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RESUMEN
En el presente trabajo de tesis, se decidid utilizar el
"sistema génico de la actina como un medele para iniciar el
estudio de la biclog ila molecular de Taenia sclium.

Se presenta evidencia indicativa de que 1la actina es
codificada por varios genes en T. solium: experimentos de
hibridizacion por la técnica de Southern en los que se
enfrentd DNA total de T. solium digeride con varias enzimas de

restriccidén, con una sonda para genes de actina proveniente de

Acanthamoeba castellanii, mostraron diferentes bandas de

hibridizacidn. Dos de estos fragmentos de 3,850 y 2,700 pB
fueron clonados en el sitio EcoRI del pBR322 y denominados pATS y
PAT6, respectivamente. A partir de estudios de digestiones con
endonucleasas de restriccidn se obtuvieron los mapas de
restriccién de ambos insertos.

Resultados de secuenciacién han demostrado que los insertos
en pPATS y en pATé contienen genes de actina completos y que
ademads, presentan diferencias entre unoc y otro; Se demcostréd gue
los dos genes c¢lonados son interrumpidos por un intrdn después
del coddén 41, encontrandose las secuencias consensc que flan-
guean a dicho intron vy que participan en la maduracidn del mRNA.
El anAlisis de la secuencia localizada en direccidén 3'-5' de la
sefial de iniciacidn de ambos genes, reveld la existencia de
secuencias similares al "TATA box" y al "CAAT box". Por otro
lado, el anAlisis de la secuencia localizada en direccién 5'-3'
después del codén de término, reveld la existencia de  una

secuencia similar a la sehal para la poliadenilacién del mRNA.
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Clonas aisladas de un banco de cDNA de la etapa larvaria de
T. solium fueron secuenciadas demostrando que al menos el gen
clonado en pATé es expresado en esta fase. La gran homoleogia
observada en las secuencias regulatorias y estructurales del gen
clonado en pATS, asi como el uso de codones que presenta, sugier-
en que se trata de un gen verdadero que pudiera ser expresado "in
vivo".

Resultados de Northern y Western blots mostraron que el
metacéstodo de T. solium expresa un trascrito de actina de
alrededor de 1,400 bases y una protelna de 45,000 Da.

La comparacidén de’la secuencia de aminodcidos de 1la
" proteina actina de T. seolium contra actinas de otras especies,

demostrd que T. solium posee una actina con caracteristicas
tanto citoplasmicase como musculares.

Ademis, se proponen dos modelos para explicar el numere y
posicidén de intrones en loes genes de actina de diferentes espe-
cies y finalmente, se presentan datos que sugieren la existencia

El proyecto descrito aqui, es parte de un trabajo mayor en

el que se persigue como objetivo el estudic de 1la relacién
huésped—barésito que se establece entre la fase larvaria de T.

solium (metacéstodo) y el hombre. Este primer estudic de bio-

logia molecular en T. solium cimentard la metodologia para
realizar otros proyectos en los que se estudie la estructura vy
regulacidn de genes que codifiquen para proteinas implicadas en

-1a relacién huésped-pardsito y que presentan importancia desde

el punto de vista de dia;nostico e inmunoprofilixis,
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INTRODUCCION

Existe una gran cantidad y diversidad de organismos inos en
la naturaleza, los cuales interaccionan entre si estableciendo
varios tipos de asociaciones. Una de las asociaciones posibles es
el parasitismo, que aunque comparte caracteristicas con 'otraS,
tradicionalmente se distingue de ellas por que uno de los orga-
nismos (huésped) resulta dafiado por el otro (pardeito). Los
seres humanos son afectados directamente por varios cientos de
especies pardsitas, e indirectamente por la accidn de muchas
mAs sobre sus fuentes de alimento (cultivos, cria de animales,
etc.) y otras actividades.

lLas enfermedades parasitarias afectan principalmenmte a 1la
poblacidn que habita en los paises subdesarrollados. Este es el
caso de 1la teniasis/cisticercosis que en diversas partes de
Africa, Asia vy en algunos paises Latinoamericanos incluyendo a
México, causa problemas serios de salud piblica y de economia
en el mercado de la carne de cerdo (Hird y Pullen, 1979; Flisser,
et al., 1982a; Documento VPH/84 FAO/UNDP/WHO, 1984; Aluja, et
al., 1987).

Taenia solium es el agente causal de la teniasis humana
(ocasionada por el gusano adulto o solitaria) y de la cisticerco-
sis porcina y humana (ocasionada por la fase larvaria o cisticer-
¢o). Puesto que el humano es el unico huésped definitivo de T.
relacién que el ser humano mantiene con el cerdo. Las nds altas

prevalencias se presentan en regiones en donde la poblaciédn vive



-2 -
en condiciones insalubres y en promiscuidad con el ganado porcino

(Madeley, 1984).

SISTEMATICA DR T. solium.

minthes. Los representantes de este Phylum presentan las carac-
teristicas mAs simples entre los animales con cefalizacidn.
Los platihelmintos son gusanos planos con cuerpo blando y en
forma de cinta. Son organismos acelomados con simetria bilateral

y érganos ya conformados por tejidos y organizados en sistemas

(Margulis y Schwartz, 1976). Pueden ser de vida libre, comensales
y parasitos; se conocen alrededor de 15,000 especies. E1 Phylum
se encuentra dividido en tres clases: Turbellaria, Trematoda vy
Cestoda. Los Turbeldridos (vgr: las planarias) son de vida libre
y ocupan habitats terrestres, marinos y dulceacuicolas. Los

Trematodos (vgr: Fasciola hepatica, Schistosoma mansoni, etc.)

son todos pardsitos internos o externos mientras que los

Céstodos (vgr: T. solium, Echinococcus granulosus, etc.) son

exclusivamente pardsitos internos. En general, los tremdtodos
presentan estadios de vida libre mientras que todos los estadios
Vgh el desarrollo de los céstodos son parasitos. Como lo enun-
cid Baer (1952): "Tapeworms are by far the most highly special-
ized parasites known".

mOS cOn un cuerpo generalmente multisegmentado; con aparato
reproductor hermafrodita en cada segmento o progldtido; presen-

tan un aparato fijador denominado escdlex en el extremo ante-
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riér; tienen un ciclo de vida con metamorfésis y todos son
endoparisitos intestinales en su etapa adulta.

Reino: Animalia
Subreino: Metazoa
Phylum: Platyhelminthes
Clase: Cestoda
Subclase: Eucestoda
Orden: Cyclophyllidea
Superfamilia: Taenoidea
Familia: Taenidae
Género: Taenia

Especie: Taenia solium

Etapa larvaria: cisticerco

MORFOLOGIA Y CICLO DE VIDA DE T. solius (fig. A).

T. solium incluye dentro de su ciclo de vida a  dos
huéspedes: el cerdo como huésped intermediario y el humanc como
definitivo. La descripcliédn del ciclo de vida se puede iniciar
con el gusano adulto o tenia, habitando en el tubo digestivo del
éer humano quien es su ¥nico huésped definitivo. Presepta una
regidén cefalica 1llamada escélex en donde se encuentran los
érganos de fijacidn (ventosas y ganchos rostelares), asi como
algunos elementos neuronales, El escdlex me adelgaza en una
regién llamada cuello que poseé una masa central de células

mitéticamente activas, de las cuales se derivan los tejidos de

la siguiente regidn: el estrédbilo. El estrébilo consta de una



Figura A: Ciclo de vida de Taenia solium: 1, Pardsito adulto: 2, Proalbtido
" gravido; 3, Huevecillo; 4,y 5, Cisticercos,
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gran cantidad de proglétidos. Existe un gradiente vanteropos-
terior de organogénesie reproductiva en el estrébilo, es decir,
que los proglétidos mis cercanos al cuello son los mads jovenes

e indiferenciados, mientras que los mis distales no solo presen-
tan genitales perfectamente diferenciados sino que ademids se
encuentran repletos de huevecillos, por 1o que se les conoce como
progldtidos gravidos. Los progldtidoe gravidos son desprendi-

dos espontaneamente y llegan al medio ambiente junto con las
heces fecales del huégped.

La descompoeicién de los proglétidos en el medio ambiente
produce la liberacidn de loe huevecillos, los cuales tienen una
forma - ligeramente elipsocidal con diimetro mayor de 35-45 um
(Laclette, et al., 1982). Los huevecillos son la nica fase del
ciclo de vida de este pardsito que aparece en el medio ambiente,
por 10 que presentan una serie de envolturas protectoras (fig.
B). La envoltura mids externa denominada vitelo se encuentra
delimitada por su propia membrana o capsula. Hacia adentro, 1la
siguiente serie de envolturas, entre las cuales destaca el em-
bridforo, son originadas por las llamadas células embrioforales
que constituyen un sincicio citoplasmico de aspecto granular. La

Vcélula embrioforal se encuentra delimitada exteriormente por su
propia - membrana plasmitica y hacia adentro por 1la membrana
oncosferal que envuelve directamente al embridn hexacanto,
también conocido como oncosfera (Laclette, et al., 1982$. Es
periodos en el medio ambiente, al igual que los de 6tras especles

de ténidos (Gemmel y Lawson, 1982).



