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I. RESUMEN 

El objetivo del presente trabajo fue contribuir a la 
caracterización molecular de las glicoproteínas que se encuentran 
en la superficie tegumental del cisticerco de T. solium. Se 

intentó el aislamiento de clonas de cDNA de estas proteínas por 
varias estrategias, inicialmente se usaron sondas de DNA 

diseñadas a partir de secuencias parciales de una proteína 
purificada. Otra estrategia fue la utilización de anticuerpos 
dirigidos contra glicoproteínas de superficie. La estrategia que 
resultó productiva fue la búsqueda de proteínas de superficie 

aprovechando la similitud en su secuencia de aminoácidos con 
proteínas homólogas. Esta estrategia permitió el aislamiento de 

clonas que contienen la secuencia codificadora completa de una 
proteína con características de transportador de glucosa. Los 

transportadores de glucosa son glicoproteínas integrales de 
membrana que se encuentran en prácticamente todos los organismos. 
Una de las donas contiene un inserto de 1,723 pb con un marco 
abierto de lectura de 1,500 pb. La secuencia de aminoácidos 
deducida corresponde a una proteína de 500 aminoácidos con un 

peso molecular de 54.5 kDa. Los análisis hidropáticos demuestran 
que se trata de una proteína con los 12 segmentos de a-hélices 
que atraviesan la membrana plasmática característicos de los 
transportadores de glucosa. Esta proteína fue designada TGTP2 

dada su gran similitud con uno de los transportadores de S. 

mansoni (SGTP2). Interesantemente, la secuencia de aminoácidos de 

TGTP2 carece del sitio de N-glicosilación en la primera asa 
externa a partir del amino terminal, presente en la mayoría de 
los transportadores de eucariotes conocidos. Estas clonas abren 
la posibilidad de estudiar en detalle el manejo de glucosa del 

cisticerco. 
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II.INTRODUCCIÓN 

La cisticercosis es una parasitosis causada por la forma. 
larvaria o cisticerco de un platihelminto céstodo llamado Taenia 
solium, que afecta al hombre y al cerdo. Esta enfermedad es de 

alta prevalencia en países subdesarrollados, siendo la principal 
causa de problemas neurológicos de origen parasitario en México. 
Las personas afectadas pueden desarrollar convulsiones, 
hidrocefaleas o experimentar otros desórdenes del SNC que los 
pueden llevar a la muerte. Además, la economía de estos países se 
ve. afectada no solo por la disminución en la actividad productiva 
de las personas infectadas y por los elevados gastos que se 
producen por concepto de hospitalización y tratamiento, sino por 
las pérdidas económicas que se producen en la porcícultura 
(Flisser et al., 1991; Tsang y Wilson, 1995). 

1. CICLO DE VIDA DE Taenia 

La T. solium tiene un ciclo de vida que involucra dos 

huéspedes: el cerdo como huésped intermediario alberga la forma 
larvaria o cisticerco, mientras que el hombre es el único huésped 
del 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 lo que convierte a esta 
parasitosis en un grave problema de salud pública. 

La cisticercosis es adquirida por el huésped intermediario 
al ingerir los huevecillos de T. soiium presentes en heces y 
alimentos contaminados. En el tubo digestivo del huésped la 
acción de las enzimas proteoliticas y de las sales biliares 
destruyen las envolturas protectoras 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 una 
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Fig.l. Cid() de Vida de T. Solium. 1. parásito adulto; 2. 
proglótido grávido; 3. huevecillo; 4 y 5: cisticercos (tomado de 

Aluja et al., 1987). 
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variedad de órganos y tejidos (músculo esquelético, miocardio, 

sistema nervioso, ojos, tejido subcutáneo, entre otros) donde se 

desarrolla hasta convertirse en una larva o cisticerco. 

El ciclo se completa cuando el humano come carne de cerdo 

cruda o mal cocida, infectada con cisticercos viables. 

Nuevamente, la acción de las enzimas proteolíticas y de las sales 

biliares del aparato digestivo activan al cisticerco e inducen la 

evaginación o salida del escólex de su vesícula protectora. Una 

vez evaginado, el escólex se fija a. la mucosa intestinal donde 

crece y se diferencia en un parásito adulto. El gusano adulto 

desprende los proglótidos grávidos que salen al exterior con las 

heces. Éstos se desintegran en el medio ambiente liberando los 

huevos que pueden alcanzar al huésped intermediario por distintos 

medios (Aluja et al., 1987). 

2. DESCRIPCIÓN O MORFOLOGÍA DEL CISTICERCO. 

El cisticerco es una vesícula translúcida redonda u ovoide 

de 0.5 a 2 cm de diámetro con un escólex invaginado y opaco que 

posee cuatro ventosas y un rostelo con una doble cadena de 

ganchos. La vesícula está llena de un fluido transparente llamado 

fluido vesicular, que contiene proteínas del parásito y del 
huésped (Wilims et al., 1982). 

La superficie de la pared vesicular está formada por el 

tegumento, un citoplasma sincicial, anucleado y continuo que en 

su cara externa se encuentra aumentado por proyecciones 

digitiformes llamadas microtricas recubiertas por una membrana 

plasmática con abundante glicocálix. El citoplasma del tegumento 

contiene mitocondrias y numerosas vesículas. La membrana 

plasmática o basal que recubre la superficie interna del 

tegumento se encuentra interrumpida por procesos citoplasmáticos 

que comunican al tegumento con cuerpos celulas nucleados 

llamados citones tegumentales. Estos citcnes.:.atienen numerosas 

vesículas, retículo endoplásmico bien. ,les 	liado, aparato de 
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5 mni 
	 A 

Fig. 2. Morfología del cisticerco de T. solium. 
A:Ilustración 

esquemática de la larva entera. B: micrografía óptica de un corte 

la paeci vesi¿tall'vr di canal espiral, Cc: células formadoras 

de canal, Cn: canal, Ex: escólex, M: microvellosidades, Mu: 

músculo, P: pared vestibular, Pu: pared. vesicular, Tg: tegumento 

y V: espacio vesicular. 
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golgi, ribosomas y abundantes mitocondrias. Por debajo de la 
membrana basal se observan varias capas de músculo liso, 
abundantes depósitos de glucógeno y grasa, así como un complejo 
sistema de canales con función protonefridial entre otras 

estructuras (Lumsden et al., 1982). 

3. EL GLICOCÁL,IX DEL TEGUMENTO 

El tegumento del cisticerco de T. sollum está revestido 

externamente por una cubierta de macromoléculas ricas en 
carbohidratos llamada glicocálix (Sosa et al., 1977). La 
presencia de carbohidratos en la superficie de los céstodos ha 
0.119 demootrada por microecopía electrónica usando diversas 
tinciones (Trimble y Lumsden, 1975; Willms et al., 1982). 

Estudios de localización usando diferentes lectinas marcadas 
mostraron que concanavalina A (Con A) se une preferencialmente a 
la superficie de los metacéstodos sugiriendo que la mayor parte 
de los carbohidratos expuestos son D-manósidos y/o D-glucósidos 
(Sandeman y Williams, 1984; Trimble y Lumsden, 1975; Knowles y 
Oaks, 1979; Schmidt y Peters, 1987). La composición y 
distribución de estos carbohidratos en la superficie del 
cisticerco es relativamente homogénea (Milis et al., 1984; 
Sandeman y Williams, 1984; Landa, 1988; Lamsam y McManus, 1990). 
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 plasmátida (Trimble y 
Lumsden, 1975; Ramírez-Bon et al., 1982). 

El glicocálix de los metacéstodos está formado por 
glicoproteínas y glicolípidos con numerosos grupos ácidos que dan 
a la membrana una carga neta electronegativa en la superficie 

(Lumsden, 1972; Trimble y Lumsden, 1975; Willms et al., 1980; 
Milis et al., 1984). Evidencias de microscopía electrónica sobre 
la superficie de los céstodos sugieren que parte de este rico 
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glicocálix son componentes integrales de membrana (Lumsden et 

al., 1970; Lumsden, 1975). 
El glicocálix muestra una serie de propiedades que permiten 

asociarlo con diversas actividades. Hay evidencias de que los 

grupos ácidos del glicocálix proveen sitios de unión para varioS 

electrolitos en. céstodos adultos entéricos (Lumsden et al., 

1970). 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 Lumsden, 

1971; Trimble y Lumsden, 1975). 

Los componentes del qlicocálix de los metacéstodos, 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; 

White et al., 1992; Hustead y Williams, 1977; Hammerberg et al., 

1980). Además, las glicoproteínas son generalmente muy 

inmunogénicas, por lo que han sido usadas en el desarrollo de 

pruebas inmunológicas para el diagnóstico de la parasitosis 

producida por el cisticerco de T. solium (Grogl et al., 1985; 

Tsang et al., 1989; Feldman et al., 1990). 

