u-TGTP2 y en ausencia del 1 er Ac no mostraron fluorescencia (no mostrado). 
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los proglótidos grávidos de T saginata, sugiriendo que su expresión es regulada en el desarrollo 

y restringida al estadio larvario. 

Respuesta inmune contra las TGTPs. Para observar si los pacientes neurocisticercosos 

generan anticuerpos en contra de estas proteínas se realizaron ensayos de Westem blot usando 

como antígeno las fracciones membranales de células de insecto infectadas con baculovirus 

recombinantes que expresaban cada una de las TGTPs. Como control se usó la fracción de las 

células de insecto no infectadas. Se probaron 30 sueros de pacientes con neurocisticercosis, 

teniendo como controles los sueros de pacientes con otros problemas neurológicos, negativos 

para neurocisticercosis. Los sueros fueron probados a diluciones 1: 1 00 Y 1:50. A esta última 

dilución se observó una respuesta hacia varias proteinas de las fracciones, sin embargo, ninguna 

de estas bandas corresponden a las TGTPs (Fig. 22). Estas bandas también son reconocidas por 

los sueros de los pacientes controles, correspondiendo a un reconocimiento hacia antígenos de las 

células de insecto y del virus (Fig. 23). Esto significa que los pacientes con neurocisticercosis no 

generan IDla respuesta inmune hwnoral contra las proteínas expresadas en el sistema de 

baculovirus y ensayadas por Westem blot. Esto también fue observado cuando se ensayaron 

sueros de ratones infectados Lp. con cisticercos de T. crassiceps (Fig. 22). Posiblemente, estas 

proteínas no son presentadas al sistema inmIDle del huésped durante la infección. 

Construcciones plasmídicas para la expresión de las TGTPs en bacterias y para ensayos 

de inmunización. Se intentó la expresión de las TGTPs completas y del polipéptido 

correspondiente al asa externa entre las regiones transmembranales MI y M2 en un sistema 

bacteriano usando el vector pRSET. Para cwnplir con este objetivo, se diseñaron 

oligonucleótidos específicos que permiten amplificar por PCR cada W1a de las secuencias 

señaladas anteriormente (ver Tabla 1 y sección de Materiales y Métodos). Los fragmentos de 

DNA purificados fueron ligados en el vector adecuado: pRSET A para TGTPI y pRSET B para 

TGTP2. En la clonación de las proteínas completas en el vector pRSET se obtuvieron 2 

construcciones con la orientación correcta para ambas proteínas, las cuales fueron verificadas por 

secuencia (BW1.31 y BWI.33 para TGTPI; BW2.2 y BW2.33 para TGTP2). Las 
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Figura 22. Reconocimiento de las TGTPs por suero de pacientes con neurocisticercosis y suero 

de ratones infectados con cisticercos de T. crassiceps. Westem bIot usando extracto de 

membrana de células de insecto expresando TGTPI (a) y TGTP2 (b), PI-30, pacientes 

neurocistocercosos del n0 1 al 30, RI-5, ratones infectados del nOI al 5, El guión (-) representa 

lUla tira incubada con segundo anticuerpo. Las tiras restantes fueron incubadas con sueros 

controles de humano (1-3) o de ratón (c), 
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Figura 23. Reconocimiento de las TGTPs por suero de pacientes con neurocisticercosis. Westem 

blot usando extracto de membrana de células de insecto expresando TGTPI (a) o de células de 

insecto sin infectar (b). PI-30, pacientes neurocisloceroosos del nOI al 15. CI-12, pacientes con 

otros desórdenes neurológicos, negativos para neurocisticercosis. 
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construcciones obtenidas para el asa externa de estas proteínas fueron: CB 1.5 Y CB 1.6 para 

TGTPl, y CB3.l, CB3.2, CB3.3, CB3.5, CB3.7 y CB3.8 para TGTP2. En este caso, solo las 

clonas CB1.5 y CB3.8 fueron secuenciadas. La elaboración de construcciones similares en el 

vector pcDNA3 quedó limitada a la obtención de lUla clona por proteína de la región amino 

tenninal señalada. Las clonas obtenidas fueron: CB2.? para TGTPl y CA4.5 para TGTP2, aunque 

solamente la clona CA4.5 fue confirmada por secuencia usando el oligonucle6tido GTP-IO. 

En los ensayos de inducción de las proteínas recombinantes a 37°C se observó la 

producción aumentada de una banda de tamaño esperado (45 kDa) en las clonas BW1.31 y 

BWI.33, correspondientes a TGTPl; sin embargo, este aumento también se observó en los 

controles no inducidos pudiendo indicar una expresión constitutiva o expresión de una proteína 

irrelevante. Este mismo patrón fue observado cuando las clonas se crecieron a 30°C. En ensayos 

de Westem blot usando como antígeno los extractos bacterianos, el Ac u-TGTPl c no reconoció 

a esta proteína. En el caso de TGTP2, el crecimiento de las clonas BW2.2 y BW2.33 es muy 

pobre a 37°C mejorando notablemente cuando fueron incubadas a 30°C, sin embargo, no se 

observa la inducción de ningooa proteína. También se hicieron ensayos de expresión con las 

clonas CB1.5 (TGTP1) y CB3.8 (TGTP2), correspondientes al asa externa de estas proteínas. En 

este caso se observa la expresión aumentada de una proteína de tamaño esperado 

(aproximadamente 13-15 kDa), la cual no se presenta en los controles no inducidos. La inducción 

de estas proteínas se evidencia a las 4 horas, aumentando en incubaciones realizada durante toda 

la noche. Sin embargo, la identidad de estas proteínas no ha sido verificada. 
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VII. DISCUSIÓN 

Los carbohidratos, principalmente la glucosa, son la principal fuente de energía 

metabólica de muchos tipos celulares en organismos eucariontes y procariontes. Sin embargo, su 

carácter hidrofilico les impide atravesar las membranas celulares por simple difusión, por lo que 

se han desarrollado una variedad de mecanismos para catalizar la captación de esas moléculas 

hidrofilicas a través de la membrana plasmática. La difusión facilitada es el mecanismo de 

captación de azúcares más ampliamente utilizado, la cual es manejada solamente por el gradiente 

de concentración a través de una membrana plasmática. Las proteínas encargadas de esta función 

pertenecen a una familia cuyos miembros muestran una estructura molecular común, pero 

difieren en ciertas características que les confieren selectividad y especificidad (Gould y Holman, 

1993). Esto nos permitió diseñar estrategias paTa la clonación de dos genes que codifican 

proteínas con características típicas de los transportadores de azúcares por difusión facilitada. 

Estas proteínas fueron denominadas TGTP1 y TGTP2. por su mayor identidad con las proteínas 

de S. mansoni SGTP 1 y SGTP2, respectivamente. Además de sus similitudes estructurales, 

ambas proteínas tienen niveles substanciales. de identidad y similitud con los miembros 

conocidos de la familia SP. Las familias que componen la MFS generalmente están restringidas a 

un tipo específico de sustrato. Estas observaciones muestran que la especificidad de sustrato es 

un rasgo bien conservado y que la clasificación filogenética provee una guía limitada pero 

confiable para definir su función (pao et a/., 1998). Para confirmar que los genes clonados no 

solo tienen similitud con las proteínas de esta familia, sino que se trata de proteínas homólogas, 

se realizaron análisis de inferencia filogenética donde se demuestra que las TGTPs tienen un 

origen común con los transportadores de glucosa por difusión facilitada de mamíferos y de S. 

mansoni. 

Los resultados de los ensayos funcionales en los ovocitos de la rana Xenopus muestran 

que TGTP 1 es un transportador de glucosa. Aunque no se puede descartar que sea capaz de 

transportar otros monosacáridos tales corno galactosa o roanosa. es poco probable que transporte 

algún disacárido. Dadas sus características moleculares es posible clasificarlo como un 
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transportador pasivo de glucosa, lo cual es apoyado por los resultados de los ensayos de 

expresión funcional en los que se detenninó su sensibilidad a la citocalasina B y la floretina e 

insensibilidad a la ouabaina. La presencia de TGTPI en los tres estadios del desarrollo de T. 

solium nos habla de una función relevante a Jo largo del ciclo de vida del parásito. Esta proteína 

parece ser responsable de la distribución de glucosa hacia una variedad de estructuras de la pared 

vesicular. Posiblemente participa en la toma de glucosa hacia los citones tegumentarios y fibras 

musculares para ser usada como energía o para almacenarse como glucógeno en los 

compartimentos debajo del tegumento. En cambio, la presencia de TGTP2 únicamente en el 

estadio larvario nos sugiere tul papel específico en esta etapa como adaptación al medio ambiente 

representado por los tejidos del huésped. TGTPl tiene una localización en los tejidos similar a la 

encontrada para SGTPl en el parásito adulto de S. mansoni, que es un parásito cercano a la T. 

solium. Los estudios de microscopía electrónica del parásito adulto de S. mansoni revelan que 

SGTPl está localizada en la membrana interna del tegumento y posiblemente en la musculatura 

(Zhong el al., 1995). Además, estudios de Northem blot revelan que SGTPI se encuentra en 

todos los estadios del S. manson; (Skelly el al., 1994). Todas estas semejanzas entre TGTPl y 

SGTP 1, así como su similitud molecular y sus características de transporte nos llevan a proponer 

que TGTPl es la proteína ortóloga de SGTPl. Es posible que TGTP2 sea la proteína ortóloga de 

SGTP2, sin embargo, no hay evidencias suficientes para apoyarlo. A pesar de su relación en los 

análisis filogenétícos y de su similitud molecular, se carecen de ensayos de localización de 

SGTP2 en S. mansoni. Si se logra dilucidar la especificidad de transporte de estas proteínas, se 

podría apoyar esta idea. 

Los anticuerpos producidos hacia estas proteínas del cisticerco de T. solium tienen 

patrones de reconocimientos similares en otras especies del género Taenia como lo muestran los 

ensayos de localización en los tejidos de T. saginata y T. crassiceps. Hay una gran similitud en 

los componentes moleculares entre los miembros de la familia Taeniidae, como lo indican la 

similitud en los patrones electroforéticos de extractos proteicos parasitarios, contenido de 

carbohidratos y el alto nivel de reacciones cruzadas entre antígenos (MilIs et al., 1984; Sandeman 

y Williams, 1984; Joshua ef al., 1989; Larralde el al., 1989; Lamsam y McManus, 1990; Liu el 
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al., 1992; Landa el al., 1994; García el al., 1995). En el caso de las TGTPs se usaron anticuerpos 

inducidos contra lID péptido de una región variable dentro de las proteínas de la familia SP. Los 

anticuerpos producidos en contra de TGTPI y TGTP2 no reconocen a los péptidos 

correspondientes de SGTPI y SGTP2 de Schislosoma. AIDlque no se han caracterizado las 

proteínas transportadoras homólogas en otras especies de Taenia, el reconocimiento cruzado de 

los ensayos de localización sugiere lUl alto grado de identidad. 

Los ensayos de Western blot usando sueros de pacientes son lUlO de los procedimientos 

más usados para el diagnóstico inicial de neurocisticercosis (Feldman et al., 1990). Se han 

descrito 31 polipéptidos del cisticerco de T. solium reconocidos por los sueros de pacientes con 

neuIOcisticercosis, de los cuales los antígenos con PM de 53, 45 Y 41 kDa están entre los 10 más 

frecuentemente reconocidos (Grogl el al., 1985). Cuando se usa una fracción de glicoproteínas 

purificadas con lectin-lectina, las proteínas más reconocidas tienen PM similares (42 > 24 > 50 

kDa) (Tsang el al., 1989; Felman el al., 1990). A pesar de su interés diagnóstico, no se han 

caracterizado muchos de estos antígenos. 

Las TGTPs tienen un PM cercano a algunos de los antígenos reconocidos en esta 

infección (PM de 50-55 kDa, pero migran en geles de SDS-PAGE como proteínas de 45-50 

kDa), por lo que se evaluó el reconocimiento por pacientes con neurocisticercosis hacia estas 

proteínas expresadas en baculovirus por Westem blot. Después de pruebas extensivas, ninguna 

de las TGTPs resultó reconocida por el suero de pacientes neurocisticercosos, indicando que no 

se trata de algunos de los antígenos mencionados arriba. La ausencia de reconocimiento hacia 

estas proteínas por los sueros de pacientes neurocisticercosos se puede explicar de diversas 

maneras. La destrucción de epítopes confonnacionales debida a las condiciones desnaturalizantes 

propias del ensayo de Westem blot. En el caso de TGTP2 que se encuentra en la superficie 

tegumentaria del parásito, su exposición al sistema inmlUle también podría estar impedida por el 

abWldante glicocálix presente en Ja membrana plasmática del tegumento. No hay que olvidar que 

se trata de proteínas con un alto porcentaje de regiones hidrofóbicas embebidas en la membrana, 

generalmente poco inmunogénicas. Además, muchas de sus regiones hidrofilicas expuestas en la 

superficie de las proteínas son pequeñas, y algunas de ellas son altamente conservadas con las 

68 



proteínas del huésped. El grado de similitud con las proteínas del huésped podría disminuir la 

respuesta inmune hacia estas proteínas. Sin embargo, se ha demostrado que algunas regiones de 

diversos transportadores de azúcares son antigénicas, lo que resulta en la generación de 

respuestas hwnorales incluso entre proteínas conservadas (Mueckler et al., 1985; Thorens et al., 

1988; Nishimura el al., 1992; Zhong el al., 1995). En el caso de TGTPI que está localizada 

internamente, su exposición al sistema inmune puede ocurrir al producirse daño parasitario, por 

ejemplo. en el tegumento. La respuesta humoral en cerdos cisticercosos está dirigida hacia 

componentes membranales, antígenos del fluido vesicular o productos de excreción/secreción 

(Lamlde el al., 1986; Lamsam y McManus, 1990; Ko y Ng, 1998). Además, alrededor del 65% 

de los componentes larvarios antigénicos son glicoproteínas, lo que sugiriere que los motivos de 

carbohidrato tienen un papel en la antigenicidad de la larva de T. solium (Grogl el al. 1985). 