Figura B: Huevecillo de 1a T. solive. A) Co~te de un hueverilln
insaduro observado en el wicroscopio electrdnico de transmisibn v
B) interior de un huevecilio abservado en el microscopio electrénice
de barrido. CE: célula embrioforal: E: embridforo: Gt
oncosferales: MO: membrana oncosferal:On:
(Tomadas de Lacletie, et al.. 1982).

ganchos
oncosferas: V:  vitelo,
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El ciclo de vida continla cuando los huevecillos son inge-
ridos por el huésped intermediario: el cerdo. En el tracto
digestivo del huésped intermediario, el Acido clorhidrico y la
pepsina gastrica inician la disgregacidn del embridforoc. Esta
envoltura que sin duda es la mis importante en cuanto a su papel
protector, esti formada por bloques protéicos que se mantienen
unidos por medio de un material cementante. Posteriormente, 1la
accidn de las enzimas intestinales, principalmente de la tripsi-
na terminan la degradacién del material cementante (Laclette, et
al., 1982). Los bloques embriofdricos se dispersan 1liberando
asl a la oncosfera todavia envuelta por su membrana oncosferal
(Trejo, 1986). La sefial que produce la activacién del embridn
hexacanto consiste aparentemente en un incremento en la permeabi-
lidad de la membrana oncosferal provocado por las sales biliares
(Silverman, 1954). El embridn activade inicia movimientos de sus
tres pares de ganchos hasta deshacerse de la membrana. La oncos-
fera activada atraviesa la mucosa intestinal con ayuda de secre-
siones liticas asi como por accién mecAnica hasta alcanzar los
capilares sanguinecs y linfdticos que la llevan a diferentes
drganos dentro del huésped en donde se desarrolla hasta conver-
tirse en una larva o cisticerco.

El cisticerco de T. solium estd formado por una bolsa
transliicida de 5 a 10 nm de diimetro con un escdlex invaginado
y opaco que presenta, al igual que la forma adulta, 4 ventosas vy
un rostelo con una doble corona de ganchos (Fig. C). E1 escdlex

estd rodeado por un liquido contenido en la bolsa o pared



Figura C: Microfotografia electrbnica de barrido de un escédlexr de
T. solium, C: cuelloy V: ventosas y: R: rostelo. (Tomada de Laclette.
1985).

Figura D: Micrografia electrdnica de transmisién de un corte de 12
pared vesicular del cisticerco de la T, solium.

topldsmicos; M: mbsculoy MB: membrana basal: MT:

€: canales ci-
(Tomada de Laclette, 1985).

microtricas.
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vesicular denominado fluido vesicular. La superficie externa de
la pared vesicular estid constituida por un tegumento sincicial y
continuo cuya membrana plasmdtica presenta unas prolongaciones
digitiformes (Fig. D), a las que Rothman (1963) denomind como
microtricas. Se ha calculado que la superficie tegumental en el
cisticerco de T. solium es aumentada 136 veces por la presencia
de las microtricas (Ramirez-Bon, et al., 1982). El tegumento es
la estructura parasitaria que interacciona directamente con el
huésped por 1o que muchas de sus funciones como 1la alimenta-
cidn, excreseidn y defensa contra la respuesta inmunoldgica del
huésped son llevadas a cabo por este érgano (Lumsden, et al.,
1982).

El <c¢iclo se cierra cuando el hombre ingiere carne de  cerdo
cisticercoso, insuficientemente cocida, de tal modo que las
larvas permanecen viables e infectantes. Durante el paso de 1los
cisticercos por el estémago y la primera parte del intestino
delgado, el contenido gastrico e intestinal activa al escdlex

para -evaginar de 1la vesicula protectora. Estudios jin vitro

cida eficientemente por sales biliares y tripsina (Cafledo, et
al, 1982). Una vez evaginado, el escdlex se fija.a la mucoea
intestinal por medio de sus ventosas y ganchos y se desarrolla en
una tenia adulta. Al igual que el cerdo, el hombre puede adquirir
la cinticercosis al ingerir los huevecillos de T. solium a

travép de los alimentos y/o de aguas contaminadas.
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ANTECEDENTES Y OBJETIVOS

ANTECEDENTES:
SL CITORSQUELETO.

La capacidad de una célula eucaridtica para mantener su
forma, para dividirse y para realizar una gran variedad de mo-
vimientos, reside en una red altamente integrada de proteinas
filamentosas que constituyen el llamado citoesqueleto (Weber y
Osborn, 1985). Diversos procedimientos bioquimicos y ultraes-
tructurales han logrado definir la existencia de tres sistemas de
filamentos: 1los microtdibulos con un didmetro de 22 nm, los
filamentos intermediarios con un didmetro entre 7 y 11 nm y los
miérofilamentos con un didmetro de 6 nm.

Los microtibulos estdn constituidos por 1la proteina
tubulina. En un corte transversal, la pared del microtdbulo esta
formada por 13 subunidades globulares cada una de las cuales
presenta un didmetro de 4 a 5§ nm. Las subunidades pueden ser de
tipo alfa o beta, ambas con un peso molecular de 55,000 (Darnell,
et al., 1986). Los microtubulos estdn involucradoe en el trans-
poerte intracelular de organelos como liscsomas y vesiculas, asi
como - también en la formacién del huso acromadtico durante la
mitosis. Los microtlbulos juegan un papel importante en laﬁ
células métiles puesto que son los constituyentes principales
de cilios y flagelos.

Los filamentos intermediarios (IF) estidn formados por un
grupo de proteinas que deben su nombre a su didmetro intermedio

entre los microtibulos y los microfilamentos. Se han descrito
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S tipos de IF de acuerdo con su composicidén protéica y con el
tipo celular al que pertenecen (Darnell, et al., 1986; Rax-
worthy, 1988): las queratinas forman tonofibrillas de células
epiteliales, asi como estructuras de resistencia como 1la piel,
las ufias, los cuernos, el cabello, etc.; las desminas son fila-

mentos predominantes en células musculares de todos los tipos vy

se gitlan en la periferia de los discos Z; log neurofilamentos,

se localizan en los axones de neuronas de vertebrados, la rigidez

de los axones esti dada por complejos de neurofilamentos y = mi-
crotibuleos; la vimentina constituye filamentos en fibroblastos.

Finalmente, hay un quinto tipo de IF que esta constituido

por la proteina fibrilar glial acida (GFAP).

Los microfilamentos participan en fenbémenos que requieren
de la generacién de tensidn: contraccién muscular, plegamiento
y desplegamiento de la membrana celular asil ccmo en el translado
de organelos dentro de la célula (Lehninger, 1982; Pollard vy
Cooper, 1986). La protelna actina es el componente mas abun-
dante de los microfilamentos. Existen diferentes tipos de micro-
filamentos conformados por distintos tipos de proteinas asocia-
das’ a la actina. En cada tipo celular se presentan variaciones
en las proteinas que se asocian a la actina (Darnell,
“et al., 1986).
Con ayuda del microscopio electrénico se han observado las
fibras de actina en misculo esquelético. La unidad de la actina
es la forma filamentosa '(F) y estd constituida por subunidades

. globulares jguales de 4 nm de didmetro cada una. Las subunidades
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son c¢onocidas como 1la forma G Yy se encuentran unidas a otra
formando una hilera. Dos hileras de estas subunidades se unen en
espiral formando una hélice con 13.4 moléculas  por vuelta

constituyendo a la forma F de la actina (Alberts, et al., 1983).

LA ACTINA.

LLa actina es una protelna que se encuentra en todos los
eucariontes llegando a representar hasta un 15 % de la proteina
total en las células que se mueven activamente como las amibas;

de S a 10 % de la proteina total en los fibroblastos y aproxima-
bdamente un 2 % de la proteina en células tales como los hepato-
citos humanos (Lazarides y Revel, 1979). Desde 1942 Straub iden-
tificd a la actina como una de las dos proteinas principales
del musculc. A partir de esa fecha la actina ha sido estudiada
desde diversos puntos de vista: fisioldgico, biofisico, bio-
quimico, inmunolégicc, genético, etc.