4. RELACIÓN HUÉSPED-PARÁSITO EN LA INTERFASE. 

La interfase huésped-parásito es la región de contacto 

físico y químico entre ambos organismos. El tegumento es la 

estructura parasitaria que interactúa directamente con el huésped 

por lo que muchas de las funciones sor: :levadas a cabo por este 

órgano (Willms et al., 1982). Dado c:1(_ los «éstodos carecen de 
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tubo digestivo, el tegumento de estos parásitos no solo sirve de 

protección, siendo resistente a la acción de enzimas 

proteolí.ticas y a la respuesta inMune del huésped sino que 

también esto hace al tegumento una superficie metabólicamente 

activa a través de la cual las secreciones pueden ser 

transportadas, los nutrientes absorbidos y el material de desecho 

eliminado (Pappas y Read, 1975; Lumsden, 1975). 

El cisticerco puede permanecer 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 	et al., 1980; Aluja et al., 1980; Escobar-

Izquierdo, 1988). 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 et al., 1988). Cabe hacer notar 

que los primeros grados de reacción son los que se observan 

alrededor de cisticercos viables. Con algunas diferencias, algo 

similar a sido observado en el parénquima cerebral de pacientes 

con neurocisticercosis (Escobar-Izquierdo, 1988). Al principio se 

observan grupos de linfocitos, células 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 et 

al., (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 1- i, produciéndose ligeros cambios 

degenerativos en la superfi, 	•1. 'Tgumento. Aumenta la cantidad 
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de macrófagos y se observa la formación de agregados de 

linfocitos y muchos eosinófilos degranulados. En. un grado más 

avanzado, la reacción inflamatoria es más intensa observándose 

degeneración en el tegumento y cambios necróticos en los citones 

tegumentales. Los agregados de linfocitos son de mayor tamaño y 

se observan células gigantes y numerosos fibroblastos. El número 

de eosinófilos disminuye observándose 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 observan 

gran cantidad de fibroblastos, fibrocitos y 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. Los cisticercos localizados en el parénquima cerebral 

sobreviven muchos años sin desencadenar una respuesta 

inflamatoria considerable (Rabiela et al., 1982; Escobar- 
T.9,ciltierdo, 1988) , 

En varios modelos de cisticercosis animal se ha demostrado 

la presencia de una respuesta inmune concomitante. Por ejemplo, 
la infección de ratas con metacéstodos de T. taeniaefórnds induce 
una resistencia pronunciada a la reinfección (Rickard y Williams, 
1982). Aparentemente, el huésped infectado es capaz de rechazar 

una nueva infección, pero incapaz de destruir a los cisticercos 

ya establecidos. En el caso de la cisticercosis porcina, los 
cisticercos de un mismo cerdo son bastante homogéneos, 

sugiriéndose que todos fueron adquiridos en una misma infección 

(Correa et al., 1987). Esto indica que el parásito establecido 

posee mecanismos de evasión de la respuesta inmune que le 

permiten sobrevivir por largos períodos en huéspedes 

inmunocompetentes. Se ha hablado de una modulación de la 

respuesta inmune. En este respecto, se ha observado una 

V:)ición en la proliferación de linfocitos en respuesta a 
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mitógenos en humanos y cerdos infectados con cisticercos de T. 

sollum 	et al., 1982; Correo et al., 1989; Molinari et 

al. , 1990, Molinari et al. , 1993; Tato et al. , 1995) y en ratones 

infectados experimentalmente por T. crassiceps (Sciutto et al., 

1995). Además, se ha observado un retardo en la cinética de 

proliferación de linfocitos en pacientes con neurocisticercosis 

(Herrera et al., 1994). En el metacéstodo de T. taeniaefarmis se 

ha caracterizado un potente inhibidor de proteasas que inhibe la 

respuesta de linfocitos tanto a mitógenos como a antígenos 

específicos (Suquet et al., 1984; Leid et al., 1984). 
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 como "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 (Laclette et al., 1992). Puesto que el complemento juega 

un 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. El AgB podría no ser 

el único factor parasitario que contribuyera en esta dirección. 

La taeniaestatina de T. taeniaeformis puede inhibir el factor D 
de ln V14 áltbühátiva del complemento (Leid, 1988). También se 
han caracterizado proteínas de secreción con la habilidad de 

inhibir la actividad de proteasas del huésped y la quimiotaxis de 

neutrófilos y eosinófilos (Suquet et al., 1984; Shepherd et al., 

1991; Potter y Leid, 1986). Asimismo, se ha descrito la 

producción y/o secreción de proteínas con capacidad de degradar 

moléculas citotóxicas y de inhibir la cascada del complemento 

(Leid y Suquet, 1986; Landa, comunicación personal; Hammerberg et 

al., 1980; Leid, 1988). Además, se ha demostrado la presencia de 
inmunoglobulinas en la superficie de diversos metacéstodos 

(Willms y Arcos, 1977; Threadgold y Befus, 1977; Sogandares- 
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Bernal y Voges, 1978; S:iebert et al., 1981). Estos hallazgos 

sugieren que la modulación de la respuesta inmune por los 

metacéstodos facilita la sobrevivencla del parásito. 

5. ANTECEDENTES 

Las características morfológicas y bioquímicas de la 
superficie externa de los parásitos determinan los términos en 

que se establece la interacción con sus huéspedes. Por lo tanto, 
t4 1,11.;stUfealón y caracterización de los componentes 

participan en el mantenimiento de la relación 

seguramente mejorará nuestra comprensión de 

los mecanismos subyacentes. 

La superficie que los cisticercos le presentan a su huésped 

• Legumento (ver 1.2), cuya membrana. plasmática. externa 

presenta un rico glicocálix. con glicoproteínas y glicolípidos. 

Algunas de estas glicoproteínas han sido involucradas en 

funciones importantes para el parásito y para el mantenimiento de 

la relación con su huésped. Algunas proteínas de superficie han 

sido identificadas por su actividad enzimática. Por ejemplo, 

t• .Judios histoquímicos han demostrado la presencia de fosfatasas 

ea la superficie de muchos céstodos (Smyth, 1969). En EL diminuta 
• caracterizado parcialmente una proteína .(104 na) con 

deLividad de fosfatasa alcalina (Pappas, 1991). En E. granulosus 

si purificación de esta enzima permitió llevar a cabo estudios 

físicos y cinéticos (Sarciron et al., 1991). Otras enzimas 

identificadas, como las ATPasas, han sido utilizadas como 

marcadores de superficie (Knowles y Oaks, 1979). La 

caracterización del tegumento de EL diminuta reveló dos isoformas 

de ATPasas dependientes de Ca''' (Hipkiss et al., 1987). En el 

cisticerco de T. soliurn se clonó una proteína, localizada en la 

membrana plasmática del parásito, con homología a las ATPasas de 

Na/k (Landa, comunicación personal). También, se ha descrito la 

actividad enzimática de metaloproteasas tanto en la membrana 

11 



plasmática como en el fluido vesicular de E. grauulosus (Marco y 

Nieto, 1991). Esta actividad proteolítica también se observa en 

el cisticerco de T. sollurn, pero no se hace referencia a su 

posible localización (White et al., 1992). Se desconoce el papel 

específico que desempeñan estas proteínas en la superficie 

parasitaria, sin embargo, se considera que su presencia puede ser 

importante para la sobrevivencia del parásito. 

La antigenicidad de algunas glicoproteínas de superficie en 

los ténidos ha permitido su caracterización. Como era de 

esperarse, una gran parte de los, antígenos en la. superficie de 

cisticercos de algunos ténidos resultaron ser glicoproteínas con 

afinidad hacia lectin-lectiria (Parkhouse et al., 1987). La 

mayoría de las proteínas en la superficie de 	crassiceps 

resultaron inmunogénicas (Lamsam y McManus, 1990) y se han usado 

en el desarrollo de pruebas diagnósticas inmunológicas. 

Algunas otras glicoproteínas de superficie participan en 

fenómenos de transporte de solutos relevantes para su 

mantenimiento en los tejidos del huésped (Pappas y Read, 1975; 

Smyth, 1969). Además, como se mencionó arriba, puesto que los 

cisticercos carecen de tubo digestivo, la totalidad de la toma de 

nutrientes se lleva a cabo a través de la superficie tegumental. 