TGTP 1 presenta el sitio potencial de N-glicosilación presente en muchas de las proteÚIas de la 

familia SP. Sin embargo, la ausencia de reconocimiento hacia la parte carbohidrato de TGTPI 

puede deberse a una diferente glicosilación de la proteína expresada en células de insecto, con 

respecto a la proteína nativa. Otro factor a considerar es el nivel de anticuerpos presentes en el 

suero de los pacientes neurocisticercosos. En cerdos, los niveles y la especificidad de los 

anticuerpos varían dependiendo de la magnitud de la infección, de la duración de la infección e 

incluso por repetidas exposiciones al parásito (Aluja de el al., 1996; Gracia-AlIan el al., 1996; 

Sciutto et al .• 1998; Aluja de et al., 1999). A pesar de que los ratones infectados con cisticercos 

de T. crassiceps, no reconocen estas proteínas por Westem blot, seria deseable investigar si en 

las infecciones masivas o avanzadas en cerdos, en que se observa una gran destrucción 

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

Cada una de las familias incluidas en la superfamilia MFS reconocen y transportan una 

clase distinta de compuestos estructuralmente relacionados. La familia SP se ha diversificado 

para transportar una variedad de azúcares incluyendo hexosas, pentosas, disacáridos, quinatos, 

inositoles y cationes orgánicos (Pao et al., 1998). A pesar de presentar diversidad funcional. los 

resultados de nuestros análisis de inferencia filogenética separan a los transportadores de hexosas 

de cada grupo de seres vivos, de los transportadores para los otros sustratos. Esta observación 
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unida al hecho de que las TGTPs se agrupan con los transportadores de monosacáridos de 

animales nos hace suponer que TGTP2 es capaz de transportar hexosas y/o pentosas aunque este 

análisis no permite deducir su especificidad. El análisis de las secuencias de aminoácidos de cada 

grupo de organismos apoyan la idea de que TGTP2 tiene una especificidad de azúcares djferente 

a TGTPl, SGTPl y SGTP4. 

Se ha propuesto que algunos motivos de la secuencia dentro de la séptima región 

transmembranal de los transportadores de glucosa en los mamíferos son importantes para 

determinar el azúcar transportado (D-glucosa o D-fructosa), así como la afinidad para el 

transporte de 2-desoxiglucosa (Arbuckle el al. 1996). Esta región tiene un alto grado de identidad 

entre casi todos los miembros de la familia SP, sugiriendo un papel importante en la función de 

transporte. Esta región también ha sido involucrada en los requerimientos para el transporte de 

fructosa en GLUT2 y GLUT5, aunque otras regiones de las proteínas también participan en el 

reconocimiento y transporte de este azúcar (Buchs el al., 1998; Wu el al., 1998). 

Los transportadores de glucosa que también transportan 2-desoxiglucosa con moderada o 

alta afinidad (GLUT1, 3 Y 4) contienen la secuencia QLS precediendo la secuencia consenso 

QQ(UF)SGIN en esta región. En contraste, el transportador de fructosa/glucosa de baja afinidad 

GLUTI, y el transportador de fructosa GLUT5 no contienen esta secuencia. Estudios usando 

quimeras de GLUT2/GLUn muestran que el reemplazo de la secuencia QLS en GLUT3 con la 

secuencia correspondiente a GLUTI (HV A), resulta en una proteína capaz de transportar 

fructosa. Asimismo, la incorporación de la secuencia QLS en GLUT2 redujo su habilidad para 

transportar fructosa (Seatler el al., 1998). Estos resultados demuestran que la presencia de la 

secuencia QLS está negativamente relacionada con la habilidad de transportar fructosa en los 

mamíferos y sugieren que esta región de la hélice está íntimamente involucrada en el 

reconocimiento de sustrato en el sitio de unión exofacial del transportador. por interacción con la 

posición C-I de la molécula de azúcar. La secuencia QLS se encuentra en TGTPl, SGTPl y 

SGTP4, pero no en TGTP2 o SG1P2, que poseen la secuencia HV A lo que sugiere que TGTP2 

es un transportador de fructosa. En contraste, sería de esperar que TGTP 1 sea incapaz de 

transportar fructuosa, por lo que detenninar experimentalmente si estas predicciones se cumplen, 

complementaría el presente proyecto de tesis. 
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En mamíferos, W1 gran porcentaje de los carbohidratos de la dieta proviene de la ingesta 

de almidón, sacarosa y otros azúcares, principalmente g[ucosa y fructosa. En el humano, [a 

fructosa alcanza niveles de 6-8 rngldl en sangre. El transportador de fructosa humano GLUT5 se 

expresa abundantemente en células epiteliales de intestino delgado y en espennatozoides 

madwos, donde participa en la absorción de fructosa de la dieta y de la presente en el fluido 

seminal, respectivamente (Burant el al., 1992, Blakemore el al., 1995). Además, esta proteína ha 

sido localizada en la membrana plasmática de células del músculo esquelético. La presencia de 

GLUT5 en el tejido muscular de humanos es consistente con estudios que demuestran que el 

músculo puede utilizar fructosa para llevar a cabo glicolisis y glicogénesis (Hundal el al., 1998). 

En los céstodos, la utilización de fructosa ha sido pobremente estudiada. Se han realizado 

estudios sobre la utilización de diversos carbohidratos por los parásitos mantenidos in vitro por 

cortos tiempos. Los parásitos adultos no parecen utilizar fructosa ni manosa. En cambio, las 

larvas tienen un espectro ligeramente más amplio de utilización de hexosas aWlque la absorción 

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

Si TGTP2 es un transportador de fructosa, entonces, debe haber un transportador de 

glucosa de alta afInidad en la superficie tegumentaria del cisticerco de T. solium, no clonado hasta 

el momento. Esta proteína seria la responsable de la toma de glucosa, y posiblemente de galactosa 

(hay indicios de que estos dos azúCares usan la misma vía de entrada en las larvas de los 

céstodos), que se observa cuando las larvas son incubadas in vitro con estos azúcares (Srnyth, 

1969). Es de esperarse que esta proteína tenga mayor identidad COn TGTPI que con TGTP2 (la 

identidad entre TGTPl y TGTP2 es del 28%, mucho más baja que entre cada una de estas 

proteinas y las GLUTs). Un tamizaje de la biblioteca de cDNA del cisticerco de T. solium, usando 

como sonda el DNA de la región codificadora completa de TGTPI o ciertas regiones de esta 

proteína conservadas en platelmintos, en condiciones de baja astringencia podría ser Wla buena 

estrategia para aclarar este punto. En cambio, en el parásito adulto donde el transporte de azúcar 

en la superficie tegumentaria se lleva a cabo por sistemas de transporte activo dependiente de 

sodio, se esperaría que la proteina responsable de intemalizar la glucosa pertenezca a la familia de 

los transportadores sodio/soluto (SSF, sodiumlsolute symporter farnily), para la cual hay algunos 
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miembros caracterizados en mamíferos y bacterias, pero ninguno en parásitos (Reizer el a/., 

1994). 

En conclusión, el sistema de intemalización de carbohidratos de la T. solium se puede 

reswnir de la siguiente manera. La entrada inicial de glucosa y galactosa a la larva se da por una 

proteína de la familia SP (no caracterizada hasta el momento), mientras que la entrada de 

fructosa se lleva a cabo por otra proteína (posiblemente TGTP2). En contraste, en el parásito 

adulto, la entrada de glucosa se lleva a cabo por una proteína de la familia SSP como adaptación 

a los bajos y variables niveles de azúcar en el tubo digestivo. Dado que los adultos ténidos 

parecen no utilizar fructosa, no extraña la ausencia de TGTP2 en este estadio. 

Una vez que la glucosa es internalizada a los tejidos del parásito, se distribuye a través de 

una variedad de tipos celulares que fonnan la pared vesicular. Posiblemente, TGTPI juega W1 

papel fundamental en esta distribución de glucosa en la pared vesicular del cisticerco, sin olvidar 

que la característica sincicial del tejido parasitario puede también contribuir. No se puede 

descartar la presencia de algún otro miembro de la familia SP en el tejido interno de estos 

parásitos tal vez mediando el transporte hacia estructuras más profundas en el parénquima tales 

como los genitales, el sistema de canales protonefridiales, el músculo, entre otros. 
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Anexo 1. Secuencias de transportadores usadas en el trabajo. 
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Anexo 2. Alineación de las secuencias empleadas en los estudios de inferencia filogenética. 

TGTPl a.a. 5 - 34 

TGTPl LVLAIFTTCFGSSFLLGYNLGVANLPGDNI 
SGTPl LVLTVLITCVGSSFL!GYNLGVLNLPRRNI 
SGTP4 LSLSVLLACLGSSFTIGYNLGVLNLPGENI 
TGTP2 YVFATVVIVFGSSFQFGFQTGVINSPLPLI 
SGTP2 FFLPYCIITLGSSFPFGYHTGVINAPADLI 
GLU'l.'lH LMLAVGGAVLGS-LQFGYNTGVINAPQKVI 
GLUTIR LMLAVGGAVLGS-LQFGYNTGVINAPQKVI 
GLUT3H LIFAITVATIGS-FQFGYNTGVINAPEKII 
GLUT3R LVFAVTVATIGS-FQFGYNTGVINAPETII 
GLU'l.'4H LVLAVFSAVLGS-LQFGYNIGVINAPQKVI 
GLU'l'4R LVLAVFSAVLGS-LQFGYNIGVINAPQKVI 
GLUT2H LVFTVITAVLGS-FQFGYDIGVINAPQQVI 
GLUT2R LAFTVFTAVLGS-FQFGYDIGVINAPQEVI 
GLUTSH LALATLlAAFGSSFQYGYNVAAVNSPALLM 
GLUTSR LALATFLAAFGSSFQYGYNVAAVNSPSEFM 
PFHTPl. SFKYVLSACIAS-FlFOYQVSVLNTIKNFI 
LDOND2 NLIVATPIILTP-LLYGYNLGFVGPYSTMY 
LENRPR NARVMLVQAIGG-SLNGYSIGFVGVYSTLF 
LMEXGL NFRMIMVQAIGG-CLNGYSIGFVGVYSTLF 
TCRUGL NLKVAQVQVVGG-TLNGFSIGFVAVYAYFY 
TBRUHT NLGVAQVQVVQG-TLNGYVIGYVAvYLLLY 
TCONGL NLGVVQVQVIGG-TLNGFSIGFVAVYLMLY 
TVIVGL NLCIVQVPVSTG-SLNGFSIGFVAVYMHLY 
DMGTPl LTYSIFSAVLGM-LQFGYNTGVINAPEKNI 
HUPICH VVMVAFMAACGG-LLLGYDNGVTGGVVSLE 
HUP2CH IFIVALTAGSGG-LLFGYDIGVTGGVTSMP 
HUP3CH VLLVALVAACGG-MLLGYDNGVTGGVASME 
ATHGL2 VTVTCIVAAMGG-LIFGYDIGISGGVTTMD 
ATSTPl VLFTCVVAAMQG-LIFGYDIGISGGVTSMP 
ATSTP4 VFVTCFIGAFGG-LIFGYDLGISGGVTSME 
ATSTP3 VVAS~-VIFGYDIGVSGGVMSMG 