Existen diferentes isotipos de actina en los vertebrados. En
mamiferos se pueden identificar al menos seis isoformas tejidp-
especificas. Dos de estas iscoformas (beta y gama) estdn involu-
cradas en funciones citoplasmicas, mientras que las otrag cuatro
se encuentran relaciohadas con misculo: una en misculo cardia-
co, una en miusculo esquelético y dos en misculo liso. De
éstas Gltimas, incluso es posible determinar por Bu estructura
primaria el misculo liso del que provienen: de visceras o de
vasos sanguineos (Vandekerckhove y Weber, 1979, 1984; Vande-
kerckhove, et al., 1980). En aves se encuentran las mismas iso-

formas que en mamiferos y ademds se ha descrito una tercera
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isoforma de actina citoplismica denominada tipo 5 (Bergsma, et
al., 1985). A su vez, en peces cartilaginosos y peces {seos
(Chondrichthyes vy Osteichthyes, respectivamente) se encuentran
solo dos formas de actina muscular; una en misculo liso y otra
en misculo estriado. En los Urocordados, los Cefalocordados vy
posiblemente en los Agnatos, existe un solo tipo de actina muscu-
lar (Vandekerckhove y Weber, 1984). En los invertebrados estudia-
dos hasta ahora no se han encontrado isotipos.

Todas las actinas tienen su aminoacido N-terminal blogqueado
con un grupo acetilo, el cudl es afladido postraduccionalmente.
Inicialmente, la metionina N-terminal es acetilada y removida por
enzimas especificas. Posteriormente, en actinas no musculares el
siguiente residuo, un Acido aspadrtico, es acetilado para com-
pletar el proceso. En cambio, en las actinas musculares el si-
guiente residuo es una cistelna que también se acetila y se
corta descubriendo un residuo de acido aspartico o glutdmico.
Este aminodcido es luego acetilado para completar el proceso.
Cabe mencionar que las células no musculares contienen las
enzimas requeridas para procesar correctamente a las actinas

musculares (Pollard y Cooper, 1986).

GENRTIOA ¥ EVOLUCION DR LA ACTINA.

La actina es una proteina muy conservada en l1os eucariontes
posiblemente debido a la importancia de las funciones celulares
que realiza. Se trata de una proteina que a io largo de 1la
evolucién ha mantenido sitios esenciales para 1la interaccién

con otras proteinas y consigo misma. Se han caracterizado mas de
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60 proteinas que interaccionan con la actina (Pollard, 1984),
algunas de las cuales se enlistan en la Tabla I.

La conservacidén de algunos residuos de aminodcidos nos da
idea de su relevancia estructural o funcional en la proteina.
Por ejemplo, los grupos sulfhidrilos son requeridos en la actina
para su unidén con ATP, para su polimerizacidén y para su inter-
accidn con miosina: los residuos de cisteina 287 (285*) y 376
(374%) estdn muy conservados en todas las actinas; el WUltimo
esta relacionado con la unidn de la miosina (Hightower y Mea-
gher, 1986). El residuo de tirosina 71 (69*) se encuentra involu-
crado en el proceso de polimerizacién y también es conservado
en todas las actinas estudiadas (Hightower y Meagher, 1986). El
residuo de lisina 237 parece tener importancia en la interaccidn
de 1la actina con la tropomiosina (El-Saleh, et al., 1984). Los
residuos de cisteina 12 (10 *), 219 (217 *) y 259 (257 *) tam-
bién son conservados en todas las actinas estudiadas y pudieran

tener una funcién estructural.

* De acuerdo a la numeraciédn de Korn, 1982.



Tabla I. Proteinas que
de vertebrados *.

PROTEINA FUNCION

Vinculina

Proteina de peso
molecular de 110,000
(microvellos)

Filamina y frodina

Miosina

Tropomiosina

Alfa actinina

Fimbrina

Villina y gelsolina

Proteinas de casquete
(capping proteins)

Profilina

-'15 -

interaccionan con la actina citopldsmica

Mediadora de la unidn de los filamentos
de actina con la membrana celular.

Une los extremos de los filamentos
de actina a las membranas de los micro-
vellos.

Protelnas similares a la espectrina que
entrecruzan leos filamentos adyacentes de
actina.

Causante de los movimientos de los fila-
mentos de actina vgr: en misculo y gene-
radora de tensién en las redes de micro-
filamentos.

En mlsculo estriado se une a las ranuras
de la hélice de actina; regula la unién

"de la actina con las cabezas de miosina.

Participa en la unién de los microfila-
mentos de actina a las membranas; puede
entrecruzar los filamentos de actina for-
mando redes regulares.

Entrecruza fuertemente a los filamentos
adyacentes para formar fibras paralelas
de actina.

En haja concentracién de Ca++ sirven de
nicleo para la polimeraciédn de filamen-
tos de actina F. A concentraciones micro-
molares de iones Ca++ cortan en fragmen-
tos a los filamentos de actina.

Se une a uno de los extremos de un fila-
mento, impidiendo la adicién o pérdida
de los mondmeros de actina.

Se une a los mondmeros de actina G im-
pidiendo su polimerizacidn.

* Tomado de Darnell, et al., 1986.
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Con respecto a su origen filogendtico, las actinas ci-
toplAsmicas de vertebrados se consideran mAs relacionadas
funcional y evolutivamente con las actinas de invertebrados
(Nudel, et al., 1982). Incluso se ha sugerido que la separacidn
entre los genes de actina de misculo esquelético y los de
actina citoplasmica ocurrid en los deuterostomados (Nudel et
al., 1982, 1983). Por otro lado, estudios de secuencias de genes

de actina del equinodermo Strongylocentrotus purpuratus, indican

que la actina de estos organismos presenta caracteristicas tanto
de la forma muscular como citopldsmica de vertebrados, aunque el
mayor nimero de caracteristicas corresponde a lag ci-~

toplAsmicas (Cooper vy Crain Jr., 1982). En otros organismos

ra), etc, las secuencias de aminodcidos, revelan una mayor
semejanza con las actinas citoplismicas que con las musculares
de vertebrados.

Las modernas metodologias del DNA recombinante, han permi-
tido la clonacién y secuenciacién de genes de actina de varias
especies de plantas, invertebrados y vertebrados. En el cuadro 1
se enlistan las especies para las cuales ya se ha secuenciado uno
o varios genes de actina

La comparacién entre las actinas de diferentes especies ha

aportado informacién evolutiva tanto de los organismos como de



Cuadro 1: Lista de especies para las cuales se conoce la secuencia de gehes
de actina,

ESPECIE REFERENCIAS

PLANTAS

g2 mays Shah, et al.. 1983

Bivcine mav Shah, st al.. 19821 Shah, et =i., 1987
Arapidaopsis thalisna Nairn, et ai., 1988

PROTOCTISTAS

Acanthamgeba cagteijanii Nellen v Gailwitz, 1982

Entamosba histolviica Edman et al., 1987: Huber, @& ai., 1967

Tetrahymena thermephila
Tetrahymena pyvriformis
Ouvtricha faijav
Oxviricha nova

haronyces cerevisiae

haromvees carisherqensis

feperailius nidulans
ANTMALES INVERTEBRADOS
Nemdtodas:
Casnorhabditis eleaans
Eauinodermos:
Stronavlocentrotus

purpuratus

Strongvlocentrotus franciscanus
Insectos:

Drosophila melanogaster
Bombix mori

ANIMALES VERTEBRADOS
Anfibios:
Pleurodeles waltlii
Xenopus borealis
Xenopus tropicalis
Xenopus laevis

Avest

Gallus qallus

Mamt feros:

Mus musculus
Ratus domesticus
Hono sapiens

Cupples y Pearlamn, 1582

Hirone, et al., 1987

Fz2ine v Spear, 1982

Grestin, et al., 1988

Mohamed, et al., 196R

Weegeling, et al.. 1965a: Wesseling, et al.,
1588h

Firtei, et al..
Nader, et al..
Cox, 1988

1979

1984 Bonzales-v-Merchand v

Galiwitz v Seidel, 15680: Ng v Abelson, 1580
Neilen, et al.., 1961
Mertins v Gallwitz,
Wildeman, 1985

Fidel. et ai..