Sobresale el hecho de que los cisticercos tienen requerimientos 

sustanciales de carbohidratos para llevar a cabo en forma óptima 

su desarrollo y reproducción (von Brand et al., 1964; Smyth, 

1969). La glucosa es el principal monosacárido utilizado por 

estos parásitos, al igual que en muchos otros organismos. En 

otros parásitos céstodos como Hyiwanolepis diminuta, H. 

microstoma, T. taeniaeformis, etc, se ha. descrito que el 

transporte de carbohidratos se 	a cabo por un sistema 

saturable, sensible a cambios de pH, y que es inhibido por 

diversos agentes químicos. Todas estas propiedades indican que el 

transporte de carbohidratos en. membrana tegumental es mediado por 

un sistema de acarreadores específicos. Se ha sugerido un sistema. 

de transporte activo en los gusanos adultos ciclofilídeos y 

tetrafilídeos, similar al que llevan a cabo las células 
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intestinales de los mamíferos (Pappas y Read, 1975). Este tipo de 

transporte de nutrientes es muy favorable en el ambiente donde se 
desarrollan los gusanos adultos dado que las concentraciones de 

carbohidratos en el intestino son cambiantes. En contraste, los 

cisticercos viven en un. ambiente donde las concentraciones de 

glucosa se mantienen relativamente constantes, por lo que sería 

de esperarse que una parte considerable del movimiento de 

azúcares sea llevado a cabo por transportadores/facilitadores. 

Recientemente, se ha demostrado la presencia de facilitadores de 

glucosa en el metacéstodo de 	diminuta (Rasen y Uglem, 1988). 

Sin embargo, no se ha aislado la(s) proteína(s) responsable(s). 

En resumen, la composición de proteínas sobre la superficie 

tegumental de los metacéstodos ha. sido investigada usando una 

combinación de métodos de marcaje radioactivo, 

inmunoprecipitación por anticuerpos y por afinidad a lectinas 

(Knowles y Oaks, 1979; Mills et al., 1984; Parkhouse et al., 

1987; Lamsam y McManus, 1990; Leducq y Gabrion, 1992). 

En nuestro laboratorio se han realizado estudios de 

caracterización de la superficie del cisticerco de T. sonum. Se 

han purificado y caracterizado parcialmente algunas proteínas de 

superficie a partir de una fracción de tejido enriquecida en 

glicoproteínas, obtenida por cromatografía de afinidad a Con A 

(Landa et al., 1994). Con la excepción de la glicoproteína de 68 

kDa (Gp4), todas las otras glicoproteínas resultaron 

inmunogénicas. Los anticuerpos producidos hacia las 

glicoproteínas del cisticerco de T. solium reconocen componentes 

en la superficie de otras especies dentro de la familia Táenidáe. 

La presencia de estas proteínas en la superficie de los estadios 

larvario y adulto de varios miembros de esta familia, sugieren un 

papel relevante por parte de estas glicoproteínas en la 

fisiología de estos céstodos. Además, se estudió la presencia de 

proteínas del huésped en la fracción encontrando que la 

glicoproteína de 55 kDa correspondía a la cadena pesada de la IgG 

porcina. 
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6. OBJETIVO 

El objetivo del presente trabajo de tesis fue el de 

contribuir a la caracterización molecular de las proteínas que se 
encuentran en la superficie del cisticerco de T.solium. Para esto 
se decidió intentar el aislamiento de donas de cDNA de proteínas 
y glicoproteínas de superficie por varias estrategias. 

Se describen brevemente algunos nuevos datos sobre la 
fracción de glicoproteínas (FGp) descrita por Landa et al. 
(1994), aislada de un extracto crudo de cisticercos por 
cromatografía de afinidad a Con A. También se describen los 
esfuerzos de aislamiento de cionas de cDNA de algunas 
glicoproteínas de esta fracción basados en el uso de anticuerpos 
y sondas de DNA. Finalmente, se describe la donación y 

caracterización de la secuencia codificadora completa de un 

transportador de glucosa del cisticerco de T. solium. 
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III. MATERIALES Y MÉTODOS 

1. MATERIALES BIOLÓGICOS 

A. Cisticercos. Los cisticercos de T. solium fueron obtenidos por 

disección de músculo esquelético de cerdos naturalmente 

infectados. Los cisticercos se lavaron cori solución salina 

amortiguada con fosfatos, pH 7.2 (PBS) y rápidamente fueron 

congelados a -70°C hasta. su uso. 

B. Sueros hiperinmunes a-Gpl y (x-AgB. Las fracciones de IgG de 

ambos sueros hiperinmunes de conejos fueron obtenidas previamente 

como se describe en Landa et al., 1994 y Laclette et al., 1987. 

C. Bacterias. Las cepas de Escherichia coli utilizadas en el 

presente proyecto fueron: 

C600hflA 

fenotipo: sur£44 hsdR thi-1 leuB6 lacY1 tonA21 hiA150 

[chr::Tn10(ten] 

Y1090hdrR 

fenotipo: supF hsdR araD139 41012 .4.1acU1692:psT., 
t.rpC22: :Tn10(tet9pMC9 

supE hsde5 thí (1ac-prol1B) F' [traD3G proAB' lacT' 
1ac24154151 

D. Bibliotecas de cDNA. En el laboratorio se dispone de 

bibliotecas de cDNA con insertos de tamaño seleccionado (> 2 kb) 
del cisticerco de T. solium, construidas en los bacteriófagos 
H'1,0y Xgt11 como se describe en Landa et al., 1994. 
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2. MÉTODOS INMUNOQUÍMICOS. 

A. Preparación del extracto crudo (EC). Un extracto crudo de 

cisticercos de T. solium, fue obtenido homgenizando cisticercos 

congelados en una solución que contiene NaCi 0.5 M, fosfatos 

0.015 M (pH 7.4) e inhibidores de proteasas (PMSF 1 mM; TLCK 0.1 

mM; Leupeptina 25 lag/ml, EDTA 10 mM), en proporción de 5 ml por 
gramo de tejido húmedo de cisticercos. El homogeneizado fue 

realizado con. un Polytron (Brinkmann Instruments, Co.) a máxima 

velocidad por 1-2 min. Posteriormente, fue centrifugado a 100,000 

g, por 35 min a 4°C; la capa lipídica fue removida de la 
	

1 

superficie por succión. El sobrenadarte fue dializado contra PBS 

a 4°C y almacenado a -20°C hasta su uso. 

B. Obtención de una fracción enriquecida en glicoproteínas (FGp). 

Para obtener la FGp a partir del EC, se realizó una cromatografía 

de afinidad con una columna de sefarosa 4B acoplada a Con A 

(Sigma Chemical Company). La cromatografía se llevó a cabo a 4°C 

manteniendo una velocidad de flujo de 20 ml/h utilizando una 

bomba peristáltica (Microperpex, LIKB), como se describe en Landa, 

1984. La columna fue equilibrada con PBS (pH 7.4) y una vez 
pa0Odb el TEC se lavó con esta misma solución para, eluir el 
material no unido a la columna. El material unido a la columna 

fue eluído con una solución de a-metil-D-manósido 0.1 M en PBS 

(p14 7.4) previa elución del material débilmente unido con NaC1 

0.5 M. La fracción eluída con a-metil-D-manósido se concentró por 

amicon usando membranas diaflo PM10 (Amicon, Inc.). Se determinó 

la concentración de proteínas y se guardaron las fracciones 
cuantificadas a -20°C. 

C. Cuantificación de proteínas. La concentración de proteínas en 

::odas las fracciones obtenidas se determinó por el método de 
.74ny (Mohan, 1992), usando BSA como patrón. 
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D. Electroforesis en geles de poliacrilamida con dodecil sulfato 

de sodio (PAGE-SDS). La composición polipeptídica de las 
fracciones obtenidas fue determinada por PACE-SDS, usando geles 

al 10 y 7.5% de acrilamida, de acuerdo al método descrito por 
Laemmli (1970). La visualización de las bandas de proteínas se 
realizó por tinción de los geles con azul brillante de Coomassie 
(Mohan, 1992) y en algunos casos con tinción de plata (Silver 
Stain Kit, Bio Rad Laboratories) Para la determinación de los 
pesos moleculares se utilizó una mezcla de proteínas globulares 
(Bio Rad Laboratorios ó Signo Chemical Company) como patrones. 

E. Purificación de las glicoproteínas. Inicialmente, las 
proteínas fueron separadas electroforéticamente en geles al 7.5%. 
Posteriormente, se cortaron 6 trozos de gel conteniendo cada una 
de las fracciones de proteínas, tomando como referencia para los 

cortes los marcadores preteñidos de alto peso molecular. Se hizo 
la electroelución de cada una de las bandas, las cuales fueron 

denominadas P125, P125-88, P88, P88-65, P65, P65-55, según los PM 
de cada fracción. Se cortaron las bandas de glicoproteínas 
seleccionadas para finalmente electroeluirlas en el sistema 
"Little Blue Tank" (Isco, Inc.) siguiendo las recomendaciones de 

fabricante, para el aislamiento de antígenos solubilizados por 

SDS. 