RCSTCl VTVTCVVAAMGG-LIFGYDIGISGGVTSMD 
VFMSTl VTITCVVAAMGG-LIFGYDIGISGGVTSMN 
NTMSTl VTVTCIVAAMGG-LIFGYDIGrSGGVTSMD 
HEX6RI VALSCMMAAMGG-VIFGYDIGVSGGVTSMD 
RCSTAl VFVACMVAAVGG-SIFGYDIGISGGVrSMD 
LDONDl RASVMLCAALGG-FLFGYDTGVINAALFQM 
SPITR2 IWVLSAVAGISG-LLFGYDTGVISGALAVL 
ITR1YE IITLTFVASISG-FMFGYDTGYISSALISI 
ITR2YE IITLTFVASISG-FMFGYDTGYISSALISI 
RXT2YE. VICLCLMIAFGG-FVFGWDTGTISGFVNQT 
GAL2YE VSLLCLCVRFGG-FMFGWDTSTISGFVVQT 
GALPEC TFFVCFLAALAG-LLFGLDIGVIAGALPFI 
XYLBCO IFSITLVATLGG-LLFGYDTAVISGTVESL 
RAGIKL VSLCCVMVAFGG-FVFGWDTGTISGFVNQT 
LACPKL LYGLCFITYLC~-TMQGYDGALMGSIYTED 

QYANEU VYTCAAIASFAS-CMIGYDSAFIGTTLALP 
MAL61Y AAAWSLLVSTTL-IQEGYDTAILGAFYALP 
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TGTPl a.a. 53 - 106 

TGTPl 
SGTPl 
SGTP4 
TGTP2 
SGTP2 
GLUTlH 
GLUTlR 
GLUT3H 
GLUT3R 
GLUT4R 
GLUT4R 
GLUT2H 
GLUT2R 
GLUTSH 
GLtn'SR 
PFHTPl 
LDOND2 
LENRPR 
LMEXGL 
TCRUGL 
TBRUHT 
TCONGL 
TVIVGL 
DMGTPl 
HUPlCH 
HUP2CH 
HUP3CH 

ATHGL2 
ATSTPl 
ATSTP4 
ATSTP3 
RCSTel 
VFMSTl 
NTMSTl 
HEX6RI 
RCSTAl 
LDONDl 
SPITR2 
ITRlYE 
ITR2YE 
HXT2YE 
GAL2YE 
GALPEC 
XYLECO 
RAG1KL 
LACPKL 
QYANEU 
MAL6lY 

LNANFLYGQVTSVLVICAAlAAFTCGWVADGLGRKRSLMVNNGIGIV-GSVISS 
LDSSFFYTHVSTIFVVAAAIGAFSCGWVADGLGRRNGLILNNVIGII-GGVIVG 
VTPSFLYAQVSTAFVVAGAlGAFSCGAIADCLGRRNGLIVNSLLAII-GGILVG 
-FVQAMSSLVVAGFPIGGIFQALFGGSVSNKMGRKLSLFIFNIPMAV-GSLLMM 
-FIDLLWSLCVTSFLLGGFFGGLIGGVLANKLGRKNSLFLLSIPTVI-GSLLMM 
TTLTTLWSLSVAIFSVGGMIGSFSVGLFVNRFGRRNSMLMMNLLAFV-SAVLMG 
TTLTTLWSLSVAIFSVGGMIGSFSVGLFVNRFGRRNSMLMMNLLAFV-SAVLMG 
VLLTSLWSLSVAIFSVGGMIGSFSVGLFVNRFGRRNSMLIVNLLAVT-GGCFMG 
GLLTTLWSLCVAIFSVGGMIGSFSVGLFVNRFGRRNSMLLVNLIAIL-GGCLMG 
GTLTTLWALSVAIFSVGGMISSFLIGllSQWLGRKRAML~VL-GGSLMG 

GTLTTLWALSVAIFSVGGMISSFLIGIISQWLGR~VL-GGALMG 

QLITMLWSLSVSSFAVGGMTASFFGGWLGDTLGRlKAMLVANILSLV-GALLMG 
HIVTMLWSLSVSSFAVGGMVASFFGGWLGDKLGRlKAMLAANSLSLT-GALLMG 
FPLTLLWSVTVSMFPFGGFIGSLLVGPLVNKFGRKGALLFNNIFSIV-PAILMG 
FTLTLLWSLTVSMFPFGGFIGSLMVGFLVNNLGRKGALLFNNIFSIL-PAILMG 
SNNTIQSSFLLASVFIGAVLGCGFSGYLVQ-FGRRLSLLIIYNFFFL-VSILTS 
GYSSIQSGVFAGSLVIGSTMGALMGGYLTKRLDYCKSFLFIGLLSVI-GNVLTH 
GYSSSESGIFAGSMIAGCLIGSVFAGPLASKIGARLSFLLVGLVGVV-ASVMYH 
GYSSSESGIFAGSMIAGCLIGSVFAGPLASTIGARLSFLLVGLVGVV-SSVMCH 
GYSSSYNGIFAGAMIVGAMIGSIYAGQFAARFGHKVSFLIVGIVGVV-SSVMYH 
AYTSVYSGIFACAMIVGSMVGSIIAGKCITTFGLKKSFIIVSITCTI-ACVVVQ 
GYDALHSGIFACSMIVGSMIGSIVTERFITMFGLKKSFLIVAIIGVV-ASAMNH 
GYNSLESGLFACSMIVGSMIGSIFAGKFLSKFGLKMSFIVSGVLGIV-GSALIH 
EFIQQLYSVAVSIFAI-GMLGGFSGGWMANRFGRKGGLLLNNVLGIA-GACLMG 
TYDNAKLQLFVSSLFLAGLVSCLFASWITRNWGRKVTMGIQGAFFVA-GGLVNA 
TYDDQKLQLFTSSFFLAGMFVSFFAGSVVRRWGRKPTMLIASVLFLA-GAGLNA 
TYDNPKLQLFVSSLFLAGLISCIFSAWITRNWGRKASMGIGGIFFlAAGGLVNA 
RFDSVSLTLFTSSLYLAALCSSLVASYVTRQFGRKISMLLGGVLFCA-GALLNG 
QYDSPTLTMFTSSLYLAALISSLVASTVTRKFGRRLSMLFGGILFCA-GALING 
RFDSQLLTLFTSSLYVAALVSSLFASTITRVFGRKWSMFLGGFTFFI-GSAFNG 
LFNSQLLTSFTSSLYVSGLIATLLASSVTRSWGRKPSIFLGGVSFLA-GAALGG 
QYDSQTLTMFTSSLYLAALIASLVASTITRKFGRKLSMLFGGVLFCA-GAIING 
QYDSETLTLFTSSLYLAALLSSVVASTITRRFGRKLSMLFGGLLFLV-GALING 
KFDSQTLTMFTSSLYLAALLSSLVASTVTRKLGRRLSMLCGGVLFCA-QALING 
KFDSQLLTSFTSSLYVAGLVASFFASSVTRAFGRKPSILLGGV-FLA--AALGG 
KYDDQRLAAFTSSLYLAGLAASLVAGPITRIYGRRASIISGGISFLI-GAALNA 
SEHSWQYALIVAIAIAGAFVGAFISGFISAAFGRRPCIAVADALFVI-GSVLMG 
VLSSGQKELITSATSFAALISATTSGWLADWVGRKRLLLCADAIFVI-GSVlMA 
VLTYGEKEIVTAATSLGALITSIFAGTAADIFGRKRCLMGSNLHFVI-GAtLQV 
VLTYGEKELITAATSLGALITSVGAGTAADVFGRRPCLMFSNLHFLI-GAILQI 
YLSDVRTGLIVGIFNIGCAFGGLTLGRLGDMYGRRIGLMCVVLVYIV-GIVIQI 
YLSNVRTGLIVAIFNIGCAFGGIILSKGGDMYGRKKGLSIVVSVYIV-GIIIQI 
QITSHTQEWVVSSMMFGAAVGAVGSGWLSFKLGRKKSLMlGAILFVA-GSLFSA 
SAANSLLGFCVASALIGCIIGQALGGYCSNRFGRRDSLKlAAVLFFI-SGVGSA 
YLSNVRTGLIVSIFNIGCAVGGIVLSNIGDRWGRRIGLITVIIIYVI-GIIIQI 
DINSSSGTGLVFSIFNVGQICGAFFVPLMDWKGRKPAILIGCLGVVI-GAIISS 
GALALLQSNIVSVYQAGAFFGCLFAYATSYFLGRRKSLIAFSVVFII-GAAIML 
EISVSWQIGLCLCYMAGEIVGLQVTGPSVDYMGNRYTLlMALFFLAA-FIFILY 
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TGTPI a.a. 115 - 170 

TGTPl 
SGTPl 
SGTP4 
TGTP2 
SGTP2 
GLUT1H 
GLUT1R 
GLUT3H 
GLUT3R 
GLUT4H 
GLUT4R 
GLUT2H 
GLUT2R 
GLUTSH 
GLUTSR 
PFHTPl 
LDOND2 
LENRPR 
LMEXGL 
TCRUGL 
TBRUH'l' 
TCONGL 
'IVIVGL 
DMGTP¡ 
HUP1CH 
HUP2CH 
HUP3CH 
ATHGL2 
ATSTPl 
ATSTP4 
ATSTP3 
RCSTCl 
VFMSTl 
NTMSTl 
HEX6RI 
RCSTAl 
LDONDl 
SPITR2 
ITR1YE 
ITR2YE 
HXT2YE 
GAL2YE 
GALPEC 
XYLECO 
RAGl.KL 

LACPKL 
QYANEU 

MAL61Y 

LLYVGRAISGLNSGLSIGlAAMFLTEIAPRHLRGMIGACNQLAITIGIVISYVLTL 
LLYVGRFVIGINSGITIGIASLYLTEVAPRDLRGGIGACRQLAVTVGIAFSYFITF 
LLFVGRVFNGFNFGISMGIAPMYLTEIAPLSLRGGIGSLHQLALTIGILVSYLMTL 
MIIVGRVLVGFACGAFTGIAPVYLAEIAPVRIRGMSGIMHQLAIVCAILISQILGL 
MIIIGRFTIGIACGAHTVVGPMFLSEIAPVNFRGAAGTFNQFVIVSAILLSQVLSL 
MLILGRFIIGVYCGLTTGFVPMYVGEVSPTAFRGALGTLHQLGIVVGILIAQVFGL 
MLILGRFIIGVYCGLTTGFVPMYVGEVSPTALRGALGTLHQLGIVVGILIAQVFGL 
MLILGRLVIGLFCGLCTGFVPMYIGEISPTALRGAFGTLNQLGIVVGILVAQIFGL 
MLILGRLIIGIFCGLCTGFVPMYIGEVSPTALRGAFGTLNQLGIVVGILVAQVFGL 
MLILGRFLIGAYSGLTSGLVPMYVGEIAPTHLRGALGTLNQLAIVIGILIAQVLGL 
ILILGRFLIGAYSGLTSGLVPMYVGEIAPTHLRGALGTLNQLAIVIGILVAQVLGL 
LIIAGRSISGLYCGLISGLVPMYIGEIAPTALRGALGTFHQLAIVTGILISQIIGL 
LIIAGRSVSGLYCGLISGLVPMYIGEIAPTTLRGALGTLHQLALVTGILISQIAGL 
LIIISRLLVGlCAGVSSNVVPMYLGELAPKNLRGALGVVPQLFITVGILVAQIFGL 
IIIASRLLVGICAGISSNVVPMYLGELAPKNLRGALGVVPQLFITVGILVAQLFGL 
TILFARLLSGFGIGLVTVSVPMYISEMTHKDKKGAYGVMHQLFITFGIFVAVMLGL 
VLFVARIVLGFPLGWQSITSSHYTDKFAPANHAKTLGTLFQVSVSTGIFVTSFFGL 
VLIVGRFVIGLFLGVICVACPVYTDQNAHPKWKRTIGVMFQVFTTLGIFVAALMGL 
VLVVGRFVIGLFVGVIGVACPVYTDQNAHPKWKRTIGVMFQVFTTLGIFlAAAVGL 
VLCVGRLLIGVVLGLVNVACPMYVDQNAHPKFLHVDGVLFQVFTTFGIMFAAAMGL 
ALCTGRVLIGLGVGILCSVCPMYVNENAHPKLCKMDGVLFQVFTTLGIMLAAMLGL 
VLCPARLLMGLGLGILCSVCPMYVNENAHSKHRKVDGVMFQVFITFGIMLAALLGL 
VMCVGRFLMGLVLGLVCVA$PMYVNENAHPKYRKTIGVLFQVFTTFGIMFAALLGL 
MLFLGRFIIGVNCGLNTSLVPMYISEIAPGNLRGGLGTVNQLAVTVGLLLSQVLGI 
MLIVGRVLLGFGVGLGSQVVPQYLSEVAPFSHRGMLNIGYQLFVTIGILIAGLVNY 
MLVIGRVLLGFGVGGGNNAVPLYLSECAPPKYRGGLNMMFQLAVTIGIIVAQLVNY 
MLIVGRVLLGFGVGLGSQVVPQYLSEVAPFSHRGMLNIGYQLFVTIGILIAGLVNY 
MLIVGRLLLGFGIGFTNQSVPLYLSEMAPYKYRGALNIGFQLSITIGILVANVLNF 
MLIVGRILLGFGIGFANQAVPLYLSEMAPYKYRGALNIGFQLSITIGILVAEVLNY 
MLLIGRILLGFGVGFANQSVPVYLSEMAPPNLRGAFNNGFQVAIIFGIVVATIINY 
MLIIARLLLGVGVGFANQSVPLYLSEMAPAKYRGAISNGFQLCIGIGFLSANVINY 
MLILGRILLGFGIGFANQSVPLYLSEMAPYKYRGALNIGFQLSITIGILV~ 