1787

1988

Files, et al.. 1983; Krause, et al.. 1988

Cooper y Crain Jr., 19BZ; Akhurst, et al.,
1967
Foran. =t al.. 1985

Fyrbera, et al., 1981
Mounier y Prudhomme, 1984: Maunier, ot al.,
1987

Khrestchatisky y Fontes, 1987
Cross, et al., 1988
Stutz y Spohr, 1989
Stutz y Spohr, 1989

Fornwald, et al., 1982; Kost, et al., 19833
Chang, et al., 19853 Bergsea, et al.,198%

Chien-Tsung Hu, et al., 1986

Zakut, et al., 19823 Nudel, et al., 1983
Hamada, et al., 1982; Ueyama, et al., 19843
Nakajima-lijima, et al., 1985  Erba, et
al., 1988




- 18 -

'la proteina misma. Por otro lado, el estudio de las secuencias
de 1los genes de actina, al igual que el de otras proteinas en
eucariontes inferiores, aporta informacién acerca de su organi-
zacidén gendmica: familias génicas, ndmeroc de genes por
proteina, nimero y posicidn de exones e intrones en los genes,
secuencias regulatorias, etc.

Se han realizado estudios evolutivos comparando la posicidén
de los intrones en los distintos genes de actina. Se ha encontra-
do que el nimero y posicién de estas secuencias no se conservan
en los genes de especies distintas y ni siquiera en familias
multigénicas de la especie a la que pertenecen. Por ejemplo C.
elegans tiene cuatro genes diferentes para actina; los cuatros
genes preséntan un intrén después del codén 321, en el gen I y
I1 dicho intrén es de 52 bases, en el gen III es de 53 bases vy
en el gen IV es de 55 bases. Por otro lado dos de ellos (genes 1
y 1III) presentan un intrén de 48 bases después del codédn 63;
el gen 1I presenta un intrén de 45 bases en el mismo sitio. El
gén IV presenta ademﬁg, un intrén de 2,081 bages después del
coddn 18 y uno mas de 56 bases después del codén 267 (Files,
et al., 1983; Krause, et al., 1988).

Zakut y éolaboradores (1982) compararon la posicién de 103
intrones en los genes de actina de frijol de soya y de la rata,
observando la conservacidn de un sitio para un intrén situado
después del coddn 150 en el frijol de soya y después del
codédn 151 en la rata. Con base en estos datos, sugieren (aunque
no excluyen la posibilidad de que se trate de una coincidencia)

1la existencia de un intrén ancestral en el codén 150 antes de
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la separacién entre animales y plantas. Esta idea es compatible
con 1la hipdtesis de un gen ancestral comin a las plantas y a
los animales. La secuencia de dos genes de actina en el hongo
multicelular 1. lanuginosus (Wildeman, 1988} y en A. nidulans
(Fidel et al., 1988) ha mostrado la presencia de 5 intrones en
estos genes; tres de los cualee se encuentran en sitios conocidos
en otros genes de actina de otras especies y dos en sitios que no
se encuentran en los genes de actina estudiados. Por este hecho,
Wildeman (1988) sugiere que estos genes pudieran ser muy simi-
lares a un gen ancestral de actina comin a todos los genes
existentes. Este gen ancestral, como se ha propuesto, debid
haber presentado intrones en todos los sitios en los que actual-

mente existen en los genes de actina de las especies actuales.
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OBJRTIVOS: ‘

Como se menciond en los antecedentes, se conocen varios
isotipos de actina en los vertabrados; se sabe incluso que cada
clase presenta un nimero diferente de isotipos. En cambio, 1la
informacién acerca de esta proteina en muchos Phyla de inverte-
brados es muy fragmentada. Por ejemplo, se carece de informacién
al respecto de la existencia de isotipos de actina y se dispone
de muy escasa informacién sobre su relacidn estructural con 1la
de los vertebrados, Este es el caso de los platihelmintos y en
particular de los céstodos para los cuales se sabe poco acerca
de su citoesqueleto y mucho menos de sus microfilamentos. Lumsden
y c¢ol. (1982) han identificado, por técnicas de microscopia

electrdnica, estructuras similares a fibras de actina en las

Por otro lado el alto grado de conservaciédn de la actina a
io largo de la evolucidn de los eucariontes (ver, Antecedentes:
"“Genética y evolucién de la actina"), permite el uso de sondas
heterdlogas (obtenidas de otras especies lejanas filo-
genéticamente) para la clonacidn de genes de actina de -una
especie determinada. En consecuencia, el objetivo del presente
trabajo consistid en aislar y caracterizar log genes de actina
de T. solium.

Se carece de la informacién mids elemental acerca de 1la

genética de los céstodos; se desconoce el tamafio de =au

gendma, nlmero y tamafjo de cromosomas, organizacidn general

de 1los genes, sefales regulatorias, etc. En este sentido, la
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sblo analizar la secuencia de la proteina misma, sino también
aportara informacidn sobre la estructura del gendma, asi como

la posibilidad de establecer las metodologlas para estudios de
biologia molecular y de ingenieria genética en egte organismo.
Esto es especialmente interesante en la actualidad en que una de
los principales objetivos en el estudio de la biclogia molecular
de los pardsitos, es el desarrollo de procedimientos inmunopro-
filActicos que protejan a la poblacién en contra de infecciones
causadas por estos organismos. La clonacidn y expresidén de
Vproteinas antigénicas del pardsito, permitird la obtencidn

de estas poteinas en una mayor cantidad y pureza que la obtenida
por métodos biocquimicos tradicionales.

Finalmente, el disefio reciente de programas de computo que
aprovechan los datos de secuencias génicas en estudios evoluti-
vos, nos permitirad utilizar la secuencia de los genes de actina
para realizar estudios de inferencia filogenética, en los taxa
superiores de los platihelmintos. Aunque el presente trabajo de
tesis no incluye esto dentro de sus objetivos, contribuye a -
establecer las bases para poder llevarlo a cabo.

En base a lo anterior se plantean los sjguientes objetivos.
generales:

- Estimar el nuimero aproximado de secuencias de DNA rela-

- Construir un banco de DNA gendémico de T. solium en

Escherichia coli usando como vector el plasmido pBR322.
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Clonar fragmentos de DNA gendmico, seleccionados - por

hibridizacidn con una sonda de un gen de actina prove-

niente de Acanthamoeba castellanii.

Caracterizar y secuenciar los fragmentos clonados para
demostrar su homologia con genes de actina de otras espe-
cies.

Desarrollar un banco de cDNA a partir de mRNA de la e-
Secuenciar parcialmente los cDNAs positivos a sondas
correspondientes a secuencias de actina para obtener evi-
dencia de la expresidn de actina en la etapa larvaria de

T. solium.

La consecucidén de estos objetivos permitira.

El andlisis correspondiente a la posicién, numerc y
tamafio de secuencias intrdnicas y de las secuencias
correspondientes a los exones.

El estudio de las secuencias regulatorias presentes en

La determinacién de la posible existencia de isotipos de

. actina en T. solium.

La bisqueda de homologia con otras secuencias de genes

de actinas conocidas.

La determinacidn del uso de codones para los genes de

inmunoldgicos.
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Genomic and cDNA actin clones were isolated from Taenia solium gene libraries. The actin genes ate interrupted by intervening

sequences. Protein coding regions of both genes predict the same amino acid seq cDNA seq

data indicate that at least

one gene is expressed at the larval stage. Results from Northern and Western blots showed that T. solium expresses an actin tran

script of about 1 400 bases and a protein of 45 000 Da.

Key words: Taenia solium; Cestode actin DNA sequencing; Gene cloning; cDNA cloning

Introduction

Actins are contractile proteins that have been
preserved with few changes during the evolution
of eukaryotic organisms [1, 2]. Actins are gener-
ally coded by multigene families [3] although
lower cukaryotic species with single copy genes
have also been found [4 - 6]. The number of ac-
tin genes can vary in different species from 1 to
more than 15.

Human and porcine cysticercosis is a parasitic
disease caused by the larval stage of Taenia so-
lium (Cestoda). The disease is endemic in several
countries of Latin America, Africa and Asia. The
actin genes were selected as an accessible model

Correspondence (present) address: Juan Pedto Laclette, Dept.
of Tropical Public Health, Harvard School of Public Health,
665 Huntington Avenue, Boston, MA 02115, U.S.A.
“Present address: Laboratoire de Généuique, Université Libre
de Bruxclles, Brussels, Belgium,

Note: Nucleotide sequence data reported in this paper have
been submitted 1o the GenBank™ data base with the acces-
sion numbers M28996 (pATS) and M28997 (pATS).

Abbreviations: 1gG, immunogiobulin class G; Pol 11, DNA
polymerase 11; SSC, standard saline citrate.

for the study of protein coding genes in this or-
ganism. We describe the cloning and sequencing
of two actin genes from T. solium. Evidence is
presented that at least one of the genes is ex-
pressed at the larval stage.

Materials and Methods

Collection of T. solium larvae. Cysticerci were
dissected from skeletal muscle of naturally in-
fested pigs and frozen immediately at —70°C, un-
ti} use. The cysts were always obtained between
2 and 6 h after slaughter.