F. Secuencia de aminoácidos. Las proteínas fueron separadas 
mediante una PAGE-SDS y transferidas a una membrana de PVDF 
(Millipore, Corporation). Los extremos y una porción central de 
lo ii-1.,9.~rÁb4 fluiX-on tcfiidoa con Negro amida 0.1%, metanol al 45% y 
ácido acético al 10%. Las bandas seleccionadas fueron recortadas 
y secuenciadas por el Dr.Klaus D. Linseen (BECKMAN, Company). 

a, Electrotransferencia de proteínas. Previamente a la 
transferencia, se resolvieron las bandas proteicas de las 
fracciones usadas por PAGE-SDS. La cantidad de proteína aplicada 

!rninigel fue de 100-150 pg para las fracciones de proteínas y 
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1 2 3 4 5 6 7 

Fig. 3. Purificación de las glicoproteínas. PAGE-SDS al 7.51 

teñido con azul brillante de Coomassie donde se observa la FGp 
obtenida por afinidad a Con A a partir de un extracto crudo de 
cisticerco y, las bandas de proteínas (P) obtenidas de su 
fraccionamiento por electroelución. 1: P125; 2: P125--88; 3: P88; 
4: P88-65; 5: P65; 6: P65-55; 7: P55; 8: FGp. 
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aproximadamente 10 lig para las proteínas semipuras. Las 
proteínas fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa 
(Towbin et al., 1979). La transferencia se llevo a cabo a 1 

amperio constante por 35 min. Para evaluar la calidad de la 

transferencia, se tiñó el papel de nitrocelulosa con solución de 
Ponceau S (Sigma Chemical Company) El colorante fue lavado con 
abundante agua destilada. 
Se recortaron las tiras según los esquemas de ensayos a realizar: 

i) Reconocimiento de proteínas por anticuerpos. Las tiras 
fueron bloqueadas con. ESA al 3% en PBS-Tween 20 al 0.051 durante 
toda la noche a 4°C con agitación constante. Se lavaron tres 
veces con PES-Tween 20 por 5 mm n (cada vez) y se incubaron con. 
los anticuerpos policlonales a-Gpl o a-AgB a diferentes 
diluciones en PBS-Tween 20 durante 1-2 h. La incubación se llevo 
a cabo a temperatura ambiente con agitación constante. Se 
repitieron los tres lavados y se incubaron con. un anticuerpo de 
ratón a-IgG de conejo (1:2000) Conjugado con peroxidasa bajo las 

mismas condiciones. Finalmente, las tiras se lavaron 3 veces con 
PES-TWeen 20 y una vez con PBS solo para ser reveladas con una 
solución que contenía 4-cloro-l-naftol 0.05%, metanol 171, PES 
83% y HA 0.081. La reacción fue detenida a los 10-15 min 
lavando las tiras con abundante agua destilada. 

ii) Reconocimiento de las glicoproteínas con Con A. Este 
reconocimiento se llevó a cabo en forma similar al reconocimiento 
con los anticuerpos, sustituyendo la incubación de las tiras con 
el primer anticuerpo por incubaciones con diferentes 
concentraciones de Con. A (Glass et al., 1981; Hawkes, 1982). 
Además, se hicieron ensayos de competencia con a-metil-D-manósido 
a diferentes concentraciones. 

, 	• 

 

iii) Tratamiento con metaperyodato. Se siguió el 
procedimiento descrito por Woodward et al., 1985. Después de la 
transferencia al papel de nitrocelulosa, éste se bloqueó con PES 
que contenía BSA al 31 y Tween 20 al 0.3%, durante toda la noche 
a 4°C con agitación. Al día siguiente se lavó tres veces con 
amortiguador de acetato 50 mM (p11 4.5). Posteriormente se cortó 



en tiras. Las tiras experimentales se incubaron en una solución 

de metaperyodato de sodio en amortiguador se acetato de sodio 50 
mM (pH 4.5). Se usaron dos concentraciones de metaperyodato de 
sodio (10 y 20 mM). Las tiras control se incubaron solamente en 
el amortiguador de acetato de sodio. Esta incubación fue de una 
hora en oscuridad a temperatura ambiente. A. continuación todas 
las tiras se lavaron 3 veces con el amortiguador de acetato y se 
dejaron. bloqueando con glicina 1% en amortiguador de fosfatos 0.1 
M (pH 7.5) durante toda la noche a 4°C con agitación. Se lavaron 
las tiras con PBS-Tween 20 y se procedió a. incubarlas con. el 
anticuerpo a -Gpi o Con A, según el protocolo descrito 
anteriormente. 

3. MÉTODOS DE BIOLOGÍA MOLECULAR. 

A. Titulación de las bibliotecas. Se titularon las bibliotecas de 

cDNA de fragmentos mayores a 2 kb construidas en los 
bacteriófagos Xgt10 y Agt11. Se hizo una dilución 1:50 de un 
cultivo nocturno de las cepas C600hfa+ y Y1090hákR, 
respectivamente, en medio LB con 0.2% de maltosa. Se incubó a 
37°C por 2 h y se centrifugó a 4,000 g por 10 min a temperatura 
ambiente. El precipitado de bacterias fue resuspendido en un 
décimo del volumen inicial en MgSO4 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 min. Posteriormente, las células fueron sembradas en medio LB 

sólido formando un tapete con medio LB top-agar y se incubaron 

toda la noche a 37 y 42°C, respectivamente. Al día siguiente se 
contaron las placas formadoras de lisis (pfl) y se escogió la 
dilución adecuada para llevar acabo los tamizajes. 

B. Búsqueda de clonas en la biblioteca de lgt:Ll. 
i) Preadsorción de los Anticuerpos ct-Gpl. Antes de llevar a 

cabo los tamizajes con los anticuerpos políclonales ct,.qpi, se 
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procedió a adsorberlos contra las proteínas de E. coli. La 
adsorción de los anticuerpos fue llevada a cabo por 
seudotamizajes con el bacteriofago ?.gtll no recombinante 
(Sambrook et al., 1989). Se realizaron IET para probar la 
reacción de los anticuerpos preadsorbidos contra la F3p tratada y 
no tratada con metaperyodato de sodio. 

ii) Tamizaje de la biblioteca con los anticuerpos. Dado el 
tamaño relativo de la Gpl, se usó la biblioteca de expresión 
construida en el bacteriofago Xgtll, de fragmentos mayores a 2 

Kb. Se infectaron bacterias de la cepa Y1090hcirR como se 

describió arriba y se sembraron en cajas de petri de 132 mm con 

medio LB-agar. Se crecieron 2-3 h a 42°C hasta que las placas de 
lisis fueron visibles. Se retiraron de la incubadora y se les 

colocó filtros de nitrocelulosa HATF (Millipore, Corporation) 
previamente tratados con IPTG 10 mM. Inmediatamente, se incubaron 
por un período de 3-5 h a 37°C para la primera copia y 4-6 h para 

la segunda de cada caja. Los filtros fueron removidos de las 
cajas y lavados con una solución de Tris.HC1 10 mM (pH 8.0), NaCl 
150 mM, Tween 20 al 0.05% (TNT) para quitar restos de agar. Se 
colocaron en nueva solución de TNT a temperatura ambiente por 30 
min. Posteriormente, los filtros fueron incubados 30 min en 
agitación constante a temperatura ambiente en amortiguador de 
bloqueo (TNT con BSA al 3%). Se incubó con los anticuerpos a-Gpl, 
preadsorbido con un extracto de bacterias (ver arriba). Se 
lavaron los filtros tres veces por 10 min. El primero y el último 
lavado se hicieron con TNT y BSA 0.1%; el segundo con TNT-BSA 

0.1% y Nonidet P-40 al 0.1%. Se incubó el segundo anticuerpo (a-
IgG de conejo peroxidado) por 2 h a temperatura ambiente. Se 

lavaron los filtros como se describió arriba, se hizo un último 
lavado con una solución de Tris.HC1 10 mM (pH 7.5) y NaCl 150 mM 
y se revelaron con 100 ml de Tris.HC1 10 mM (pH 7.5), NaCl 150 mM 

que contenía 60 pl de HA al 30% con 60 mg de 4-C1-1-Naftol en 
20 ml de metanol frío. La reacción de lavado fue detenida lavando 
los filtros con abundante agua destilada (Sambrook et al., 1989). 
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C. Búsqueda de donas en la biblioteca de Xgt10. 