MLIVGRILLGFGIGFANQSVPLYLSEMAPYKYRGALNIGFQLSITIGILVANILNY 
MLIVGRILLGFGIGFANQSVPLYLSEMAPY~{RGALNLGFQLSITIGILVANVLNY 

MLIFGRVLLGVGVGFANQAVPLYLSEMAPPRYRGAINNGFQFSVGIGALSANLINY 
MLLLGRIMLGVGIGFGNQAVPLYLSEMAPTHLRGGLNIMFQLATTSGIFTANMVNY 
VVLVSRVIVGLAIGISSATIPVYLAEVTSPKHRGATIVLNNLFLTGGQFVAAGFTA 
MMVVGRFIVGYGIGLTSLIVPMYITELAPARLRGRLVIIYVVFITGGQLIAYSLNA 
QMAVGRLIMGFGVGIGSLIAPLFISEIAPKMIRGRLTVINSLWLTGGQLVAYGCGA 
QMAAGRLIMGFGVGIGSLISPLFISEIAPKMIRGRLTVINSLWLTGGQLIAYGCGA 
QYFIGRIISGMGVGGIAVLSPTLISETAPKHIRGTCVSFYQLMITLGIFLGYCTNY 
QYFIGRIISGLGVGGIAVLCPMLISEIAPKHLRGTLVSCYQLMITAGIFLGYCTNY 
VLILSRVLLGLAVGVASYTAPLYLSEIAPEKIRGSMISMYQLMITIGILGAYLSDT 
EFVIYRIIGGIGVGLASMLSPMYlAELAPAHIRGKLVSFNOFAIIFGQLLVYCVNY 
QYFIGRIISGLGVGGITVLSPMLISETAPKHLRGT~VSCYQLMITFGIFLGYCTNY 

ALIGGRWFVAFFATIANAAAPTYCAEVAPAHLRGKVAGLYNTLWSVGSIVAAFSTY 
PIIAGRVLAGIGVGGASNMVPIYISELAPPAVRGRLVGIYELGWQIGGLVGFWINY 
MIAVGQALCGMPWGCFQCLTVSYASEICPLALRYYLTTYSNLCWTFGQLFAAGIMK 
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TGTPl a.a. 179·216 

TGTPl LWPVAMGVGAIPAVIALllSPFT---VESPRWLYLKKKDE 
SGTPl LWPLAVALGAVPAAISLVTLPFC---PESPRFLYMKKHKE 
SGTP4 LWPISVAVGSVPALIALtLLPYC---PESPRFLFIKKGKE 
TGTP2 LWPYLLGLTIIPSVVLLFLFWIC---PDSPRYILLNSQDL 
SGTP2 LWPYLLALCTVSSVIHILLLFTC---PESPTYLYIIKGDR 
GLUT1H LWPLLLSIIFIPALLQCIVLPFC---PESPRFLLINRNEE 
GLUT1R LWPLLLSVIFIPALLQCILLPFC---PESPRFLLINRMEE 
GLUT3H LWPLLLGFTILPAILQSAALPFC---PESPRFLLINRKEE 
GLUT3R LWPGLLGLTIIPAILQSAALPFC---PESPRFLLINRKEE 
GLUT4H LWPLLLGLTVLPALLQLVLLPFC---PESPRYLYIIQNLE 
GLUT4R LWPLLLAITVLPALLQLLLLPFC---PESPRYLYIIRNLE 
GLUT2H LWHILLGLSGVRAILQSLLLFFC---PESPRYLYIKLDEE 
GLUT2R YWHILLGLSAVPALLQCLLLLFC---PESPRYLYLNLEEE 
GLUTSH GWPILLGLTGVPAALQLLLLPFF---PESPRYLLIQKKDE 
GLUTSR GWPILLGLTGVPAGLQLLLLPFF---PESPRYLLIQKKNE 
PFHTPl LWWRLMFLFPSVISLIGlLALVVFFKEETPYFLFEKGRIE 
LDOND2 MQGLVSVSTLLSIFVVFLPLITKDGYSKSRRGDYEGENSE 
LENRPR MQGLCVFSTLFSLLTVVLGIVTR----ESRAKFDGG--EE 
LMEXGL MQGLCAFSTLFSLLTILLGIVMS----ESRAKFGGDD-EE 
TCRUGL MQGYCAFSTLLSVLMVALGIFLG----ESKTKFTSGKHED 
TBRUHT LHVFSAVPLGLSVAMFLVGMFLR----ESTATFAQDDDGK 
TCONGL LHGFCAVSSlLAVVMFIMGIFLR----ESKTVVVCENAGK 
TVIVGL MQVFCSVSTALSALLLVLGLVVR----KSKTSFAGGVDSA 
DMGTPl GWPILLGLAICPAILQLILLPVC---PESPRYLLITKQWE 
HUPICH GWRLSLGPAAAPGAILFLGSLVL---PESPNFLVEKGKTE 
HUP2CH 
HUP3CH 
ATHGL2 
ATSTPl 
ATSTP4 
ATSTP3 
RCSTCl 
VFMSTl 
NTMSTl 
HEX6RI 
RCSTAl 
LDQNDl 

SPITR2 
ITRIYE 
ITR2YE 
HXT2YE 
GAL2YE 
GALPEC 
KYLECO 
RAGIKL 
LACPKL 
QYANBU 
MAL61Y 

GWRLSLGLAGVPAIILLIGSLLL---PETPNSLIERGHRR 
GWRLSLGLAAVPGLILLLGAIVL---PESPNFLVEKGRTD 
GWRLSLGGAVVPALIITVGSLIL---PDTPNSMIERGQFR 
GWRLSLGGAVVPALIITIGSLVL---PDTPNSMIERGQHE 
GWRISLGLACVPAVMIMIGALIL---PDTPNSLIERGYTE 
GWRISLATAAIPASILTLGSLFL---PETPNSIIQTTGDV 
GWRLSLGGAMVPALIITVGSLVL---PDTPNSMIERGQHE 
GWRLSLGGAMVPALIITIGSLIL---PDTPNSMIERGDRD 
GWRLSLGGAMVPALIITIG$LFL---PETPNSMIERGNHD 
GWRISLAMAAVPAAILTFGALFL---PETPNSLIQRSNDH 
GWRLSLGLAAAPALLMTIGGLLL---PETPNSLIEQGLHE 
GWRVAIGIGALPAVVQAFCLLFFL--PESPRWLLSKGHAD 
GWRIMFGIGAAPALGQLISLFWT---PESPRYLLRHNHVE 
GWRILVGLSLIPTAVQFTCLCFL---PDTPRYYVMKGDLA 
GWRILVGLSLIPTVLQFSFFCFL---PDTPRYYVMKGDLK 
QWRVPLGLNFAFAIFMIAGMLMV---PESPRFLVEKGRYE 
QWRVPLGLCFAWSLFMIGALTLV---PESPRYLCEVNKVE 
AWRWMLGVIIIPAILLLIGVFFL---PDSPRWFAAKRRFV 
GWRYMFASECIPALLFLMLLYTV---PESPRWLMSRGKQE 
QWRVPLGLCFAWAIFMVLGMMFV---PESARFLVETDQIE 
AFKIPLYLQMMFPGLVCIFGWLI---PESPRWLVGVGREE 
QWLIPPAVQLIPAGLLFLGSFWI---PESPRWLYANGKRE 
GYKLPFALQWIWPLPLAVGIFLA---PESPWWLVKKGRID 
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TGTPl a.a. 262 - 297 

TGTP~ 

SGTPl 
SGTP4 
TGTP2 
SGTP2 

LRMPVIIAVLIQVMQQLSGINAVVANSSEMLKSAKV 
LRMPVLIACLIQVLQQLSGINAVITYSSLMLELAGI 
LRMPVLIACIIQVFQQLSGINAVITYSSTMLKTAGI 
LRLALFVAVVAHLAQQFSGINAALFYSTSLFESIGL 
LRWGLIVALVPHIGQQFSGINGILYYFVSLFISNGL 

GLUTIH YRQPILIAVVLQLSQQLSGINAVFYY$TSIFEKAGV 
GLUTIR YRQPILIAVVLQLSQQLSGINAVFYYSTSIFEKAGV 
GLUT3H YRQPIIISIVLQLSQQLSGINAVFYYSTGIFKDAGV 
GLUT3R YFQPLLISVVLQLSQQFSGINAVFYYSTGIFQDAGV 
GLUT4H HRQPLIIAVVLQLSQQLSGINAVFYYSTSIFETAGV 
GLUT4R HRQPLIIAVVLQLSQQLSGINAVFYYSTSIFELAGV 
GLUT2H YRQPILVALMLHVAQQFSGINGIFYYSTSIFQTAGI 
GLUT2R YRQPIVVALMLHLAQQFSGINGIFYYSTSIFQTAGI 
GLUTSH LRWQLLSIIVLMGGQQLSGVNAIYYYADQIYLSAGV 
GLUTSR LRWQLISTIVLMTGQQLSGVNAIYYYADQIYLSAGV 
PFHTPl YRYVIILGCLLSGLQQFTGINVLVSNSNELYKEFLD 
LDOND2 MIGPILNGVAMGCVTQLTGINANMNFAPTIMSNLGL 
LENRPR MIPRLLMGCVMAGTLQLTGINAVMNYAPTIMGSLGL 
LMEXGL MVPRLLMGAVMAGTLQLTGINAVMNYAPAIMGSLGL 
TCRUGL MLGPLAMGLVTSGTLQLTGINAVMNYAPKIMGNLGM 
TBRUHT MLWPLFMGAVTAGTLQLTGINAVMNYAPKITENLGM 
TCONGL MMWPLFMGTMTAGTLQLTGINAVMNYAPKITENLGM 
TVIVGL MLGPLAVGAVTAGTLQLTGINAVMNYAPEIMRNIGM 
DMGTPl 
HUP1CH 
HUP2CH 
HUP3CH 
ATHGL2 
ATSTPl 
ATSTP4 
ATSTP3 
RCSTCl 
VFMSTl 
N'I'MSTl 
HEX6RI 
RCSTAl 
LDONDl 

SPITR2 
ITRIYE 
ITR2YE 
HXT2YE 
GAL2YE 
GALPEC 

LRPPLIIGIVMQLSQQFSGINAVFYYSTSL~~SSGL 

YMPQLLTSFVIQFFQQFTGINAIIFYVPVLFSSLGS 
YSPMLIVTSLIAMLQQLTGINAIMFYVPVLFSSFGT 
YMPQLLTSFVIQFFQQFTGINAIIFYVPVLFSSLGS 
YRPHLTMAILIPAFQQLTGINVIMFYAPVLFQTIGF 
YRPHLTMAVMIPFFQQLTGINVIMFYAPVLFNTIGF 
YRPQLIMTCFIPF~LTGINVITFYAPVLFQTLGF 

YRPELVMALVIPFFQQVTGINVVAFYAPVLYRTVGF 
YRPHLSMAIAIPFFQQLTGINVIMFYAPVLFDTIGF 
YRPQLTMAVLIPFFQQFTGINVIMFYAPVLFNSIGF 
YRPHLTMAIMIPFFQQLTGINVIMFYAPVLFKTIGF 
YRPQLVMAVAIPFFQQVTGINVIAFYAPILFRTIGL 
NRPQLVMAIFMPTFQILTGINIILFYAPPLFQSMGF 
MRFRVVLSSGLQIIQQFSGINTIMYYSSVILYDAGF 
NRRSLFIGCFLQWFQQFSGTNAIQYFSAIIFQSVGF 
NLRALIIGCGLQAIQQFTGWNSLMYFSGTIFBTVGF 
NFRALIIGCGLQAIQQFTGWNSLMYFSGTIFETVGF 
ILPRVIMGIMIQSLQQLTGNNYFFYYGTTIFNAVGM 
VFQRLLMGVFVQMFQQLTGNNYFFYYGTVIFKSVGL 
FRRAVFLGVLLQVMQQFTGMNVIMYYAPKIFELAGY 

XYLEOO GVGVIVIGVMLSI~FVGINVVLYYAPEVFKTLGA 

RAGIKL MFRRTLMGIMIQSLQQLTGDNYFFYYGTTIFQSVGM 
LACPKL DRYRAMLVILMAWFGQFSGNNVCSYYLPTMLRNVGM 
QYANEU VQWRFFLGGMLFFWQNGSGINAINYYSPTVFRSIGI 
MAL61Y INRRRTRIACLCWIGQCSCGASLIGYSTYFYEKAGV 
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TGTPl a.a. 303 - 353 