Western blots. Crude extracts of T. solium or
Taenia crassiceps cysticerci were obtained as de-
scribed before [7). Samples of about 100 g of the
crude extracts were electrophoresed through po-
lyacrylamide gel in the presence of sodium do-
decyl sulfate (SDS-PAGE), using 10% prepara-
tive gels as described by Laemmli [8]).
Immunoblotting was carried out according to
Towbin et al. {9] on nitroceliulose membranes,
using monoclonal antibodies to human actin.
Molecular weights of protein bands were esti-
mated using the molecular weight standards from
Bio-Rad Laboratories.

n .n‘.“ )
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Isolation of T. solium DNA and RNA. 10 g of
cysticerci were thawed in 100 ml of standard sa-
line citrate (SSC): 150 mM NaCl15 mM sodium
citrate, pH 7.0, and homogenized with a Teflon
tissue grinder. Nuclear material was then col-
lected by centrifugation at 3 300x g for 20 min.
The pellet was lysed at 50°C for 3 h in 0.5 M
EDTAJ0.5% Sarkosyl (w/v)/0.1 mg proteinase K
ml~., The lysate was extracted 3 times with
phenol, dialyzed against 1 mM EDTA/10 mM
Tris-HCl, pH 7.5, and treated with 100 ! RNase
A ml~', DNA was finally purified by ultracentri-
fugation to density equilibrium in CsCl.

Total cellular RNA was isolated from cysti-
cerci following an adaptation of the guanidine
chloride extraction method [10] as described pre-
viously {11].

Southern and Northern blot hybridizations. Re-
striction fragments of T. solium DNA were trans-
ferred from 0.8 - 1% agarose gels to nitrocellu-
lose membranes following standard techniques
[12}. Prehybridization and hybridization were
carried out in 50% (viv) formamide/2 mM
EDTA/0.2% (w/v) SDS/4x Denhardt's solution
{13)2x SSC/120 mM sodium phosphate, pH 7.0,
at 37°C for 2 and 24 h, respectively. In Southern
hybridizations the nick-translated [14] 2.4-kb
Hindlll insert of an actin clone (pAA3) from
Acanthamoeba castellanii was used as probe [15].
The nick translation kit and the [a-’?P]dATP were
from Amersham International plc.

For Northern hybridizations, total RNA was
transferred from 6% formaldetiyde/1% agarose
gels [16] to Gene Screen membranes (NEN Re-
search Products) according to the manufacturer’s
directions. After being air-dried, all filter mem-
branes were baked at 65°C for 90 min in a vac-
uum oven. DNA:RNA hybridization conditions
were as for Southern experiments but using the
455-bp Bglll - Xhol fragment of pATS as probe
(sce fragment D in Fig. 1). Washing conditions
for both Southern and Northern hybridizations
were: 0.2% (w/v) SDS in 0.1x SSC for 2 h at
37°C. Hybridization bands were detected by au-
tondno;nphy of the membranes using mtensnfy
ing screens.

Construction and screening of a genomic library.
T. solium genomic DNA was digested with EcoRl
restriction endonuclease, ligated into dephos-
phorylated plasmid pBR322" [17] and used to
transform Escherichia coli cells MC1061 [18] by
standard® procedures {19]. 40 000 colonies were
screened as described in {20} using the nick-trans-
lated 2.4-kb insert from A. castellanii actin clone
PAA3, as heterologous probe [15]. Hybridization
conditions were as above, except that the hybrid-
ization mix did not contain SDS. Two positive
clones were isolated (pPATS and pAT6) and used
for further analysis.

Construction and screening of a cDNA library. T.
solium poly(A)* mRNA was obtained by chro-
matography of total RNA through oligo(dT) cel-
lulose (Sigma Chemical Co.) {21]. Double-
stranded ¢cDNA was prepared using the cDNA
synthesis system from Amersham International
plc, based in the method described by Gluber and
Hoffman [22]. Double stranded blunt-ended
cDNA was extracted with phenol/chloroform;
precipitated with ethanol and methylated with
EcoRI methylase. EcoRI linkers (New England
Biolabs, Inc.) were added before ligation into
Agtll. The in vitro packaging was carried out us-
ing the Protoclone Agtll system from Promega
Biotec. The library was amplificd as plate lysates
on agar and screened according to Benton and
Davis [23] with fragment D of pATS as probe
(Fig. 1).

Nucleotide sequence analysis. Selected restriction
fragments from the 3.85-kb and 2.7-kb inserts of
pATS and pAT6 (Fig. 1) were subcloned in both
orientations into the multiple cloning sites of
M13mpi8 and M13mp19 vectors [24]. Cloned
cDNA inserts were similarly treated. Sequence
was carried out with the Sequenase kit (United
States Biochemical Corporation) and/or with the
Taq DNA polymerase kit (Stratagene) according
to the dideoxy chain termination method (25), us-
ing cither {a-¥S[ATP or [a-P|dATP (Amer-
sham).

Analysis of the obtained sequences was carried
out in & microcomputer with the aid of the Pus-
tell Sequence Analysis System (International
Biotechnologies, Inc).
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Results and Discussion

The use of an heterologous DNA probe from
A.castellanii in Southern blot assays, allowed de-
tection of 3 to 8 sequences homologous to actin
genes in the DNA from T. solium. This number
of actin-related sequences is in agreement with the
number of actin sequences in other eukaryotic
species ranging from 1 in simple eukaryotes [4 -
6) to more than 15 in higher groups (3, 26, 27).
Thus, T. solium possesses a small family of actin-
related sequences.

Characterization and nucleotide sequence of the
actin genes. The restriction maps and sequencing
strategy of the pATS and pATé6 inserts were de-
duced by double digestions (Fig. 1). Both se-
quences (Fig. 2) include coding regions for a
complete 376-amino acid actin protein, a single
intervening sequence per actin gene and untran-
slated upstream and downstream flanking re-
gions. The predicted amino acid sequences from
the two putative coding regions in pATS and
pATS arc identical (Fig. 2). Amino acid residues
in sequence are numbered according to Vande-
kerckhove [28).

The coding region of both genes is interrupted
by an intervening sequence beginning after the
codon for the amino acid 41. These intronic se-

row
.
L 1]
E 1
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quences are 395 bp long in pATS and 413 bp long
in pAT6. The exon-intron junction sequences im-
plicated in the splicing of mRNA are similar to
those found in other eukaryotic protein-coding
split genes [29]. The 5'-splice junction sequences
5'-CAGGTTAGT-3' in pATS and §'-
CAGGTTGGT-3' in pAT6 are similar to the
consensus sequence of donor site 5'2AGGT-
SAGT-3, proposed by Breathnach and Cham-
bon [30]. The 3'-splice junction sequences §'-
CCTCTTCTAGGG-3' in pAT5 and 5
TTTCCTCCAGGG-3' in pATé6 are similar to the
consensus sequence of  acceptor  site
5'-PyPyPyPyPyPyXSAGG$-3' [30).

The upstream sequences 5’-CCAAT-3' (position
—126) and 5'-CCAAAT-3' (position —95) in
pATS and 5'-CCAAT-3' (position ~130) in pAT6
coincide with consensus sequences of CAAT box
structures [31, 32). The upstream scquences §'-
TATATAA-3' (position —71) in pATS5 and 5'-
CATAAAT-3' (position ~76) and S5'-TA-
TAAGA-3 (position —53) in pAT6 coincide with
consensus sequences of TATA box structures [33).
Putative recognition signals for polyadenylation
of eukaryotic mRNAs (AAUAAA) [34] arc
present in pATS and pAT6 inserts 63 and 73 nu-
cleotides downstrecam from the stop codons, re-
spectively.

b QR X

Fig. 1 iction maps g sirategy of the T. solium stin genomic clones pATS and pAT6. Both genomic fragments

(nho\vn as bars) were doncd in the Etolu site of pBR322. Arrows indicate the direction and the extent of sequenced DNA. Solid

bars represent the protein-coding region and the hatched area represents the intron sequences. Other Smal sites in pATS and
Haelll sites in pATS are not shown. Fragment D (from pATS) was used as probe in several experiments (sce teat).
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Fig. 2. nucleotide and predicted amino acid sequences rom the minus strands of the insects in pAT6 and pATS. Homologous
positions in the protein-coding regions sse indicated by points. Putative regulatory elements: CAAT and TATA boxes; sequences
for splicing and polyadenylation are underlined.