i) Obtención de las sondas. El oligonucleótido/sonda Gp88 se 

diseñó a partir de la secuencia de aminoácidos obtenida de la Gp 

de 88kDa. Para el aminoácido R (arginina) sólo se tomaron los dos 

primeros nucleótidos de los codones que aparecen con mayor 

frecuencia en los genes secuenciados en T. solium, con el fin de 

disminuir el grado de degeneración del oligonucleótido. El 

oligonucleótido fue sintetizado en la unidad de aminoácidos del 

Instituto de Investigaciones Biomédicas (UNAN, México), 

Para obtener la sonda GTP se sintetizaron tres 

oligonucleótidos degenerados, ricos en C-G, a partir de regiones 

conservadas en la secuencia de aminoácidos de transportadores de 

glucosa humanos y de S. mansoni (Fukumoto et al., 1988; Skelly et 

al., 1994). En el diseño de los oligonucleótidos se tomó en 

cuenta el uso de codones encontrado en los genes de T. solium 

secuenciados hasta el momento. 

iniciadores directos: 

NH2-PFCPE 	 S 	 P -COOH 

GTP-1CG 5' -ccerrcrGcccoaN (NG) 	(c4/0 (ACGT) CC-3' 

NH2- Q Q F S G I ....N..(G/A) -COOH 

GTP-2CG 5 1 -CNGCAGTTCTCCGGCAT(ACT)AA(CT)G-3 1  

iniciador reverso: 

COOH-GDFTRGK 	 T ... E -NH2  

GTP-3CG 51 -TCGTCGAA 	Ceir(ACGT)GT(TC)TC-3' 

Se realizó una Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) 

usando como templado DNA de aproximadamente 200 mil fagos de 

lgt10 de la biblioteca de cDNA del cisticerco de T. Solium. La 

PCR se llevó a cabo como sigue: 5 ciclos, 94°C/3 min, 
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50°C/3 min, 

72°C/3 min, 
25 ciclos 94°C/30 s, 

50°C/1 min, 
72°C/1 min. 

El producto de PCR fue separado en geles de agarosa al 11 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 tamizaje de la 
biblioteca. 

ii) Marcaje radioactivo de las sondas. El oligonucleótido 

elaborado a partir de la secuencia parcial de la proteína de 88 

kDa fue marcado radiactivamente con 32113  (ICN Biomedicals, Inc.) 

por el método de Richardson (Sambrook et al., 1989). La sonda GTP 
fue marcada radioactivamente con '2°P (Amersham International, 

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

iii) Tamizaje de la biblioteca de ?gt10. Los tamizajes se 
realizaron siguiendo la técnica de Benton y Davis (1977). Para 
aumentar la posibilidad de encontrar clonas completas se decidió 

utilizar la biblioteca de cDNA del cisticerco de T. solium cuyos 

fragmentos de cDNA eran mayores a 2 kb. Las bacterias C600hfa' 
fueron infectadas y sembradas en medio LB sólido como se 
describió previamente. Las cajas se incubaron toda la noche a 
37°C. Los fagos obtenidos en las pfl fueron transferidos a 
meffibranas de nylon (Amersham International, PLC) por duplicado. 
Los filtros fueron tratados con una solución desnaturalizante 
(NaOH 1.5 M; NaCl 0.5 M) por 10 min y posteriormente 

neutralizados con una solución de Tris.HC1 0.5 M (pH 7.4) y NaC1 
0.5 M. El DNA de los fagos fue fijado a las membranas por 
exposición a luz U.V.(120 milijoules/cm2). La sonda Gp88 se usó 
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en el tamizaje de aproximadamente 60,000 fagos bajo condiciones 
de poca astringencia (hibridación a 37°C y lavados con SSC 4X). 
La sonda GTP fue usada en el tamizaje de 80,000 fagos en 
condiciones de alta astringencia (hibridación a 65°C y lavados 
con SSC 2X). Las señales de hibridación fueron detectadas por 
autogradiografía 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 colocándolas en 200 ii.l de SM. Se dejó difundir los 

fagos a 37°C por 2h y se guardaron a 4°C para su posterior 

análisis. 

D. Amplificación del DNA por PCR. Se realizó una PCR, usando como 

templado 50-100 ng de DNA de los fagos recombinantes, con 
oligonucleótidos que flanquean el sitio de donación en el fago 
Xgt10 (olígos lgt10 5' y gt10 3') y permiten amplificar el 
inserto. Se realizó una segunda PCR con los oligos GTP-2(X y GTP-

3CG para verificar la especificidad de las donas. Las reacciones 
se llevaron a cabo como sigue: después de 5 ciclos a 94°C/3 mán, 

40°C/3 ruin; 72°C/3 min, se realizaron 25 ciclos a 94°C/30 
segundos; 50°C/1 minuto; 72°C/1 minuto. Los productos de las 
reacciones fueron sometidos a electroforesis en un gel de agarosa 
al 1% en TAE. Los fragmentos amplificados fueron purificados como 
se describió arriba. 

E. Secuenciación directa de fragmentos obtenidos por POR. Se usó 

la técnica de secuenciación ciclotermal (Thermal cycle 
sequencíng) usando la enzima VentR  (exo-) DNA polimerasa 

(CircumVentl' Thermal Cycle Dideoxy DNA Sequencing Kit; BioLab). 
Se hizo la secuenciación parcial de las cinco donas obtenidas. 
Este método se usó en forma alternativa para confirmar la 
identidad de las donas antes de proceder a subclonarlas en el 

fago M13. 
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F. Subclonación en el vector M13. 
i) Ligación de los insertos de las donas al M13. Los 

productos de PCR de las donas 1, 17 y 18 usando los 
oligonucleótidos A.gt10 5' y Xgt10 3' fueron tratados con la 

enzima klenow (Sambrook et al, 1989). Los fragmentos de DNA 
respectivos fueron ligados en DNA del fago M13mp19 digerido 

previamente con la enzima de restricción Sma I. Las reacciones de 
ligación se llevaron a cabo en un volumen final de 20 µ1 a 16°C 
durante toda la noche. 

ii)Transformación bacteriana. Células bacterianas de la cepa 

TG1 de E. con. 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 4,000 g por 15 
min 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. 

Se electroporó 1 µ1 de la mezcla de ligación en 40 µ1 de las 
células bacterianas en el "Electro Cell ManipulatorR600" (BTX, 
INC., 1992). Las bacterias transformadas fueron crecidas en 1 mi 
de medio LB por 1 h y sembradas sobre cajas del mismo medio en 
una capa de agar al 0.7%, 1.5 mg de Blue-gal y 0.48 mg de IPTG. 

iii) Identificación y análisis de recombinantes. Las 
bacterias infectadas por el fago se identificaron por las placas 
de crecimiento lento formadas entre el tapete de bacterias no 

infectadas y, entre éstas, las que poseían el inserto por ser 
translúcidas a diferencia de las placas azules que poseían el 
fago sin inserto. Además, se seleccionaron donas con insertos de 
orientación opuesta por el método de Gardner (Sambrook et al., 

1989). 
iv) Purificación del DNA de cadena sencilla a partir de las 

partículas virales. Se inoculó 3.5 ml de medio LB fresco con 100 

µl de un cultivo nocturno de células TG1 con cada templado y se 
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dejó crecer a 37°C por 5-6 h con agitación continua. El cultivo 

fue centrifugado a 16,000 g durante 10 min y los fagos, presentes 

en el sobrenadante, fueron precipitados con 41 de 
polietilenglicol y 0.5 M de NaC1 (PEG). Las proteínas víricas 
fueron extraídas con fenol-cloroformo y el DNA fue sometido a una 
precipitación etanólica. El DNA fue resuspendido en agua 
bidestilada y el 101 fue corrido en un gel de agarosa al 11 en 

TBE. 
v) Secuenciación del DNA. La reacción de secuenciación se 

llevó a cabo por el método de terminación de cadenas por 
didesoxinucleótidos (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 7.4, 6 y 4%, bisacrilamida 0.4% y urea 501 en TBE. Se 

realizó la secuencia en ambas direcciones de las clonas 1, 17 y 
18. La secuenciación se llevó a cabo diseñando oligonucleótidos 

que se unen a los extremos y a las regiones intermedias de los 

insertos. 

G. Análisis de las secuencias. Los análisis por computadora de 
las secuencias obtenidas fueron llevados a cabo con el programa 
PC/GENE (Intelligenetics, INC.). La comparación de la secuencia 
con las disponibles en bases de datos (GENELAM SWISSPROT, etc.) 
fue realizado con el programa Blast (que usa el algoritmo de 

Lipman-Pearson, 1985) a través del Internet. 
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TV. RESULTADOS 

Puesto que el objetivo de la presente tesis fue el de 
contribuir a la caracterización de glicoproteínas de superficie 
del cisticerco (ver introducción), se decidió intentar el 

aislamiento de (donas de cDNA por varias estrategias. 
Inicialmente se intentó purificar algunas glicoproteínas para 

secuenciar su extremo amino terminal y diseñar oligonucleótidos 
específicos que fueran usados como sondas. Asimismo se intentó 

aislar algunas clonas usando anticuerpos dirigidos hacia 
proteínas de superficie, obtenidos previamente. Finalmente, el 
enfoque que resultó productivo fue el de aislar clonas por 
homología con otras glicoproteínas descritas en organismos 
eucariotas. 