TGTPl EYFVVGLGLLNVICTIVALPLLEKAGRRTLLLWPSLVVAIILLLLVIFVNI 
SGTPl QYCVFAIGVLNVIVTVVSLPLIERAGRRTLLLWPTVSLALSLLLLTIFVNL 
SGTP4 QFCVVAVPAINVLMTVLSVYLIERAGRRTLLLWPTVLLAFSLLCLTISVNI 
TGTP2 VYATLGVGSMIVVITVASIFLIERVGRRILLIGGLSVMLFSAVIITIGLAL 
SGTP2 SYANLGTGVTILIGAFASIFVIDRKGRRPLLMFGTSVCLFSLLLFTLTLII 
GLUTIH VYATIGSGIVNTAFTVVSLFVVERAGRRTLHLIGLAGMAGCAILMTIALAL 
GLUTIR VYATIGSGIVNTAFTVVSLFVVERAGRRTLHLIGLAGMAGCAVLMTIALAL 
GLUT3H IYATIGAGVVNTIFTVVSLFLVERAGRRTLHMIGLGGMAFCSTLMTVSLLL 
GLUT3R IYATlGAGVVNTIFTVVSLFLVERAGRRTLHMIGLGGMAVCSVFMTISLLL 
GLUT4H AYATIGAGVVNTVFTLVSVLLVERAGRRTLHLLGLAGMQGCAILMTVALLL 
GLUT4R AYATIGAGVVNTVFTLVSVLLVERAGRRTLHLLGLAGMCGCAILMTVALLL 
GLUT2H VYATIGVGAVNMVFTAVSVFLVEKAGRRSLFLIGMSGMFVCAIFMSVGLVL 
GLUT2R VYATIGVGAINMIFTAVSVLLVEKAGRRTLFLAGMIGMFFCAVFMSLGLVL 
GLUTSH QYVTAGTGAVNVVMTFCAVFVVELLGRRLLLLLGFSICLIACCVLTAALAL 
GLUT5R QYVTAGTGAVNVFMTMVTVFVVELWGRRNLLLIGFSTCLTACIVLTVALAL 
PFHTP~ TILSVVMTAVNFLMTFPAIYlVEKLGRKTLLLWGCVGVLVAYPTAIANEIN 
LDOND2 LVGNIIVMAWNMLATFCVIPLSRRFSMRTLFLFCGFVGSLCCVFLGGIPVY 
LENRPR LVGNFVVMLWNFVTTLASIPLSYVFTMRHVFLFGSIFTSCMCLFMCGIPVY 
LMEXGL LVGNFVVMLWNFVTTLASIPLSYVFTMRQLFLFGSLFTSSMCLFMCGIPVY 
TCRUGL LVGNFVVMAWNFVTTLVSIPLARVLTMRQLFLGASLVASVSCLLLCGVPVY 
TBRUHT SLGNFLVMAWNFVTSLVAIPLA5RFTMRQMFITCSFVASCMCLFLCGIPVF 
TCONGL PLGNFLVMMWNFVTALVAIPLASRFTMRQMFITCSFIASCTCLFLCGIPVF 
TVIVGL MEGNSAVMSWNFVTALVAIPLVSRFTMRQLFLACSFMASCACLIMCGIPVY 
DMGTPl KFATIGIGAIMVVMTLVSIPLMDRTGRRTLHLYGLGGMFIFSIFITISFLI 
HUPICH ~GAVNVGSTLIAVMFSDKFGRRFLLIEGGIQCCLAMLTTGVVLAI 

HUP2CH LLNTVllGAVNVAATFVSIFSVDKFGRRGLFLEGGIQMFIGQVVTAAVLGV 
HUP3CH LLNTVVVGAVNVGSTMIAVLLSDKFGRRFLLIEGGITCCLAMLAAGITLGV 
ATHGL2 LISAVVTGLVNVGATVVSIYGVDKWGRRFLFLEGGFQMLISQVAVAAAIGA 
ATSTPl LMSAVVTGSVNVGATLVSIYGVDRWGRRFLFLEGGTQMLICQAVVAACIGA 
ATSTP4 LLSAMVTGIIELLCTFVSVFTVDRFGRRILFLQGGIQMLVSQIAlGAMIGV 
ATSTP3 LMSTLVTGIVGTSSTLLSMLVVDRIGRKTLFLIGGLQMLVSQVTIGVIVMV 
RCSTCl LMSAVITGLVNVFATMVSIYGVDKWGRRFLFLEGGVQMLICQAIVAACIGA 
VFMSTl LMSAVITGVVNVVATCVSIYGVDKWGRRALFLEGGVQMLICQVAVAVSlAA 
NTMSTl LMSAVITGGVNVLATVVSIYYVDKLGRRFLFLEGGIQMLICQIAVSICIAI 
HEX6RI LLSSIVTGLVGSASTFISMLIVDKLGRRALFIFGGVQMFVAQIMVGSlMAA 
RCSTAl LYSSAVTGAVLCSSTFISIATVDRLGRRFLLISGGIQMITCQVIVAIILGV 
LDONDl VVLSIPLAFMNALFTAVAIFTVDRFGRRRMLLISVFGCLVLLVVIAIIGFF 
SPITR2 ISVSIVVGATNFVFTIVAFMFIDRIGRRRILLCTSAVMIAGLALCAIAYHF 
ITRlYE SAVSIIVSGTNFIFTLVAFFSIDKIGRRTILLIGLPGMTMALVVCSIAFHF 
ITR2YE SAVSIIVSGTNFVFTLIAFFCIDKIGRRYILLIGLPGMTVALVICAIAFHF 
HXT2YE FQTSIVLGIVNFASTFVALYTVDKFGRRKCLLGGSASMAICFVIFSTVGVT 
GAL2YE FETSIVIGVVNFASTFFSLWTVENLGRRKCLLLGAATMMACMVIYASVGVT 
GALPEC MWGTVIVGLTNVLATFIAIGLVDRWGRKPTLTLGFLVMAAGMGVLGTMMHI 
XYLECO LLQTIIVGVINLTFTVLAIMTVDKFGRKPLQIIGALGMAIGMFSLGTAFYT 
RAGIKL FETSIVLGIVNFASTFFALYTVDHFGRRNCLL~GCVGMVACYVVYASVGVT 

LACPKL VLMNGVYSIVTWISSICGAFFIDKIGRREGFLGSISGAALALTGLSICTAR 
QYANEU LTTGIFGVVKMVLTIIWLLWLVDLVGRRRILFlGAAGGSLCMWFIGAYIKI 
MAL6lY FTFSIIQYCLGlAATFVSWWASKYCGRFDLYAFGLAFQAIMFFIIGGLGCS 

95 



TGTPl a.a. 368 - 417 

TGTPl VSAVLVFIYVAAFAMGLGPMPALIVAEIFRQGPRAAAYSLSQSI~QWACNL 

SGTPl ISIILILIYICSFALGLGPVPALIVSEIFRQGPRAAAYSLSQSI-QWLSNL 
SGTP4 ISAVLIILYICGFALGLGP¡PGVIVAEIFRQEPRAAAYSLSQGV-NLLCNL 
TGTP2 LAITFVYIFVGGFAIGPGSIPWFVVAEMFVQETROPAIVITVIV-NWLAQI 
SGTP2 LSIVLTYTFLFGFSV---SIPWFLVSELFTQENRDAAVSIAAAT-NWLCNA 
GLUTIH LSlVAIFGFVAFFEVGPGPIPWFIVAELFSQGPRPAAIAVAGFS-NWTSNF 
GLUTIR LSIVAIFGFVAFFEVGPGP¡PWFIVAELFSQGPRPAAVAVAGFS-NKTSNF 
GLUT3H VCIGAILVFVAFFEIGPGPIPWFIVAELFSQGPRPAAMAVAGCS-NWTSNF 
GLUT3R VCIVAILVYVAFFEIGPGPIPWFIVAELFSQGPRPAAMAVAGCS-NWTSNF 
GLUT4H VSIVAIFGFVAFFEIGPGP¡PWFIVAELFSQGPRPAAMAVAGFS-NWTSNF 
GLUT4R VSIVAIFGFVAFFEIGPGPIPWFIVAELFSQGPRPAAMAVAGFS-NWTCNF 
GLUT2H 
GLUT2R 
GLUT5H 
GLUTSR 
pFRTPl 
LDOND2 

LENRPR 
LMEXGL 
TCRUGL 
TBRUHT 

TCONGL 

TVIVGL 

DMGTPl 
HUPICH 
HUP2CH 
HUP3CH 

ATHGL2 
ATSTPl 
ATSTP4 

ATSTP3 
RCSTCl 
VFMSTl 
NTMSTl 
HEX6RI 
RCSTAl 
LDONDl 

SPITR2 
ITRlYE 
ITR2YE 
HXT2YE 
GJlL2YE 

GALPEC 
XYLECO 
RAG1KL 

LACPKL 
QYIINBU 
MAL61Y 

VSMIAIFLFVSFFEIGPGPIPWFMVAEFFSQGPRPAALAlAAFS-NWTCNF 
VSMTAIFLFVSFFEIGPGPIPWFMVAEFFSQGPRPTALALAAFS-NWVCNF 
ISIVCVISYVIGHALGPSPIPALLITEIFLQSSRPSAFMVGGSV-HWLSNF 
VSIVCVIVYVIGHAVGPSPIPALFITEIFLQSSRPSAYMIGGSV-HWLSNF 
LSIVATFVMIISFAVSYGPVLWIYLHEMFPSEIKDSAASLASLV-NWVCAI 
IAITGIAIFIALYEMGVGPCFYVLAVDVFPESFRPIGSSITVGV-MFIFNL 
VAITGILLFILGFEVCVGPCYYVLTQDMFPPSFRPRGASFTQVA-QFIFNL 
VAITGILLFILGFEVCVGPCYYVLTQDMFPLSFRPRGASFTQVA-QFIFNL 
VAITGIAVFlAAFEIGLGPCFFVLAQELFPRSFRPRGSSFVLLT-NFIF:NV 
VATTGIALFlAAFEFGVGSCFFVLAQDLFPPSFRPKGGSFVVMM-QFIFNI 
VATTGIALFlAAFEFGVGSCFFVLAQDLFPPSFRPKGASFVVMM-QFVFNI 
VATVGIAVFlAAFEFGVGSCFFVLAQDLFPRSFRPTGSSFVVMA-QFIPNI 
LSVVATLGFVVFFAVGPGSIPWMITAAVFSQGPRPSAMAIAVLV-NWMANF 
GlLAVICIFISGFAWSWGPHGWLIPSEIFTLETRPAGTAVAVVG-NFLFSF 
GVLVVICVYVAAFAWSWGPLGWLVPSEIQTLETRGAGMSMAVIV-NFLFSF 
GVLAVICIFIAGFAWSWGPMGWLIPSEIFTLETRPAGTAVAVMG-NFLFSF 
VVVLFICIYVAAFAWSWGPLGWLVPSEIFPLEIRSAAQSITVSV-NMIFTF 
VVVTFICIYVAGFAWSWGPLGWLVPSEIFPLEIRSAAQSITVSV-NMIFTF 
LIVALICIYVAGFAWSWGPLGWLVPSEISPLEIRSAAQAINVSV-NMFFTF 
AVVVLVCVYVAGFGWSWGPLGWLVPSEIFPLEIRSVAQSVTVAV-SFVFTF 
VVVLFICIYVSGFAWSWGPLGWLVPSEIFPLEIRSAAQSVNVSV-NMFFTF 
VVVLFICIYVAGFAWSWGPLQWLVPSEIFPLEIRSAAQSVNVSV-NMLFTF 
VVVIFICVYVAGFAWSWGPLGWLVPSEIFPLEIRSAAQSINVSV-NMIFTF 
IVLILICIYVAGFGWSWGPLGWLVPSEIFPLEIRSAGQSIVVAV-SFLFTF 
LVVIMICLFVLAFGWSWGPLGWTVPSEIFPLETRSAGQSITVAV-NLFFTF 
LFLALLAVFLALYAPGIGCIPWVIMGEIFPTHLRTSAASVATMA-NWGANV 
VVLASIIIFLASYASGIGNIPW-QQAELFPMEVRALGAGFSTAI-NWVGNL 
VIIVFIIVFAAFYALQIGTVPW-QQSELFPQNVRGIGTSYATAT-NWAGSL 
VIIVFIIVYAAFYALGIGTVPW-QQSELFPQNVRGVGTSYATAT-NWAGSL 
VMIVFTCLFIFFFAISWAPIAYVIVAESYPLRVKNRAMAIAVGA-NWIWGF 
CMIVFTCFYIFCYATTWAPVAWVITAESFPLRVKSKCMALASAS-NWVWGF 
FAIAMLLMFIVGFAMSAGPLIWVLCSEIQPLKGRDFGITCSTAT-NWIANM 
VALLSMLFYVAAFAMSWGPVCWVLLSEIFPNAIRGKALAIAVAA-QWLANY 
CMIVFACFYIFCFATTWAPIAYVVISESYPLRVKGKAMAIASAS-NWIWGF 
GALVFIYLFGGIFSFAFTPMQSMYSTEVSTNLTRSKAQLLNFVV-SGVAQF 
AAIFFFYLWTAFYTPSWNG~PWVINSEMFDQNTRSLGQASAAAN-NWFWNF 