Expression of actin in T. solium cysticerci. A to-
tal protein extract from 7. solium cysticerci was
subjected to SDS-PAGE and transferred to ni-
trocellulose membrane. Detection was carried out
using a monoclonal antibody against human ac-
tin, Results show a single protein band with an

apparent molecular weight of 45 000 (Fig. 3A).
The molecular weight of actin detected in the
protein extract of T. crassiceps cysticerci gave
identical results. This molecular weight is similar
to actins from different species. The fact that the
actin of cysticerci was detected using monocional .
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Fig. 3. Expression of actin in cysticerci. (A) Immunoblots of
a crude extract from T. solium (lanes 1 and 2) or T. crassiceps
{lanes 3 and 4) using monocional antibodies to human actin
(lanes 1 and 3) or normal mouse 1gG (lanes 2 and 4). (B)
Northern blot of total RNA (10 ug) from T. solium probed
with an exonic sequence (see fragment D in Fig. 1) of 7. so-
{ium actin gene in pATS. The apparent length of the tran-
script was lated using Tryp cruzi tRNAs as ref-
erence [36].

antibodies specific to human actin suggests that
the epitope recognized by the antibody was pres-
ent in the ancestral species of Bilateria.

The occurrence of actin-related transcripts was
analyzed through Northern hybridization of total
RNA from T. solium cysticerci (Fig. 3B). The ex-
onic 455-bp fragment D from pATS (Fig. 1) was
used as a probe. Autoradiography showed a sin-
gie hybridization band migrating as an RNA spe-
cies of about 1 400 bases. However, the presence
of several actin mRNAs of undistinguishable
length cannot be ruled out. This length is in
agreement with the size of actin transcripts re-
ported for other eukaryotic organisms ranging
from 1 200 to 1 900 bases.

Construction of the cDNA library and screening
for actin transcripts. The screening of the
oligo(dT)-primed cDNA library with the exonic
fragment D allowed the isolation of three clones.
These clones exhibited identical size inserts of
about 1 350 bp, as estimated by electrophoresis.
Additionally, partial sequencing of protein cod-
ing regions of the three clones showed 100% ho-

11

mology among themselves, indicating a common
origin. One of the clones was sequenced from 7
bases upstream from the initiation methionine up
to 95 bases downstream from the stop codon
TAA. Analysis of this sequence showed 100%
homology with the corresponding protein-encod-
ing and non-translated regions of pAT6.

The absolute homology among the c¢DNA
clones and corresponding regions in pAT6 indi-
cates that this gene is expressed at the larval stage.
Furthermore, the absence of the intervening se-
quence in the cDNA inserts demonstrates the
splicing event during expression of this gene
member.

The 100% homology among predicted amino
acid sequences from the two genes of T. solium,
as well as the conservation of regulatory se-
quences, makes it likely that the coding region in
pATS is also expressed in T. solium. It is possible
that the expression of these two genes is devel-
opmentaily regulated as observed in other actin
gene families. Evidence from experiments using
the non-translated flanking sequences as probes
would appropriately answer this question. Future
experiments will be performed to test this.

The silent nucleotide substitutions among pATS
and pAT6 are not homogencously distributed
along the entirc protein-coding sequences. Eleven
(42%) out of 26 changes appear in the first exon
which is only 126 bases (11% of the protein-cod-
ing region) long. The higher conservation in the
second exon cannot be explained by a particu-
larly stringent selective pressure on the portion of
the protein encoded by these region of the genes.
The occurrence of gene conversions between non-
allelic actin genes, as proposed by Crain et al.
[35], seems a more plausible explanation.

The cellular and subcellular distribution of ac-
tin in taeniid cestodes is not known. The nucleic
acid probes as well as the antibody used here can
be used as molecular tools to ascertain the
expression and participation of actin in the cyto-
skeleton and muscular tissue of this and other re-
lated organisms.
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COMENTARIOS FINALES.
En el presente trabajo se describe 1la primera secuencia
completa de dos genes de T. solium. Dicho estudio se 1llevéd a

cabo wutilizandc como modelo & la familia génica de actina. Las

caracterlsticas estructurales de dos genes de actina de T.

La caracterizacidén vy secuenciacién de estos genes ha
permitido el estudic de algunos ¢tros aspectos de la Biologla
Molecular de este organismo. En base a los resultados obtenidos
en €l trabajo reportade en el articulo, se realizaron diferentes

anilisis que se presentan a continuacidn.

SOUTHERN BLOT.

En .la pégina 25 (publicacién) se describe un experimento
de  hibridizacidn tipe Scuthern 2n el que s= enfrentaronh DNA
gendmice total de T. solium digeride con diferentes enzimas de

restriccidn v DNA correspondiente a un gen de actina de A.

castellanii marcado con P-32. Aunque este tipo de andlisis no

permite determinar el numerc exacto de genes de actina, el
numerc de bandas hibridizantes indican que T. golium presenta

‘una pequeita familia multigénica de s=scuencias relacionadas a

actina (Fig. E).

La secuenciacidn parcial de las clonas del banco de cDNA
'demostraro que el gen de actina clonado en pATé6 es expresado por
el cisticerco de T, solium (ver articulo). Por otro lado, se

reporta la existencia (tanto en pAT6é como en pATS) de secuencias



|

Figura E: Southern blot gendmico de DNA total de cisticerco de
T. sgolium digerido con diferentes endonucleasas de restriccién e
hibridizado con el inserto del pldsmido pAA3, correspondiente al aen

de actina de Q. castellanii sarcado radioactivasente con P52,
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consenso para la regulacidn de la transcripcidén y maduracidén
del mRNA que pudieran ser funcionales. Estos datos apoyan la idea
de que el segundo gen de actina clonado en pATS puede ser tam-
bién, un gen funcional. Un criterio mds para apoyar esta -idea
es la comparacidn del usc de codones entre una y otra secuencia.

En base a las secuencias obtenidas de los genes de actina de
secuencias (Tabla II). La tabla muestra que el uso de codones en
el gen de actina clonado en pATS es prActicamente el mismo que
el pAT6é. Estos datos son una evidencia mas para apoyar la idea de

que el gen clonado en pATS pudiera expresarse.

Uno de los objetivos del trabajo de tesis consistia en
determinar 1la existencia de isotipos de la proteina actina en
T. =solium. Hasta el momento no se han encontrado isotipos de
actina en ningun invertebrado estudiado. La presencia de tejido
muscular en T. solium hace pensar en la posibilidad de que en
este pardsito se encuentren al menos dos isotipos: actina ci-
toplismica y actina muscular. Aunque en otros invertebrados con
tejido muscular no se han encontrado dichos isotipos (Files, et

al., 1983; Cooper y Crain Jr., 1982), era pertinente analizar el
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de aminodcidos deducida a partir de la secuencia de DNA de 1los

genes de actina de T. solium contra otras secuencias. de ami-
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Tabla 11: Tabdparici Ovaler acidrddalodme s chrenkes apiwes e aptine del aniden el oA oy ean Sy en pATS

PATS pATS PATS (LI TS [ 1] pATS b
T fhe (1} X - TCr Ser (T L9 . oy () 30 (2 .51 WTCys (0 .00 -
TIC Phe 1122 .21 - TCC Ser  {8) 2,17 (9) 2,41 TAC Tyr {141 3,70 U13) 3.51 760 Cys (50 L1 -
TH tew (0 .01 - TCA Ser (3) .B1 () Y TMA--- 1} - - 64 --- 10} - -
Melew (B} B0 - TC6 Ser  (4) 1.11 - wW— 0 - - 166 Tep (&) .11 -
CTied (0 M - CCT Pro (8) 2,11 (&) 1.81 CAT Wis (v 5T - CGT Arg {13) 35T (1} 371
C7C Llew U19) 401 - CCC Pro (&) 1.61 (B) 2,11 CAC Kis (I 1.91 - C6C Mg {5) 13T (BLLIY
CTh Leu (1) .31 {0) .01 €CAPro (&) 1.1 - Chd 6ln (1Y 31 - G Arg (00 01 -
€76 Lew (8) 2,11 (9) 2.41 CCEPro (1} TN - CAG Bln (12 121 - (66 Arg 10V 0L -
AT He (D) 30 1 51 KT The (B) 240 - MT psn (1} 3T - #67 Ser () .01 -
ATC Tle (20) 6.4 1231 411 MCC TW UD 292 - M fn (B) 2.1 - MC Ser (5) 131 -
MAlle th M - MAThe ) 5T - MALys (3 BT (20 ST AGA Mg O} 01 -
ATE Mot (14 431 - AETY ) M@ - ME Lys (14) &30 (17) A.51 AGE Mg (O} O -
gitvl 11 - 1M 2.1 - GAT Asp (1) 1,91 (%) 2,41 65T Gly U13) 401 (1B} 420
61 val & 2.1 - BC Ma (M 1.9 () 2,10 6 Asp (14) 3,72 112 3,20 G6C 61y (14) 3.72 UID) 3. 20
STAval (W WL (D) 51 GIAALY (5 LY (B 111 GAMAGIu (B 2.1 () L.6T GGR By 0 01 (D) M
616 Val (%) 2,41 (10) 2,71 BlE M3 (D LWL - 6A Blv (20) 5.31 (22) 5.91 6GE Gly (20 ;X (O .02

Los ndseros entre parbatesis indican el ndserc de veces que se encomtra el codde a lo lerqo de 1a secvencia do DA,
Los valores a 1a derecha del mloero antre pardatesis inmdican el porcentaje de uso de cada uno de Tos codones dentro
da] total de la secumcia de WA, Los guidnes indican la igualdad en ol wso del codde entre pATS y pATE.
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n°5Cid08 para esta proteina en diferentes especies (Tabla III).
El anAlisis de 1la estructura primaria de 1la proteina

actina de T. solium, reveld que la actina de este pardsito

presenta caracteristicas tanto citopldsmicas come musculares

descritas para vertebrados (Vandekerckhove y Weber, 1978). Al
igual que en otras especies de invertebrados (Cooper y Crain, Jr.