En el presente capítulo, inicialmente se describen 
brevemente algunos nuevos datos sobre la fracción de 

glicoproteínas (FGp) descrita por Landa et al. (1994), aislada de 
un extracto crudo de cisticercos por cromatografía de afinidad 

con Con A. También se describen los esfuerzos de aislamiento de 
clonas de cDNA por las estrategias mencionadas arriba. Finalmente 
se describe la clonación y caracterización de la secuencia 
codificadora completa de un transportador de glucosa del 

cisticerco de T. solium. 

1. CARACTERIZACIÓN DE GLICOPROIEÍNAS DEL CISTICERCO. 

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

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

Con A. 
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La proteína de 23 kDa, que se tiñe con azul de Coomassie y no es 
revelada con Con A corresponde a pequeñas cantidades de la 
lectina que se desprenden de la columna, como había sido 
demostrado anteriormente (Landa, 1984). 

Para comprobar la unión específica de la Con A a los 
residuos carbohidratos de las glicoproteínas, se realizaron 
ensayos de inhibición con metaperyodato de sodio y con a-metil D-
manósido. Como era de esperarse, el tratamiento de la FGp con 

metaperyodato de sodio 10 mM inhibió la unión de Con A. Asimismo, 
la unión de Con A con las glicoproteínas es inhibida 
completamente por el manósido 0.5 M (Fig. 5). 

También se determinó si la FGp contiene cantidades 

detectables de antígeno B (AgB). El Western blot de la FGp 
revelado con un suero hiperinmune a-AgB muestra una banda de 
aproximadamente 98 kDa, confirmando la presencia del AgB en la 
fracción (Fig. 4). Sin embargo, en pruebas paralelas usando AgB 

puro se puede mostrar que la Con A no lo reconoce. Esto indica 
que el AgB debe asociarse con alguna(s) de las glicoproteínas 
para retenerse en la cromatografía de Con A (Fig. 6). 

2. CLONACIÓN DE GLICOPROTEíNAS 

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

A. Purificación de glicoproteínas. La purificación de estas 
proteínas nos permitiría obtener una secuencia parcial para 
diseñar oligonucleótidos que pudieran ser usados como sondas en 

el tamizaje de la biblioteca del cisticerco de T. solium. 
Los resultados de la electroelución de las diferentes sub-

fracciones (P125, P125-88, P88, P88-65, P65, P65-55) se muestra 
en la figura 3. El patrón de bandeo en cada una de las fracciones 
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Fig. 5. Especificidad de la unión de la Con A a la FGp. A: 
inhibición no competitiva (tratamiento con metaperyodato de 
sodio). B: inhibición competitiva (tratamiento con a-metil-D-
manosa). Western blot de la FGp donde todos los carriles (menos 
el 9) fueron incubados con Con A 100 pg/ml. 1: NaI04  10 mM; 2: 

NaI04  20 mM; 3 y 4: no tratada. 5: a-metil-D-manosa 10 mM; 6: a-
metil-D-manosa 100 mM; 7 y 9: a-metil-D-manosa 200 mM; 8: a-
metil-D-manosa 500 mM. 
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Fig. 6. Ausencia de N-glicosilación en el AgB. Western blot del 
AgB purificado por colágena a partir de un extracto crudo de 

cisticerco de T. solium, tratado con 1: anticuerpos a-AgB; 2: 

anticuerpos a-Gpl; 3: Con A 100 pg/ml. 
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(carriles 1-7) corresponde con el esperado (carril 8). Se decidió 
trabajar en la purificación de las proteínas de 110, 98 y 88 kDa 
que presentaban las mejores propiedades tintoriales con azul de 

Coomassie y Con A. Entre ellas la proteína de 88 kDa que parece 
libre de contaminación con AgB (Fig. 7) se transfirió a papel 

PVDF y se envió a secuenciar a un servicio comercial. Los 
resultados mostraron que se trataba de una mezcla de proteínas, 
sin embargo, una secuencia aparecía como dominante. Esta 

secuencia de 11 aminoácidos (Fig. 8) fue comparada 

computacionalmente por el servicio de Blastp, no encontrándose 
homología significativa con otra proteína en las bases de datos. 

A partir de la secuencia de aminoácidos ADFEQNR se diseñó 

una mezcla de oligonucleótidos que fueron utilizados para tamizar 
una librería de cDNA en ›.gt10, de cisticercos de T. solium (Fig. 
8). Sin embargo, no se obtuvieron donas convincentemente 
positivas. Las proteínas de las fracciones P125-88 y P88 se 
trabajaron juntas en los intentos de purificación. El Western 
blot revelado usando Con A muestra tres proteínas de 110, 98 y 88 
kDa. Sin embargo, análisis similares con el suero a-AgB indica 
que este antígeno, que ha sido ampliamente caracterizado, es un 
contaminante no N-glicosilado de la fracción (Fig. 9). Esto 
dificulta la purificación de estas glicoproteínas por 
electroelución, por lo que actualmente se intenta su aislamiento 

por otros métodos. 

B. Intentos de donación usando anticuerpos a-
glicoproteínas. En el laboratorio se dispone de anticuerpos 
policlonales inducidos por la glicoproteína de 180 kDa denominada 
Gpl (Landa et al., 1994). Ensayos de Western blot indican que 
estos anticuerpos reconocen dos bandas de alto PM (180 y 200 kDa) 
en la FGp (Fig. 4). Ambas bandas se tiñen débilmente con 
Coomassie y Con A. Antes de usar los anticuerpos a-Gpl para 
tamizar la biblioteca de expresión se decidió determinar si 
reconocen epítopes no-carbohidrato. Como se muestra en la figura 
10, los anticuerpos a-Gpl aún reconocen la Gpl después de un 
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Fig. 7. Purificación de la glicoproteína de 88 klla. Western blot 

de la proteína tratada con 1: Con A; 2: Anticuerpos a-AgB. 
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A:  

aminoácidos (aa) : &D EONRG PNR 

N° codones por aa: 4 2 2 2 2 2 6 4 4 2 6 

B:  

ADFEQNR 

5' GC (A/C/G/T) GA ( C/T) TT (C/T) G7 (A/G) CA (A/G) AA (C/T) CG 3' 

Fig. 8. A: Secuencia de aminoácidos obtenida por degradación de 
Edman a partir de una membrana de PVDF que contenía la Gp88 
(realizado por el Dr. Klaus D. Linseen de la compañía BECKMAN, 

USA). B: Mezcla de oligonucleótidos diseñados a partir de la 
secuencia de aminoácidos ADFEQNR para ser usados como sonda en el 

tamizaje de la biblioteca de Agt10. 
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Fig. 9. Presencia del AgB en la FGp. Western blot de la FGp 

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

Para remover los anticuerpos dirigidos a epítopes 

bacterianos que pudieran ocultar el reconocimiento de Gp1, la 
fracción de IgG del suero a-Gpl fue preadsorbida por 
seudotamizaje hasta que el fondo se redujo casi totalmente. En 

contraste el reconocimiento de los anticuerpos contra la Gpl 
tratada y no tratada con metaperyodato de sodio no fue afectado 
(Fig. 11). Finalmente se realizó el tamizaje de 20,000 fagos sin 
obtener clonas positivas. Puesto que simultáneamente se habían 
logrado clonas de transportadores de glucosa (ver abajo), se 
discontinuó esta estrategia. Sin embargo, no se considera que el 

enfoque haya sido fallido puesto que el número de clonas 
estudiadas fue bajo, por lo que debe reintentarse el tamizaje con 
estos anticuerpos. 

C. Clonación de proteínas transportadoras de glucosa (GTPs). 
Unta tercera estrategia que resultó productiva fue la búsqueda de 
proteínas de superficie aprovechando su similitud con proteínas 
homólogas en su secuencia de aminoácidos. Para ello se diseñaron 

oligonucleótidos a partir de esas regiones conservadas. Los 
transportadores de glucosa son proteínas integrales de membrana 
que se encuentran en una variedad de organismos desde mamíferos 

hasta protozoarios (Maiden et al., 1987; Celeza et al., 1988; 
Cairns et al., 1989; Kayano et al., 1990). En general, estas 
proteínas presentan un sitio único de N-glicosilación en la asa 
externa entre la primera y segunda región transmembranal. 