GSGALLMVVAFFYNLGIAPVVFCLVSEMP$SRLRTKTllLARNAYNVIQVV 
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TGTPl a.a. 418 - 464 

TGTPl IVVASFPSLNELLK-----------GYVYLPyLVVVAVCWVVFFLFMPETKNRTFDEV 
SGTPl IVLCSyPVIQKNIG-----------GySFLPPLVVVVICWIFFFLFMPETKNRTFDEV 
SGTP4 LVLFSyPSINDAIG-----------GySFLPFLVIVIICWIFFFLYMIETKNRTCDSN 
TGTP2 VISLGyPPLLKYLK-----------DySFMPFIGLLVIFIALLyFFLPETKGRAPCDV 
SGTP2 ¡VALIFPQLVlyIG-----------IyAFIPFICALLVVLIFVGLYLPETKGKTPASI 
GLUTIH IVGMCFQyVEQLCG-----------PYVFIIFTVLLVLFFIFTYFKVPBTKGRTFDEI 
GLUTIR rVGMCFQyVEQLCG-----------PYVFIIFTVLLVLFFIFTYFKVPETKGRTFDEI 
GLUT3H LVGLLFPSAAHYLG-----------AYVFIIFTGFLITFLAFTFFKVPETRGRTFEDI 
GLUT3R LVGMFFPSAAAYLG-----------AYVFIIFAAFLVFFLIFTSFKVPETKGRTFEDI 
GLUT4H IIGMGFQYVAEAMG-----------PYVFLLFAVLLLGFFIFTFLRVPETRGRTFDQI 
GLUT4R IVGMGFQYVADAMG-----------PYVFLLFAVLLLGFFIFTFLRVPETRGRTFDQI 
GLUT2H IVALCFQyIADFCG-----------PYVFFLFAGVLLAFTLFTFFKVPETKGKSFEEI 
GLUT2R IIALCFQyIADFLG-----------PYVFFLFAGVVLVFTLFTFFKVPETKGKSFDEI 
GLUTSH TVGLIFPFIQEGLG-----------PYSFIVFAVICLLTTlyIFLIVPETKAKTFIEI 
GLUTSR IVGLIFPFIQVGLG-----------pySFIIFAIICLLTSlyIFMVVPETKGRTFVEI 
PFHTPl IWFPSDIIIKKSPS-----------SILFIVFSMSILTFFFI-FFFlKETKGGEIGTS 
LDQND2 IINICYPIATEGISGGPSGNPNKGQAVAFIFFGCIGVVACVIEYFFLQPWVEPEAKMT 
LENRPR IINVCYPIATESISGGPSGNQDKGQAVAFIFFGGLGLICFVIQVFFLRPWDEERDGKK 
LMEXGL IINVCYPIATEHISGGPSGNQDKGQAVAFIFFGCVGMICFIIQVFFLHPWDEKRDGKK 
TCRUGL IINVCYPIATEGISGGPSGNQDKGQAVAFIFFGCIGLVCFVLQVFFLYPWEESTPQNH 
TBRUHT LINLLYPITTEAISGGPTANQDKGQAVAFILFGLIGLICSVLQFFYLYPYDANQDHEN 
TCONGL LVNLLYPITTEAISGGASGNQDKGQAVSFILFGLIGLVCFVLQYFYLYPYEAKSSGOS 
TVIVGL MINLLYPITVEAISGGKGKSPEKGQSVSFIIFGIIGIICFVLQLRYLTPWEDGQGTST 
DMGTPl VVGIPFPSMKTALE-----------NYTFLPFSVFLAIFWIFTYKKVPETKNKTFEEI 
Ht1PICH VIGQAFVSMLCAME-----------YGVFLFFAGWLVIMVLCAIFLLPETKGVPIERV 
HUP2CH VIGQAFLSMMCAMR-----------WGVFLFFAGWVVIMTFFVYFCLPETKGVPVETV 
HUP3CH 
ATHGL2 
ATSTPl 
ATSTP4 
ATSTP3 
ReSTCl 
VFMSTl 
NTMST1 
HEX6RI 
ReSTAl 
LDONDl 
SPITR2 

VIGQAFVSMLCAMK-----------FGVFLFFAGWLVIMVLCAIFLLPETKGVPIERV 
LIAQVFLMMLCHLK-----------FGLFIFFAFFVVVMSIFVYLFLPETRGVPIEEM 
IIAQIFLTMLCHLK-----------FGLFLVFAFFVVVMSIFVYIFLPETKGIPIEEM 
LVAQLFLTMLCHMK-----------FGLFFFFAFFVVIMTIFIYLMLPETKNVPIEEM 
AVAQSAPPMLCKFR-----------AGIFFFyGGWLVVMTVAVQLFLPETKNVPIEKV 
VVAQVFLIMLCHLK-----------FGLFIFFSFFVLIMSIFVYYFLPETKGIPIEEM 
LVAQIFLTMLCHMK-----------FGLFLFFAFFVVVMTIYIYTMLPETKGIPIEEM 
tVAQVFLTMLCHLK-----------FGLFLFFAFFVVIMTVFlyFFLPETKNIPIEEM 
VVAQTFLSMLCHFK-----------SGIFFFFGGWVVVMTAFVHFLLPETKKVPIEKM 
VIAQSFPSLLCAFK-----------FGIFLFFAGWVTVMTAFVYIFLPETKGVPIEEM 
LVSQVFPILMGAIGV----------GGTFTIISGLMALGctFVYFFAVETKGLTLEQI 
IISASFLTMMESITP----------TGTFALFAGFCFVGLVTSyFTYpELAGNSrENI 

ITR1YE VIASTFLTMLQNITP----------AGTFAFFAGLSCLSTIFCyFCYPELSGLELEEV 
ITR2YE 
HXT2YE 
GAL2YE 
GALPBC 
XYLECO 

RAG1KL 
LACPXL 
Q~ANEU 

MAL61Y 

VIASTFLTMLQNITP----------TGTFSFFAGVACLSTIFCYFCyPELSGLELEEV 
LIGFFTPFITSAIG-----------FSyGYVFMGCLVFSFFYVFFFVCETRGLTLEEV 
LIAFFTPFITSAIN-----------pyyGYVFMGCLVAMFFYVFFFVPETKGLSLEEI 
IVGATFLTMLNTLGN----------ANTFWVYAALNVLFILLTLWLVPETKHVSLEHI 
FVSWTFPMMDKNSWLVAHFHN----GFSyWIYGCMGVLAALFMWKFVPETKGKTLEEL 
LIGFFTPFITSAIH-----------FyyGYVFMGCMVFAFFYVYFFVPETKGLTLEEV 
VNQPATPKAMKNIK-----------YWFYVFYVFFDIFEFIVIYFFFVETKGRSLEEL 
IISRFTPQMFIKME-----------YGVYFFFASLMLLSIVFIYFFLPVTKSIPLEAM 
VTVLIMYQLNSEKWNWG--------AKSGFFWGGFCLATLAWAVVDLPBTAGRTFIEI 
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Molecular and functional characterization and tissue 
localization of 2 glucose transporter homologues (TGTPl 
and TGTP2) fram the tapeworm Taenia solium 
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SUMMARY 

Tapeworms absorb and consume large quantities of glucose through their syncytial tegument, storing the excess as 
glycogen. Although sorne studiesoI\ the metabolismof glucolIe in several tapewonns are available, the proteins tnat mediate 
its uptake and distribution in their tissuehave not been identified. We describe the ¡sobtion and characterization of cONA 
clones encoding 2 facilitated diffusion glucose transporters (TGTPl and TGTP2) from Taenia sotium, the causal agent 
oC human and porcine cysticercosis. Radio-isotope labelled hexose uptake mediated by TGTPt expressed in Xenopus 
oocytes is inhibited by the nlltural stereoisOOlers D-glucose and D-mannose but not by L-glueose. Transport by TGTPt 
is sensitive to classical inhibitors oC facilitated diffusion such liS phloredn and eytochalasin B, and insensitive to ouabain. 
TGTP2 did not function in Xtl'lQPUl oocytes. Localization studies using specific anti-TGTPt and anti-TGTP2 antibodies 
show that TGTPt is abundant in a number of structures underlying the tegument in aduh parasites and huvae, whereas 
TGTP2 appears to be locali:¡:ed only on the tegumentary surface of the larvae and is not detected in adults. 

Key words: facilitated diffusion glucose transporter, tapeworm parasltes, 7·aenia sQ/ium, cysticercosis, cONA, loealization, 
tegumento 

INTRODUCTION 

Tapeworms lack a digestive traet and carry out 
metaholic exchange with their host through the 
syncytial tegument. When glucose is available, the 
parasites absorb and consume large quantities, 
storíng the excess as glycogen (Robeets, 1983). Aduh 
worms live in the ¡ntestine of vertebrates and require 
carbohydrates in the host diet foe their normal 
development and reproduction (Read & Simmons, 
1963), The larval stages, or metacestodes, lodge in 
the tisaues of their intermediate hosts where sur
rounding fluids provide nourishment. Their matu
ration can he accelerated in vitro by culturing in a 
glucose·rieh medium (Graham & Bernrzen, 1970). 

Substantial researeh on the aequisition, storage 
lInd catabolism of earbohydrates in tapeworms has 
been previously reported. For example, uptake of 
glucose through a mediated system has been demon· 
strated in severa\ species of cestooes (Pappu & Rud, 

• Corresponding author: Depanment oC Immunology, 
InMituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM A.P. 
70228,04510 México D.F., México. 
Te!: +525 622 3844, Fax. +525 622 3369. E·mlil: 
laclette@lervidor.unllm.lJlx 

1975). Vptake by adult wonns has been reported to 
be driven by a Na+ ·dependent active transpon 
system, similar to counterparts in the vertebrate 
intestine (Pappas & Read, 1975; Pappas, 1983). 
Metacestodes appear to take up earbohydrates by 
passive as well as active transport (von Brand el al, 
1964; Arme, Middleton & Seott, 1973; Pappas, 
U glem & Read, t 973; Pappas, 1983; Rosen & 
Vglem, 1988). In H. diminuta, hoth types of 
transport have been localized in different tissues of 
the infeetive cysticercoid; facilitated diffusion is 
associated primarily with the eyst wall and is lost 
when the larva exeysts in the vettebrate host, wnereas 
Na··dependent active transport is associated with 
the external plasma membrane of the seolex (Rosen 
& Uglem, 1988). 

The moleeules that mediate the uptake and 
distribution of carbohydrate in the tissue of the 
ceatodea have not previously heen identified. In this 
repon, we describe the isolation and characterization 
of 2 cDNA clones containing the complete eoding 
sequence for 2 glucose transporter homologues of 
T. rolium (TGTPl and TGTP2). TGTPl has been 
functional1yexpressed in Xmopus oocytes and shown 
to have properties typieal of facilitated diffusion 
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glucose tnmsporters. Immunolocalization studies 
indicate that TGTPl is abundant in a number of 
structures underlying the tegument of larval and 
adult T. solium~ its homologues are also present in T. 
saginata and T. crassiceps. In contrast, TGTP2 
appears preferentially on the external surface of 
larval-stage parasites. 

MATERIALS AND METHODS 

Iso/alion and characterizalion 01 T. solium g/ucose 
transporters (TGTP) cDNA 

A probe was obtained by PCR amplification of 
T. solium cysticerci cDNA, using degenerate primers 
designed from conserved amino acid sequence motifs 
of human (GLUT1) and Schistosoma manson; 
(SGTPI, 2 and 4) facilitated diffusion glucose
transporters (see Fig. 2 in SkeUy et al. 1994). The 
sense primer TGTP-2cg (5' -CAGCAGTTCTCC
GGCAT(A/C/T)AA(CjT)G-3') was designed 
from amino acid positions 281-288 in SGTP1, and 
the antisense primer TGTP-3cg (5'-TCGTCGAA
CóCóTGCGGCCCTT(A¡C¡G ¡T1GT(T ¡ClTC-3') 
from position 460-468. PCR utilized 25 cycJes, 
annealing at 50 °C/60 sec, extension at 72 °C/60 Stt 

and denaturation at 94 °C/60 seco The product was 
ethanol precipitated and run on a 1 % agarose gel, 
and the region of the gel containing DNA of 
approximately 550 bp was excised, purified by glass 
affinity and used as a template in a second PCR 
under the same conditions. The now apparent 
amplified 550 bp ONA fragrnent was radio-isotope 
labelled with the Random Primed DNA Labelling 
Kit (U.S.B. Corp., Ohio) and [a32 P]dATP (Amer
sham lnternational plc) and used to screen about 
80000 plaques of a T. solium cysticerci cDNA library 
prepared as previously described (Landa el al. 1993). 
Hybridization was carried out at high stringency 
(65 oC, 2 x SSe), and several positively hybridizing 
plaques were isolated, each representing ísolates of 
TGTP2 cDNA. 