1982), la actina de T. solium presenta un mayor n4mero de ami-

nodcidos caracteristicos de actinas citoplasmicas que
musculares. De las 21 posiciones de aminoacidos que distinguen
entre actinas musculares y citopldsmicas, 16 corresponden a
actinas citoplasmicas (residucs 10, 16, 17, 76, 103, 129, 176,
201, 225, 266, 278, 286, 296, 298, 357 y 364) y solo 3 correspon-
den a actinas musculares (residuos 106, 153 y 271),  ademis
presenta 2 aminoAcidos que no son caracteristicos de ninguno de

estos isotipos (residucs 162 y 259).

MOVIMIENTO DE INTRONES EN QENES DE ACTINA,

El estudio de sistemas génicos codificantes para proteinas
como la actina, tiene importancia desde el punto de vista evolu-
tivo. E1l hecho de que los genes codificantes para esta proteina
presenten diferencias en cuanto al nimero y posicidn de in-
trones, tanto entre especies como entre los genes de una misma
familia mnmultigénica (ver antecedentes), hace que el modelo
génico de actina sea particularmente interesante para el estudio

del novimient6 de los intrones.



Tabla Il1: Comparacidn de algunos

apinoAcidos de la oproteilna

actina de T. soliuam con los de otras actinas conocidas.

Origen de 1a actina

Residuo de asinodcido

10 16 17 76 103 104 129 153 182 176 201 225 259 266 771 778 28% 296 299 357 WA

Taenia solius (phlél

Conejo: esqueletica -

H. sapiens cardiaca
H. sapiens alfa-cito

Bevim cito

§, corevisiae

P, polycephalum

D, discoideun Act-12
A, costellanii

£, histolytica

€

Val Met Cys Val Val Thr Thr Leu Ser Leu Thr 6in Ser Ley Ala Phe Val Thr Leu Ser Ser
Cys Leu Val 1ie Met Thr Val Leu Asn fet Val hsn Thr Tle Ala Tyr T1e Asn Met Thr Al
Cys Leu Val 110 Thr Thr Val Leu Asn Net Val Asn The 1le Ala Tyr lie Asn Leu Ser Ala

ile Mot Cys Val Val Thr Thr Met Thr Les Thr 61n Ala Lew Cys Phe Val Thr Leu ser Ser

1le/Val Wet Cys Val Val Val Thr Met Thr Leu Thr E1n Ala Leu Cys Phe Val The Leu Ser Ser

11e Mot Cys Val Val Thr Thr Net Thr Lew Thr Gin Ala Leu Cys Phe Tle Thr Leu Ser Ser
Val Met Cys Val Vol T Thr Leu Thr Leu Thr 61 Ala Leu Al3 Tyr T1e The Leu Sar Ser
{1e Met Val Val Val Thr Ser Fhe Thr Lew Thr 6in Ala Leu Ala Tyr Val Thr Leu Ser Ser
110 Met Cys Val Val Thr Val Leu Val Ser Ser Gln Ala Leu Gly Phe Val {le Met Ser Ser
Tle fet Cys val Val Thr Val Leu Val Leu Ser Gin Ala Leu Ala Tyr Val Tle Wet Ser Ser
Ile fet Cys Val Val Thr Thr Net Thr Leu Thr Gln Als Loev Ala Tyr Val Val Leu Ser Ser
110 et Cys Val Val Thr Thr fet Thr Leu Thr Ala Ala Lew Mla Tyr Val Val Leu Ser Ser
e Mot Cys Val Val Thr Thr Leu Thr Leu Thr G1n Ala Lew Ma Tyr Val Val Lew Ser Ser
Val Net Cys Val Val Thr Thr Met Thr Lev The Glu Ala Low Msa Tyr Val Tle Leu Thr Ser

Val Sly fat lle 1" Sor Val Low Thr Lew Thr Gl Tle Tle Ma Tyr Val 1le Leu Ser Ser

10 16 17 76 103 106 129 153 162 176 201 225 259 266 271 270 286 296 290 357 344

Los asinobcides esthn euserades de acuerdo al esquess propussto gor Vandsterckhove y Weber (19781,

Las secuencias son de las siguiontes referencias: Comejor elscale esqeeldtice, citoesquelitica cerebral de
berrege v B polycephalus (Vemdeberchhave y Neber, 1970), H. sspiens cardiece (Hassda,, ot al,, 1990), W,
waims ala cito (Erba, ot al., 1986), L. bormalis (Cress, ot al., 1998), C. eletsns (Rrause, ot o, 1999}, 8.
aurauratys (Cooper y Crain, dr, 1992), A, nidulens (Fidel, ot al., 1998), §. corevision (Ng y Ahelson, (990,
L. giscoifoup (Rosans y Firtel, 1985), A, castelleaii (Nellem y Gallwitz, 1982; Vindekerckhove, st al., 1¥94),
€. bigtelrtica (Edoan, ot al,. 197), G gaz (Ghah ot 9., 1982),

¥ % = dsinedcide so deterainade.



- 36 -

El andlisis comparativo del nimero y posicién de 1ntroﬂes
en diferentes genes de una misma proteina, ha suséitado contro-
versia acerca del origen y posible funcidn de estas secuencias.
Existen dos maneras de explicar las diferencias entre los genes:
una de gllas propone que el gen ancestral de las actinas presen-
taba todos los intrones conocidos, algunos de los cuales se han
ido perdiendo a 1o largo de la evolucién (Gilbert, W., 1978;
Shah, et al., 1983; Gilbert, et al., 1986); la segunda, apoya la
idea de que los intrones se han adquirido en forma independiente
(Cavalier-Smith, 1985; Dibb y Newman, 1989) y posteriormente, que
algunos de ellos se han perdido.

La idea de la existencia de un gen ancestral que incluyera a
todas las secuencias intrdbnicas conocidas, se basa en el concep-
to de dominio protéico (Darnell y Doolittle, 1986). Hasta el
momento no se ha encontrado ninguna funcidn especifica de 1los
intrones, excepto en los pocos casos en los que en ellos se han
encontrado secuencias amplificadoras (enhancers) o secuencias
regulatorias (Mercola, et al., 1983). Sin embargo, se ha propu-
esto que 1los .dntronee pudieran ser secuencias cuya funcién
consista en separar dominios de una proteina y que a lo largo de
la evolucidn algunos de ellos se han perdido sin alterar la
expresién y esfructura del producto final.

Si consideramos la idea del gen ancestral y la extrapolamos
a la actina, tendriamos que pensar en un gen con todos los in-
trones en las posiciones representadas en los genes actuales. Se
conocen hasta el momento 22 posiciones diferentes de intrones que

dividen la secuencia en diferentes exones. Por otro. lado, se
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tiene evidencia de la existencia de intrones para algunos genes
de actina que no dividen la secuencia codificante y que se
encuentran en las zonas que flanquean al gen (Tabla IV). Dichos
intrones son transcritos a mRNA y son procesados en la madura-
cidn de esta molécula.

En base a estos datos se decidid realizar un andlisis
filogenético de la pérdida (delecién) y/o ganancia (inser-
cién) de 1los intrones en los genes de actina en las especies
estudiadas hasta ahora. En el andlisis no se consideraron  los
intrones que se encuentran flanqueando al gen pueste que no se
han buscado en muchos de los genes secuenciados.