Recientemente se describieron tres genes que codifican para GTPs 
en S. mansoni, un parásito platihelminto cercano a T. soiium 

(Skelly et al., 1994). El análisis de las secuencias de 
aminoácidos de estas proteínas en conjunto con GTPs humanas 
reveló tres secuencias consenso (Fig. 12). A partir de estas tres 
regiones se diseñaron oligonucleótidos degenerados para ser 
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Fig. 10. Reconocimiento de epítopes proteicos en Gpl por los 
anticuerpos a-Gpl. Western blot de la FGp tratada con 1: Na104  10 
mM; 2: Na104  20 mM; 3: no tratada. 
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Fig. 11. Reconocimiento de la Gp1 por los anticuerpos a-Gp1 
adsorbidos contra antígenos de E. con. Western blot de la FGp 

con los anticuerpos a-Gpl preadsorbidos. 1: FGp tratada con NaI04  

10 mM; 2: FGp no tratada. 
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Fig. 12. Alineación de la secuencia de aminoácidos de 
transportadores de glucosa humanos (GLUTs) y de Schistosoma 

mansoni (SGTP1, SGTP2, SGTP4). Los sitios sombreados muestran las 
regiones conservadas en la estructura primaria de estas proteínas 
que fueron usadas para la construcción de los oligonucleótidos 
señalados. 
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probados por PCR en la búsqueda de una sonda específica para las 
TGTPs (ver métodos). 

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

El fragmento de PCR fue purificado, marcado radioactivamente 

y usado como sonda en el tamizaje de la biblioteca de ?gtl0. Se 

plaquearon aproximadamente 80,000 fagos y se tamizaron en 
condiciones de alta astringencia, obteniendo una frecuencia de 

clonas positivas de 1:2000. Se eligieron 20 clonas al azar que 
se numeraron del 1 al 20 y se realizaron tamizajes secundarios y 
terciarios hasta obtener cinco clonas aisladas: 1, 8, 17, 18 y 
20, para ser caracterizadas. 

Se purificó el DNA de las 5 clonas aisladas (Fig. 14). Para 
determinar el tamaño de los insertos se hicieron amplificaciones 

por PCR usando iniciadores universales para lgt10 (ver métodos). 
Los insertos de las cinco clonas resultaron de un tamaño cercano 
a las 1800 pb (Fig. 15). Para confirmar la identidad de los 
insertos, se realizó una PCR con los oligonucleótidos GTP-2CG y 
GTP-3CG; cuatro de las cinco donas (1, 8, 17 y 20) mostraron un 
amplificado del tamaño esperado de 500 pb (Fig. 16). La clona 18 
mostró un amplificado más pequeño (Fig. 15). Los insertos de las 

clonas 1, 17 y 18 fueron subclonadas en M13 para ser secuenciados 
por el método de terminación de cadenas por didesoxinucleótidos. 

La clona 17 mostró un marco abierto de lectura de 1500 pb, 
con una región río abajo de 156 nucleótidos, donde se observa la 
señal de poliadenilación AATAAA (Fig.17). La secuencia de 
aminoácidos deducida corresponde a una proteína de 500 
aminoácidos con un peso molecular de 54.5 kDa, lo que sugiere que 
se trata de la secuencia codificadora completa de esta proteína. 
Esta secuencia presenta las regiones consenso CPDSPR, QQFSGINA, y 
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1 2 3 4 
pb 

3000 

-488 
200 

Fig. 13. PCR con los oligonucleótidos degenerados diseñados a 
partir de regiones conservadas entre los transportadores de 
glucosa humanos y de S. =semi,' usando como templado el cDNA del 
cisticerco de T. solium. Gel de agarosa al 1% teñido con bromuro 
de etidio donde se observa los resultados de la POR con 1: GTP-
1CG y GTP-3CG; 2: GTP-2CG y GTP-3CG; 3: control negativo; 4: 
Marcador de 100 pb. El fragmento de -500 pb obtenido de la PCR 
con los oligonucleótidos GTP-2CG y GTP-3CG fue utilizado como 
sonda en el tamizaje de la biblioteca de cDNA del cisticerco de 
T. solium. 
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Pb 

Fig. 14. Purificación del DNA de los fagos recombinantes 

positivos en el tamízale de la biblioteca de lgt10 con el 
producto de PCR con los oligos degenerados GTP-2CG y GTP-3CG. 

Gel de agarosa al 11 teñido con bromuro de etidio donde se 
observa 1: PM, X BstE II; 2-9: DNA de los fagos recoffibinantes de 
diferentes clonas. 
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1929 
1264 — 
701 ..._ 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 

Fig. 15. Tamaño de los insertos y especificidad de las clonas 
positivas obtenidas en el tamizaje de la biblioteca de lgt10 del 
cisticerco de T. solium. El tamaño de los insertos se determinó 
por PCR usando los oligonucleótidos lgt10 5' y lgt10 3' (carriles 
2 al 7). La especificidad de las clonas se determinó por PCR 
usando los oligonucleótidos GTP-2CG y GTP-3CG (carriles 8 al 13). 
Gel de agarosa al 196 teñido con bromuro de etidio donde se 
observa el amplificado obtenido por PCR de 1: PM, X BstE II; 2 y 

8: clona 1; 3 y 9: clona 8; 4 y 10: clona 17; 5 y 11: clona 18; 6 
y 12: clona 20; 7 y 13: controles negativos. 
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Iniciador directo: 

QQFSGING/A 

	

GTP-2CG 	5'- .G,GMUCICIMCATZAAM -3' 

QQFSGINA 

	

TGTP2 	51-  (.2CUTIIMMAATA8821 -3' 

Iniciador inverso: 

G D F T R G K T E 
GTP-3CG 	5'- TCGTCGAAGGTGCGGCCCITCGTCTC -3' 

D C P A R G K T E 
TGTP2 	5'- ICACAAGGCGCTCGGCCrTTCGTCTC -3' 

Fig. 16. Comparación de los oligonucleótidos GTP-2CG y GTP-3CG 
con las secuencias obtenidas en la clona TGTP2. Estos 
oligonucleótidos fueron diseñados a partir de las secuencias 
consenso QQFGIN y ETKGR. La PCR con estos oligonucleótidos 
amplificó un fragmento de 500 pb que se usó como sonda en la 
donación de TGTP2. 
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TGAATPCGY1(30113G1TITCAATI.GGAAccUPAMGAATCRX=D3A71113TeTC.AcATAA 
1 ATGGTTAAciTcCACTAC13TATrarrAcAGIxGIMiT3TATTB3GrreiTCATITCAGTTC17,GTITICAAACarAGITAITAATAGTccrerccmc 

M 1INFHY yfii_jvvivFGs. _s S ___1) 	t:1_,EQTGyINSPLP 	33 

101 TAATMAAAAATACATCCTAAGCATAIC3IGAGGACAGAGGCAGTrCAC:crrcAcCAGAGTIMITCAGGcAA113AGCAGcercGTCX,TPGelWerrirc 
L IEK YILSICEURGSSPSPEFyQAMSSI,___VV_A_Q__21,? 67 

201 GATAGGCGGCATCTI'MGTGCATI'GrIlr,GCGGATeK;TATCAAATAAAAix3GGGCr,AAAGMTercriTITAT(TITAAcArrcazTGGcCGTR3GA 
100 

301 TCCCIrCIMTGAMGC7113TCAGGCAGCX3GrrAGTrinr,AAATGATIATO3TIGGTAGAGTGC:r11311=rmecIG113G113CCITCACIGGTATAG 
S L LM M A CO 11-21—v S F E M I I v GR y 14... 	 A 	n I  133 

401 CACCAGTATATCreGCAGAAATCGCCCC,AGTCAGGAITC131GGTA113Terv3GGATAAMCACCAAT113GCUTBSTCMTGCCATIVIZATIWIrAAAT 
A P V Y LA _E I A P V R I R G M  	 v 	 I 5  .S,L..1 167 

501 CCI'lr,GGTIMAGGANITANIGGGGTCWCAAAA(.7. FCIGGCCITATC1\=GCCMACAATCATACCCI=CUTCCTATTAITCCI'ATI'l'Ir,GAIT 
E L MG s A K L h. 	Y L 	 L 	1_ 1_2 —5 v V L_ ,L 	.L F 	I 200 

601 TG'reCAGACAG'CCCCCGTPACAITCTACIMATAGTCAGGATC1'03AGAGT(3C.XSAAATCMCCOITITrIGGCFCcrAGGMATACCYJAAGTCW.111.:AAG 
CPDSPRYILLNSQDLESAKSALFWLRGDTEVVE 233 

701 AGGAGATMGGGAGM'CrIGGCMAAcAAGAGAActsAi.  veCGAMATCATAcrAAATreCCCCIMAAAGAccrerTrosIGTCAAAGerCIUCGITIGGC 
E EIGELLAEQENESENHTKFpLK DE,F12 V K ALRL A267 