A second strategy for isolating glucose transporter 
clones from the cysticerci cDNA library was tO use a 
I kb DNA probe containing the amino-terminal 
coding end of the S. mamon; glucose transporter 
SGTPt as a probe (Skelly et al. 1994). The amplified 
DNA fragment was radio-isotope labelled and used 
to screen the cDNA library at low stringency (50 oC, 
6 x SSe). This strategy resulted in the ¡solation of 
TGTPI cDNA clones. 

The inserts in all selected clones were subcloned 
into MI3 vectors and sequenced by the dideoxy 
chain-terminaríon method (Sanger, 1977). The com
plete sequences were obtained frorn both strands 
of the cDNA using synthetic oligonudeotides. 
Sequences included in this paper have beeo sub
mitted to the GeneBaok with accession numbers: 
U39197 (for TGTPI) and U62917 (for TGTP2). 

Functiona/ expressíon 01 TGTPs in Xenopus 
oocytes 

5S0 

functi.onal expt"ession of the 2 TGTP cONA dones 
was characterized essentially as described by Skelly 
el al. (1994). Briefiy, the complete coding regions of 
the 2 glucose transporters were amplified by PCR 
and ligated into the Xenopus expression .... ector, 
pSP64T. Linear DNA was prepared from the 
resulting plasmids and used to synthesize RNA in 
vitro. Approximately 50 ng of RNA were injected 
into each Xenopus oocyte. For analysis of glucose 
uptake, groups of 5-6 oocytes were incubated at 
room temperature in a buffer containing 0·1 mM 2-
deoxyglucose, 1 ,uCijml [1 ,2-3 H]2-deoxyglucose for 
1 h. Individual oocytes were washed, solubilized 
with 0·2 mI of 2 % SOS and the incorporated 
radioactivity was evaluated by ¡iquid scintillation 
counting. The effects of several sugars and inhibitors 
(at 10 mM and 1 mM, respectively) on the transport 
of 2-deoxyglucose were studied. When assaying the 
effects of the inhibitors, the oocytes were pre
incubated with the compounds 30 min prior to the 
start of the transport assay. To evaluate the effect of 
sodium on glucose transport, choline chloride 
(100 mM) replaced NaCl in the buffer. Experiments 
were undertaken twice. and the data are presented as 
the mean ± the standard deviation of uptake by at 
least 4 individual oocytes. Data were compared by 
Student's two-tailed t-test (P < 0·05). 

Localizatíon studíes 

T. solium cystS were dissected from skeletal musc1es 
of infected pigs obtained in Mexico City. T. crassiceps 
cysticerci (ORF strain) were obtained from the 
peritoneal cavity of BALBjc mice and maintained in 
the laboratory. T. saginata Ildult worms were kindly 
donated by A. Aluja, Facultad de Medicina Vete
rinaria y Zootecnia, UNAM, and T. solium adult 
worms were obtained from experirnentally infected 
hamsters (kindly provided by J. Ambrosio and 
A. Flisser, F9cultad de Medicina, UNAM). AII 
larvae and adult wonns were washed 3 times with 
sterile phosphate-buflered saline, pH 7·2 (PBS) and 
used immediately for localizatíon studies or stored at 
- 70 oC untíl use. 

For the preparation of a specific antiserum, 2 
peptides were synthesized (C. Dahl. Harvard Medi
cal School), based on the extrapolated amino acid 
sequence at the carboxyl-terminus of both TGTPl 
(NH2-CEAATALRRSDEEDAKVDA-COOH) 
and TGTP2 (NH2-CRSLPSENGENMTKSDR
VKF-COOH), with a cysteine added to the amino 
terminus of ellch peptide for coupling to a carrier. 
Peptides were coupled to BSA and to ovalbumin, 
and the BSA-coupled peptídes were injected sub
cutaneously ioto rabbits as previously described 
(Zhong d al. J 995). Immune sera were collected, and 
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Table 1. Amino acid sequence comparisons of 
TGTPl and TGTP2 from Taenia solium ..,,-ith 
severa) glucose transporters from other organisms 

TGTP2 t'%) 

Protein· Identity Simi!arity Identity Similarity 

TGTP2 2%'0 4n 
GLUTI 31'9 49·2 3N no 
GLUT3 30·8 48·8 37·3 53-6 
GLUT4 32-2 49·9 36·0 52·3 
SGTPI 56·2 67·6 26·9 4J.8 
SGTP2 25·2 42-1 41-9 56·0 
SGTP4 47·9 64·6 2,., 47-3 

• TGTPI and are T. $o{ium glucose transporters; 
G LUTI, 3 snd 4 are human glucose transporters; SGTP1, 
2 and 4 are Schistosoma mamolli glucose transporters. 

the anti~peptide antibodies were purified by affinity 
chromatography to the ovalbumin~coupled peptides 
conjugated to NHS~acti\'ll,ted HiTrap columns 
(Pharmacia lnc.). Retained antibodies were eluted in 
0·1 M glycine, pH 2'5, neutralized with Tris, pH 8, 
and dialysed exhaustively against PBS. Purified 
antibodies against the e-terminal peptides are re
ferred to as anti-TGTPl or anti-TGTP2. 

lmmunofluorescence microscopy was performed 
on frozen sections of the parasite tissues. Seetions 
6-$ pm thick were air dried on po]y-L-Iysillt: coated 
slides, rehydrated with PBS, pre~incubated for 
30 min with 20 % normal goat serum in PBS as a 
blocking reagent, washed with PBS-O·l S % Tween 
20, and incubated overnight at 4 oC with the antí
TGTPI or antí· TGTP2 antibody fraetions 
(lOO Ilg/ml in PBS....{)·15 % Tween 20, 3 % BSA). 
Slides were extensively washed and incubated in the 
dark for 1 h at room temperature with a fluorescein
conjugated F(ab)2 goat anti-rabbit IgG (Boehringer 
Mannheim, Biochemicats) at 2,ag/mL The slides 
wete washed again and mounted with eover-slips 
using 1:9 glyeerol-PBS. Control sections were 
incubated wjth the second antibodyonly. AH sections 
\Vere photographed in a Nikon Optiphot Epi
fluorescence mieroscope. 

ExpTession 01 TGTPs in insect cells 

For the recombinant expression of the TGTPl aod 
TGTP2 io ¡osect eens, the complete coding 
sequences ofTGTPl and TGTP2 wereamplified by 
PCR as described earlier and subcloncd ioto the 
bacuIovirus vector p VL 1393. Recombinant plasmids 
containing TGTPl snd TGTP2 cocHng sequences 
io the correc! orientation snd baculovirus DNA were 
US1!d to <:o-transfect Sf9 ceUs as described prevUmsIy 
(Zhong el al. 1995). Detcction of TGTPl and 
TGTP2 in membrane fraetions of transformed ioseet 
ceUs aCrer 48 h of infecti.on, and of T. saliflm and 
T. crassiceps cysts, WIIS carried out by Westem blot 
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(Towbin, Staehelin, Si Gordon, 1979). Membrane 
fmetioos frorn Sf9 cells and cysts were prepared as 
described by Zhong et al. (1995), except chat frozen 
eysts wete homogenized using a Polytron homogen
izer(Brinkmann lnstruments) at rnaximum speed for 
1-2 min at 4 oC before sonication, A goat anti-rabbit 
IgG conjugated to peroxidase (Sigma) 1: 1000 di
lutíon was used a:> second antibody and detected by 
reaetion with 0·05 % 4-ch)oro-l-naphthol. 

RESULTS 

CharacterizalÍan af 2 T. solium glucose transporter 
cDNAs 

Two full-Iength cONA clones were obtained from a 
T, solíll.m cystice,rci cDNA library with probes based 
on homologies ro conserved amino acid sequence 
motifs of human and Schistosoma mansoni glucose 
transporters as described in the Materials and 
Methods section. One 1·8 kb clone showed strong 
coding homology to the S. mamoni glueose tran:>
porter, SGTPl, and was designated TGTP1. A 
second 1,7 kb clone was designated TGTP2 because 
of its greater coding homology wjth SGTP2, a 
S. mansoni g)ucose transporter homologue (Table 1). 
Extensive efforts to amplify additional TGTP 
cDNAs with other conserved sequence motif primer 
com.bioations, or low stringency hybridization with 
S. mamoni glucose transporter cDNA clones were 
unsuccessful. TGTPl and TGTP2 have ]'
untranslated regions of 235·bp and 136-bp, re
spective{y, ending in poly-A tails, whereas only 
TGTP2 has the typical consensus poly(A) addition 
site (AATAAA), 20-bases upstream of the poly~A 
tracto 

The predictccl translation products of TGTPI 
and TGTP2 encoded proteios with characteristics 
typical of facilitated ditfusion glucose transporters 
(Mueckler et al. 1985), They were about 55 kDa each 
with 12 predicted transmemhrane a.heJiees, rela
tively large hydrophilic loop:> between trans
membrane helices 1-2 and 6-1, and hydrophiJic 
sequences at the amino- and carboxyl- ends (Fig. 1). 
A single putative N-linked glycosylation site on the 
first externalloop, typical of eukaryotie transporters, 
was present only in TGTPl. Absence of this site has 
beeo reported in glucose transporters of plants and 
protozoa (Stack. Steio & Landfe.r, 1990; Langford 
et al. 1994; Sauer & Taoner, 1989; Stadler el al. 
1995). In addition to their structural similarities, 
both proteins have substancial levels of protein 
aequence identity and similarity to aU known 
members of the superfamily of facilitated diffusion 
gIucooe transpotten. TGTPl shows 56% ldentity 
and 67·6 % similarity with SGTPl. whereas TGTP2 
is most c10sely related with SGTP2 (42% identity 
and 56% similarity}. ldentity between TGTPl and 
TGTP2 is only 28 % (sec Table t). 
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Fig. 1. Alignment of the deduced amino acid sequences oC Tatllia solium TGTPI, TGTP2 and other glucoae 
rransponers. GLUTl, GLUT3 and GLUT-4 are human glucose transporters (Kayano tt al. 1990); SGTPI, SGTp2 
and SGTP.¡. are Schi$losomo mamani glucose transporten (Skelly ~t al. t 994). Position.t oC amino acid identity with 
TGTPI are shown as a dots. Hyphens indicate gaps introduced to maximiu alignment. Underlining shows the 
putative membrane-spanning segments determined usmg the a1gorithm of Eisenberg el al. (1984). 
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Fig. 2. Functional expression of che TGTPI in Xetlopus ooeytes. (A) Transport of 2-deoxyglueose by oocytes injeeted 
wich TGTPl, TGTP2 and SGTPI eRNA. The basal transport is represented by uninjected ooeytes (see Materials 
and Methods seetíon). (B) The 2-deoxyglueose transport versus time by oo<:ytes injected with TGTPI eRNA 
compared with uninjeeted oocytes (NI). Data are represented as the mean ± standard deviation of uptake by 4-S 
individual oocytes of a representative experimento 
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Fig. 3. Sugar specificity and semitivity to inhibhors of TGTPl eRNA injected oocytes. (A) Effect of competing 
10 mM sugars on the transport of 2-deoxyglucose by oocytes injected with TGTPl cRNA. The values for uninjeeted 
(~) and positive control (+) oocytes, were obtained in the ahsence of competing lIugar. D-GLU, D-glucose; L-GLU, 
L-glucO!le; MAN, D-mannOse; MAL, v-maltose; GAL, v_galactose; FRU, o-fructase. (B) Inhibition of 
2-deoxyglucose transport by several pOCential transporl inhibitars at I mM. Uninjected (~) and positive (+) control 
oocytes, were obtained in the absenee of inhibitors. ~ Na, ooeytes injected with TGTPl RNA ineubated in buffer 
lacking sodium¡ eyB, eytochalasin B; Oub, ouabain; Pht, phloretin; Phz, phlorizin. The 2_deoxyglueose transport by 
the oocytes injeeted with TGTPI eRNA in the ahsence of sugar competitors or inhibitoI"$ was set to 100%. 