Como referencia se construyd un dendograma que incluye a
las especies de 1las cuales se dispone la secuencia de DNA
gendmico correspondiente a genes de actina. El dendograma esta
basado en la filogenia propuesta por Margulis y Schwartz (1976).
Dicho dendograma es una construccién sin raices (Fig. Fy G) en
donde unicamente se consideran las relaciones mas cercanas entre
una especie y otrs, sin considerar el parametro tiempo. En el
primer modelo se considerd la existencia de un gen ancestral con
todos los intrones posibles y se tomaron en cuenta. las potenc-
iales deleciones de estas secuencias a 10 largo de la evolucidédn
(Fig. F). En el segundo modelo se consideraron primero las inser-
ciones de intrones y luego las deleciones pertinentes de estas
secuencias (Fig. G). En ambos modelos se llegd a 1la distribu-
cidn actual de intrones (Tabla IV) en los genes de actina cono-

cidos.



Tabla IV: Pusiciones de intranes en diferentes genes de actina.

Pasicite a0 b ¢ d ¢t g M i §oE L an o T st o v
Natro de asinodcido 3 4 13 I8 20 32 AL &3 G4 94 103 114 121 150 204 214 287 299 307 321 327 ¥A3 V4% -3

Saccharoayces cerevisiae § oo s moe tmc cae cae cew mem mme ere man com con mee cee ece eme sne eme was e—-

Saccharoayces carisbergensis } een con coe amc mes wme eme ces cma cee em eos mem mee mee eee mee ce mes mes mmm
Schizosaccharoayces pospe B T O
Aspergillus nidulans @ 4 e e 4 b e e o wma mre ome ee ome mae wae § mem mem cme cme men
Thersotyces lsnuginasus § 4 mmecem b 4 mme cwm sem em me mee sae eae com ooe b sea cme oo eme eee 4
Dyctiostelime discoideve e e v e s e e e e fem e —e oo eme =% emn mea emm en cme mem mee e
Acaathagosts castellamii B S T A
Eatogoeta Ristalitica o cmr o ame ot mmn oma ame —mn mm- mm—n m—- ——n ——— ——— = —mn —— —an —m= an= -
Oayteicha fallax aen ace Gae cms ame =be cam cus e=e wea =am aee mer c= wmw mes s4n ots Sme caa Sme e
Orytricha mva e me mws cen e ems ane me wm emo e Gee eme e eme ean eme s mee eme e mee
Tetrahysens pyriforais et e mer eem cce oo mem ema mee mee me= ses eue eee =ee mem ere eSe —oe eme eme mem
Tetrahysens thersophila sum me cee e e me ae s mme ame wee mes eam cem eee me ses ace cme sme ses ame
Trypanososa Wrucei arm cem ce ces vem mme smm en ame eme wee See 4m mtm mem vee wes ace -me me ame mem
Plassodjve falcipares pt-actin § e cem mo e tac cen ams e e e e mmm ean e e wme ome eme wea mme e e
Plassodive faicipares pt-actia 11 ome rm e e et cme e eos moe cme e mve § eme mme een eme mas eme con e e
Physarus polycephalun A-actin o cem mae e e m e § e e e oo o § e eam § ema e
Physicua polycphates C-actin i i B i Tl
Tasnia saliva pATS e cme mo e mee } emm emn mme e e ema —he Gwm ama Sme eme cme mme —em me mee
Tasnia solisa pATH R T e e T EL AP ST P
Comsarhabditis elesans | 0
Casnerhabditis elegers 11 e o gen wms amn amn § mea aee b ——— wme mem o= ame ces wme mem § cem eee —an
Casnorhabditis eleqans Il A N S T e

Coenorhabditis sleqans IV 00 - —- § mme mm mom cae coc don emc cee ces see mme mae § cm eee b e com e
Beskiz swri M T
Boshix eeri A2 hor mme tee eme ;e mme mme eme eme mem mme ;e ses ses eem mee ve mec e ces Set eom
Boskix sori A3 cme cem moe mes mce cme e e as mec 4 ces eom mas mee cee ema esn men swe eme eee
Drosophila selanogaster De A-1 ce mms ous wme mos ase wee wmm eme eme emm mem mme mer mem mee woe b can cem Soc eow
Drosophila eeisnogaster Be -2 o e v me arm e e ca e e don e ee e wwe aee ee e eme eme mee eee e
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siobolo 11 indica insercida y ol slabolo . indica delecita.
La-letra indica wa pesicida especifica deatro del gen indicada en 1o tabls de intromes (Tabla V).
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stobolo 1t indico insercidm y ol slabolo . indica dalecidn

L letra indica wna pasicidn especifica deatro del gen indicada en 13 tabla de intromes (Tabla IV).
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El andlisis mostrdé que la existencia de un gen ancestral
que poseyera todos los intrones conocidos hasta ahora, implica la
‘ocurrencia de 191 eventos, todos ellos deleciones. El modelo de
ganancia y pérdida de intrones, implica 45 eventos de los
cudles 21 son deleciones y 25 inserciones.

Tomando en cuenta que en el segundoe modelo existe menor
nimero de eventos que en el primero, se considerd a éste, como
el mis probable.

Por otro lado, el segundo modelo apoya la idea de que el
intrén en posicién 150 existid en un gen de actina antes de la
separacidn entre los animales y las plantas (Fig. G) tal como
fué propuesto por Zacut y colaboradores (1982). Sin embargo
esta en contra de la idea de Wildeman (1988) de que T.
lanuginosus presenta diferentes intrones que pertenecieron a un
gen ancestral de actina ya que este hongo multicelular posee in-
trones que no se encuentran en ninguna otra especie estudiada
(exceptuando a A. nidulans) (Tabla IV). Este hecho se puede
explicar fAcilmente con el segundo modelo por medio de la inser-
cién de estos intrones a lo largo del desarrollc evolutivo de
estas especies.

En base a el segundo modelo, el intrén situado despuds del
codbn 41, parece ser comin a la mayoria de las especies ya que
se encuentra representado en plantas, hongos, protozoarios vy
animales invertebrados y vertebrados (Fig. G). Esto indica que el
intrén en posiciédn 41 debid haber existido en un gen de actina

antes de la separacidn de estos grupos, tal como se habia

propuesto en un trabajo previo a esta tesis (Campos, 1988).
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Existen ciertas dificultades para explicar la inserciédn de
los intrones. Uno de ellos es que la insercidn de estas secuen-
cias en un gen implica la existencia de un mecanismoe enzimitico
compleic  4gue hasta ahéra no se conoce. Por otro lado, la inser-
cidn de los intrones no puede ser un evento debido al azar. Si
la insercidn de estas secusncias es un evento precisc, entonces
s& requiere de un blanco en =1 DNA gue sefjale el sitio de 1la
insercidn. Dicho blanco pudiera ser una secuencia especifica en
el DNA. Las secuencias consensc que flanguean a los intrones vy
que forman parte de los exones adyacentes pudiera ser utilizada
para la insercidn de las secuencias intrénicas (Mount, 1982Z;

Dibd v Newman, 1989).

Las secuencias =xdnicas de los genes de actina de I. solium
clonados en pATS v paTH constan de 1,128 bases de las cudles 26
(1.77 %) difieren entre si. A pesar de estas diferencias =n la
secuencia codificadora no existe diferencia alguna en la secuen-
cia de aminoAcidos para la cudl codifican. Esto se debe a que
todas 1lae diferencias entre uno y otro gen caen siempre en la
tercera base del coddn al que pertenecen.

Un analisis de la distribucidn de estos cambios neutrales,
demuestran, al contrario de 1lo que se esperaria, que las
diferencias no se encuentran homogeneamente distribuidas a 1lo
largo de las secuencias codificadoras (fig. H). Como se menciond

en el articulo, la conservacidn de la homologia del segundo

exén en ambos genes no se puede explicar por una presidén selec-
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- Figura H: Comparacion de bases entre las secuencias exbnicas de los:

genes de actina clonados en pATS y pATéS.
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tiva sobre el segmento de la proteina para la cuadl codifica.

La comparacidén de la secuencia de este exdn con respecto
al primero, pareciera indicar que existe un mecanismo que pudiera
estar remplazando la secuencia de un exdn de alguno de los genes
por el otro. Este fendmeno es conocido como conversién génica
y sucede entre genes alélicos. Existe un caso, en los genes de
actina del equinodermo S. purpuratus, en el que se ha propuesto
la gxistencia de conversidn génica entre genee no alélicos
(Crain, et al., 1987). Este pudiera ser el caso también, de los

La importancia del fendmenc de conversién génica entre
genes no alélicos, reside en que a lo largo del tiempo estas
secuencias permanecerian homdlogas previniendo la divergencia
entre los miembros de esta familia génica. La conversién
génica entre genes de actina podria involucrarse como una
posibilidad para explicar la ausencia de isotipos de actina en

invertebrados.
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