FuncnonaL expression of T. $olium glucose 
transporters in Xenopus oocytes 

To functionally characterize the T. solium glucose 
transporten, the coding DNA ofboth TGTP clones 
were expressed in Xmopul ooeytn. Oocytes were 
injected withcoding RNA thatwas produced in "it,.o 
and then measured for their ability to take up radio
isotope label1cd 2-deoxyglucose as compared with 
uninjected control oocytes, As shown in Fia:. 2, 
oocytes injected with TGTPl RNA, took up sig-

nificantly more 2-deoxyglueose than controls, and 
uptake was linear over a 60 min incubation. Oocytes 
injected with TGTP2 RNA had no increased glucose 
uptake during a 60 mio incubation, as was previously 
found for its S. JUlUOIIi homologue, SGTP2 (Skelly 
et al. 1994). The oocyte expression sy"tero wa~ u~ed 
to characterize the substrate specificity of TGTPl. 
Sugar stereospecificity was assessed by competitioo 
studies using deher D-glucose or L-glucose (Fig. 
3 A). The natural stereoisomer D-glucose, but not 
L-glucose, competed. eflectively for transPOrt of 
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Fig ..... ImmunoloculiZlUio!l of TGTPI and TGTP2 in rissue sccrions ()f Tawia salium (A and Il) and T. crasSlfep.l 
(C <ll1d Dllan'ut:. Tissut: sceti'nw "'t:rt: initiatly incuhatt:u ",,¡Ih anti-TGTPI (A \\nd C) m \\mi-TGTP2 lB <onu O) 
affinir~--r>uTltit:d <lntibodi~·s dnd denloped \\ith <l fluoreseent anti-r3bbit IgG. COlllnll s"el;Ol1s in<:ubaled in rhe 
"bM'IlCl' ,,( pnmllry ml!ihod: Jid nol sho" any fluoresl'encc (Ilot shown). D:\I. basal mt'mbr"'ll': TC. It:gum"ntal 
<:\'!OIlS; '1', t.,.(umt'n! 

2-Jcoxyg-lucose. 'l"nwsport inhihition studies \\'ere 
also nlTticd out tlsing tht n-isonlcrs uf the follo\\'ing 
stlg<lts at 10 m,'\l; m<lnnosc, mHltose, galactosl.' and 
frllcto~t' (Fi g . JA). !\'Iannmc inhihitcd uptake ro u 
k'H~1 similar to th<lt obscrn~d \\ ¡th II-glucosl', wht're<ls 
glll<ll'WSC lInd fructo.-;~' wtn.' mueh less inhibitory. 
:\1¡lltosc did not signifir<lfltly inhibit J,(lucu~l' uptak~ 
hy '1'(;'1'1'1 (1' > 0'05). Thl' inhihitor of fllCilitHtcd 
glllcose tnl11sportns, pnloTl,tin, compll'tcly aholish~s 
'1'(;'I'Pl-dl'pl'nd~llt glU{"()Sl' transport at 1 m'\l (Fig. 

3 B). Cytochalasin B, anoth~r inhibitor of faciI itated 
glucose transportl'fS, dl;'crcust'~ glucosl.' fransport by 
TGTPI by !-lO"". fn contrast, no difftc"renc~s in lhe 
,glucose uptakc \\'cre S¡:t'n when the O()CnCS \H'r~ 

incubated in th~ prcsenctc" uf ollahllin, whlCh cllSfuptS 
~()dium mo\'~mt'nt by inhihiting th l' s()diuml:\'J'Pas~ 
pump. Thtc"Sl' r~sults d~monstratl' th<lt thl' tral1slution 
product of T(;TI'I is a f,tcilitatcJ diffusion glucos~ 
rnlnsportcr. Soml'wnat surprising \\HS rhe m<,Jl'ratl· 
redudion in acti\'ily dt'tcdl"d \\hl'n sodium "as IlfJt 



Fig. 5. Immunolocalization of TGTPI in tissue sections of adulr Tamia solium (A) or T. suginata (A 3nd C). Scrtlons 
were initially incubated with anti-TGTPI 3tfmity-purified antibodies and developed 'ü¡h ftuoresl'l'nr anti-rahbu Ig(j. 
Insert shows highcr magnificar ion (y 60)_ (e) :<;raining of eg¡<:s wi!hin the ulcrus of T. wj!mata. (O) Control st~itlil1g, 
in the absence of primary antibody_ Equivalent tissue sections stained with anli-'I'(;"T2 antlhodi"s <lnd in the 
absence of the primary 3ntibody did llO! sho" any ftuorescence (datH nor sho\\'n)_ EC, p\:ca'wry ~'¡mals; 
E, embriophorc; 01\1, oncosplll'ral nll'mhrane; YC, yolk cell; arro\\'~ dOll"nwards sh()\\ Ih" c~tf)p¡'lsJ1lil' canals and 
arro\\'S upwards sho\\' rhe wglll11ental c~-t()I1S. 

included in tbe medium, and (he dcar sensiti\-ity to 
phlorizin, another inhihitor of ~odium_dependent 

sugar transporto 

lmmlln%culi:;:atúm 'd TGTPt (/lid TGTPl il1 
'raenia pawsift's 

Specíftc r¡¡bbit ¡mtiscra ¡¡g-ainst TGTl'l and TGTP2 
\\ere clicircd wirh pcprides corresponding to thl' 
carboxyl tcrminus of tht, 2 glucost; transporters. For 
localization stlldies, ¡mtihodies w(>re purilicd by 
antigen atnnit\". '¡'he resultinl! antihoJ" Pt(>pllfatiuns 

recognized proteins of ahOU! 40--1-5 kDil in Wl'st(>r1l 
bla!s conraining mcmbral1e fractions from T. -,,¡{illlll 

qsts (data not shown). Thc specilieity (JI" caeh 
antibody was demonstn!tcd un \\"estl'rn hlots con
tainiog membrane fraclinns o[ rct;onlhit\\lnt inSl'c! 
cells exprcssing I of tlw '!'GTPs . In e[1<"h cas(', a 

broad band uf ahout -1-0 -1-5 kDa In Ihe rdl'QIll! 
membrane fractioll ftolll Tl'comhi,'llllr ins('rt t'clls 
was appluent ¡¡nd thl' ;lI1lih"di(>s Jid not reuIgn;;(l' 
the other TGTI' (clata nut showll). 

Immunofluorcsl"l'nn' \\"as carried (Iut C>l1 fn,;.:,"!! 
s('ctimlS from Ihe hladdl'r \\-ull "r T _1"lill1l1 ló\f\'ó\\' ,\\\d 
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showed that TGTPl was localized in the tegument 
as ~vell as in several structures underneath its basal 
membrane, incJuding the tegumental cytons and 
other celluJar types (Fig. 4A). Similar observations 
were made in localizarion studies of TGTPl in 
T. crassiceps C)'sts, with a less ¡ntense Huorescence 
in the tegument (Fig. 4C). At higher magnification 
fluorescence appeared patchy, suggesting association 
ofTGTPt with the vesicular bodies witbin the tegu
ment, the cytoplasmíc canals and the cytons (not 
shown). Immunolocalization of TGTPl on adult 
worm sections froro T. solium and T. saginata also 
revealed localizatíon in a number of structures 
underneath the tegument inc1uding cytons, musc1e 
cells and deeper ceJlular bodies in the vicínity of the 
excretory canals which might correspond to the 
canal bodies and flame cells (Fig. 5A and B). The 
TGTPt could also be visualized on sections of cggs 
¡nside the uterus of a gravid proglottid of T. saginula, 
withín the yolk cell, and in che oncosphere membrane 
(Fig. S C). These observations suggest that TGTPl 
is ¡nvolved in the uptake of glucose into a diversity of 
T. solium tissues in all developmental stages. 

Irnmunolocalization of TGTP2 on frozen sections 
from the bladder wall of both T. solium and 
T. crossicepscysts showed an intense fluorescent strip 
on the external surface of tne tegument and a diffuse 
fluorescence underneath (Fíg. 4 B and D). In contrast 
to TGTP1, no TGTP2 could be localized 00 adult 
worms sections frOID T. :w/ium aod T. saginata, fior 
in eggs within a gravid proglottíd of T. saginata, 
suggesting that its expression is deve\opmentally 
regulated and restricted to the cyst stage. 

DISCUSSION 

The lack of an alímentary canal in cestodes defines 
the physiology of this group because the body
covering or tegument not only provides protection 
agaiost the environment !lnd the host immune 
response, but carries out both absorption of nutritive 
molecules and excretion/secretion of waste materials 
(Smyth, 1994). Adult T. svIium are elongated worms 
that only Iivc in the intestine of human beings, 
whereas the larval stage, or cysticercus, is a cystic 
organism that can survive for long periws in a 
diversity of tissues oí its intermediate host, usuaIly 
pigs. In this conte"t, glucose tnlllsporterS were 
expected to be associated with the tegument on the 
external surface of both aduh and larval forms and 
may be candidates for intervention against the 
parasite. Por example, glucose transporten exposed 
on the tegumentary surface could be potential 
vaccine targets for the inductioo of protective 
immune responses within hosts. 

We hll.ve isolated and characterized cDNA clones 
encoding 2 distinct T. $olium proteins showing 
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substantial amino acid sequence identity with the 
members of the facilitated diffusion glucose trans
porter famil)". Functional expression {lf 'fGTPI in 
Xenopus oocytes confirms its role as a facilitated 
glucose transporter. Results from immuno
localizatlon studies indicate lhat both proteins are 
expressed in T. so/ium and other taeniid species (see 
be\ow). These proteins, designated TGTPl and 
TGTP2 according to their homology to Schistosoma 
manson; transporters, are the first glucose trans
porterS characterized for cestodes. 

The high amino acid sequence identity (56%), 
and similarity (68 %) of TGTPl and its counterpart 
from the trematode S. mamoni, SGTPl, as welI as 
their similar sugar specificity, support the concept 
that both proteins are orthologous transporters in 
cestodes and trematodes. The partial sensitivity to 
Na and to phlorizin in transport assays using whole 
cestode larvae (von Brand tI al. 1964; Arme et al. 
1973; Pappas el al. 1973), have been interpreted as 
indicative of the simultaneous operation of the 2 
distin¡;t types of glueose transport, j.e. active and 
facilitated, in larval cestodes (Pappas, 1983). In faet, 
removal of tite cyst wall during excystment allowed 
the localization of an active transport in the scolex 
and a facilitated diffusion in rhe wall of cysticercoids 
of Hymenolepis diminuta (Rosen & Uglem, 1988). 
Our observations that TGTPl is significaotly sen
sitive to !>odium and phlori1:in, as well as its wide 
distribution in the tissues of adult and larval taeniids, 
suggests that TGTPl provides the sensitivity to 
sodium and pltlorizi.n in the whole larva. 

Our attempts to demonstrate functional ex
pression of TGTP2 in the Xenopus oocyte system 
have been unsuccessful, similar to the experience 
with the reJated S. mansonj homologue, SGTP2 
(Skelly el al. 1994). However, the presence of 
TGTP2 on tite external surface of the tegument of 
T. solilJm aod T. crassiceps cysts in immuno
localization studies suggests its rQle in sugar uptake. 
It is likely that the lack offunction of TGTP2 is due 
tú improper translatton within oocytes, and/or 
improper transport to the plasma membrane. Also 
possible ís that some aspect of the assay conditions 
inhibited TGTP2 function or that the transporter 
did not recognize 2-deoxyglucose, used in the assay. 

Glucose transporters can be grouped in 2 distinct 
types·, energy-dependeot transporters aMe totake up 
glucose against a concentration gradient relying on 
an electrochemical potential, and the fadlitated 
transporters that are energy independent and simply 
facilitate the diffusion of glucose down a concen
tratíon gradient (Lienhard et al. 1992). Among 
pilrasites, glucose transporters have been studied in 
Leishmania (Langford et al. 1994, 1995; Piper el al. 
1995), TrypanO$oma (Bringaud & Baltz, 1992; 
Tetaud el al. 1994), and S. mamo"j (Skelly et al. 
1994). The 2 glucose transporten of T. solium 
described here add to the Iist of known glucose 
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transporters in parasites. As expected, differences in 
the mechanism of glucose transport appear to emerge 
according to rhe life~style of the parasite devel~ 

opmental srage; Tr}'panosoma and Leishmania 

amastigotes, living wlthin cardiac or reticulo~ 
endothelial cells of their hosts, require an active 
transpon sysrem to take up enough glucose from the 
internal milieu of those cells, whereas adult 
schistosomes residing in the bloodstream and taeniid 
larvae in the tissues of their hosts (e.g. central 
nervous system) live in glucose-rich environments 
where facilitated diffusion should suffice. 

Immunolocalization studies show that TGTPl is 
expressed in a11 developmental stages of T. solium 

and other taeniid species, whereas TGTP2 appears 
10 be restricted to the larval stage or cysticercus. 
Moreover, TG'rPl appears to be localized in a 
variety of the cell types in the embryo, the larval and 
the adult stages, whereas TGTP2 appears to be 
predominandy localized on the surface of the eyst. 
This developmentally regulated expression and 
a:;ymmetrie loeation of the 2 glucose transportcrs is 
similar ro observations from S. mansoni where 
SGTPl is detecred in membrane extracts of al1 life~ 

cycle srages, being confined to the basal membrane 
and its dilations in the adult wonn, whereas another 
transporter protein SGTP4 only appears to be 
exposed on apical membranes of the adult worm's 
tegument (Zhong et al. 1995; Skelly & Shoemaker, 
1996). Perhaps trematodes and cestodes. have de~ 
veloped analogous arrays, based on 2 distinct 
transporters, to take up and distribute glucose 
through the syncytial tegument to the internal 
tissues. In this respect ir will be interesting to look 
for a counterpart of SGTP4 in adult T. so!ium and 
for SGTP2 on the apical membrane of larval stages 
of schistosomes. 
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