801 TCPCITCGTMCCGTIGTAGCCCACITG'GCCCAACAGTITIrCrATIATAAATGCMCKTCTrCTACFC'CACITCUCTAITMAAAGCATIGGGCTCACC 
L F VA V V AHLA 0 OFSQ—I___L_DAT(..__EYS TSL 	SIGLT  T 300 

901 TCACAGGCCGMTACGMACrl'IGGGIGIGGGCFCGAMATMTCG'PCATC.ACIVIGGCITCCATCMCITATMAACGAGTI'GGTMGCGGATCCTIV 
S Q A V YA TLGVGSMIVy 	 I TV AS 	 VGRRL_L.333 

1001 'ITATAGGCrATCTCAGIUTCATWTPITCAGCGCCGTCATCATCACCATCGGCITGGCTCT1MCAGCCA' TGCCrCIGGCCIMTCrACCTTGCCATC'AC 
L I G G L 	 I I_TIQ___LALRSHASG L V YLAI T367 

1101 1 laCTACATCTIMTIGGIGGITItr,CTATCGGACCGGGCTCAATCLUsibG1firGTGGT3GCMAGAIGTMTGCAGGAGACACGTGATCCTGCC 
F y Y1 F V G G F A 1GPOS I P W F V V A E M F N/OH TE D P A_900 

1201 A I IbTGATCACAGTCATCGTCAATIGGCrCGCTCAAATIX.1TTATCAGCCIGGGATATCCTCCGCITITGAAGTACCPAAAGGACI'ACTCCITCAMCa;T 
I VITV 	 LO PLLKYLKDXSFMP  433 

1301 TCAT1'GGCCIGITGGIGATCITCA'rIGCCMCPCTACPTCITCCIGCCAGAGACGAAGGGCCX1AGMCCIIGTGATGTGCAGGATGAGTI'rGTGMCAT 
F IGLI, V IFIFILL Y FFLP ETKGRAP CDV QD EF VR M467 

1401 GAC 	 CGAMTCACCCPCGGCTCCTACACTCGCIVCC=AGMAGAATGGCGAAAATATGACGAAATCCMATAGGGTCAAATrC 
TOGA E D D V T L G S Y TES L P SENGENNITES D R N/1(F 500 

1501 TAGMCC=CCICCTCCCIVIrACCTCATCAARIGTAGTITITATMCGTGACCITIGCrrelTrGGAGTCAIGTTCTATITCATATATIITPITCT 

1601 GGAC.AGATITACIGACITIZATAAAGTACrIGATAM 

 

1723 $$$$$ 	kát 	1444 

 

Fig. 17. Secuencia de nucleótidos de la clona completa de calA 
(1723pb) y secuencia de aminoácidos deducida de TGTP2 (500 aa). 

El codón de iniciación (ArIG) y el de terminación (TAG) se 
muestran en letras oscuras. Las 12 regiones potenciales de a--

hélices transmembranales se muestran subrayadas. 
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PETKGR características de las GTPs. Los análisis hidropáticos y 
de estructura secundaria demuestran que se trata de una proteína 

con 12 segmentos de a-hélices asociadas a membrana, lo cual 
concuerda con las características descritas para los 
transportadores de glucosa (Fig. 18). Además, presenta homología 

significativa con transportadores facilitadores de glucosa. Su 
secuencia de aminoácidos muestra un 51-54% de similitud con los 
transportadores de glucosa humanos y un 43-56% con los 
transportadores del S. nunsoni (Tabla 1 y Fig. 19). La mayor 
similitud con uno de los transportadores de S. nunsoni (SGTP2) 
sugiere que se trata de su proteína homóloga en T. solium por lo 
que decidimos designarla como 1GTP2. Las clonas 8 y  20 fueron 
secuenciadas parcialmente en el extremo amino-terminal de la 
proteína y presentan un 100% de homología con la clona 17. 

La secuencia de aminoácidos de 1GTP2 carece del sitio 

potencial de N-giicosilación (Am-Xáa-Ser/thr) en el segmento 
extracelular entre los fragmentos que atraviesan la membrana M1 y 

M2 presente en la mayoría de las GTPs de eucariotas descritos 
(Fig. 20). Otros tres sitios muestran secuencias consenso de 
glicosilación (aa 246: NES; aa 250: NHT; aa 491: NMT). Sin 
embargo, se sabe que ninguno de estos sitios se glicosila puesto 
que se encuentran expuestos hacia la cara interna de la membrana 
plasmática. Estas proteínas están dispuestas en la membrana con 
sus extremos amino y carboxilo terminales hacia el citoplasma de 
las células (bluckler et al., 1985; Davies et al., 1987; Walmsley, 
1988). 

Las otras clonas parecen tratarse de insertos con defectos 
en su secuencia (Fig. 21). Por ejemplo, la clona 1 carece de 73 y 
84 nucleótidos en la posición 336 a partir del codón de 

iniciación ATG con respecto a las donas 17 y 18, 
respectivamente. En la secuencia de aminoácidos la carencia de 
esta región hace desaparecer la cuarta región transmembranal. 

Asimismo, en esta región, la clona 18 tiene 11 aminoácidos más 
con respecto a la clona 17 de T. solium, GLUT1 y SGTPs; la 

presencia y composición de estos aminoácidos hace que se pierda 
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se - 

48 - 

38 - 

20 - 

le - 

-19 - 

-28 - 

-30 - 

-48 - 

-50 	  
II 	TI 	I 	III 	I IIIIII 

1 	 1813 	2243 	316 	488 

Fig. 18. Perfil hidropático de la secuencia de aminoácidos de 

TGTP2. El perfil fue derivado de acuerdo al algoritmo de Kyte y 
Doolittle (1982), usando una ventana de 15 aminoácidos (realizado 

con el programa de PC/Gene, Inteligenetics, Inc). 
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Tabla 1. Comparación de la estructura primaria de TGTP2 con otros 

transportadores de glucosa. 

TGTP2 IDENTIDAD* SIMILITUD* No. de 

aminoácidos 

GTUT1 36.8% 52.2% 492 

GLUT3 36.7% 54.2% 496 

GLUT4 35.0% 51.7% 509 

SGTP1 27.1% 43.8% 521 

SGTP2 41.5% 55.6% 489 

SGTP4 28.1% 48.3% 505 

* La identidad se refiere al caso de aminoácidos identicos entre 

las secuencias. La similitud toma en cuenta los cambios que 

conservan las caracteristicas fisicoquímicas del aminoácido 

(L:I:V:M; Q:N:D:E; K:R; F:Y) .  
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• 1E: 
,T.:1 	•.•L'. ..", 	:Hl' • ,,•••":1z:-. 	 - - 	- 	 - - - - 	LI;;;SLCVT S ft 

SGTP4 	 • .̀•'IL:1,..,•••1 	P..-•;:f.N ?RE FL R 	 - 	- - FLY),QVS 	7.iVA 

T'ST E,  . 	 U: 	1 	 V•IR R•'.1•45  
GLUT: . 71..11 	 L 	"•VS,,•-',. 	 P.•...'ALT LH 	1 VV,".,1 
GLUT , • :1•1:1. 	 SHL:  
Gl.UT , • 	S 'S. L 	 PL., RLit*L 	VI 
SGTF ..1.;2(..;.113‘::•.;o1J.:,.:,,S1. • 	Lt•JIEV: 	';GV I 	 •S: 	-LT 	 ..1;CH ,;.;IAVTVG 	''' ' 	T 
SGT 	. 	SS 1;1. (..S • 	 L'.•:',I_LM,LIEShl, QS 	r.: 	'7•I.A.(: 	 FT: 	V SA. I L:,:15(;',V1.,,S 
SGT 1'4 . 	ISA 	 ' 	 GT;1.1.,VG 	 '; 	 liSLI-11. 1A1..-::5 1 LVSY1,t4T 

TGT P2 .1ELG5k1 LtL.1.•GLT 	PSVVL 1. El, 	 LLM:•-.•, Q51.,ES T4';SAL.E.'; ISC: DT EVVLE E 	L.A.EQEME: ENHT F PEA: í..ERVKAL 	F 
GLUT1 	 LL.LSI Ir: 	 114RME, EN F. ‘1'",,VLKK.I.RGTADVT.- i•I DLQL?41‹ - 	RQR1',4REEKVT I LE LSRS 	l:L  
GLUT . 	E' I. :. GEE LI-II'L 	VT7 	 RE'LL 1 I 	LEELi,KQILQR 	-QE)1,2,}1R- DE:LAS.P.i SQL: FZQVTV I, E LERVSS1' I1QPI 
GLUT 4 . T E S'L IKSTAR 	E"1 1 : I-A1 	 S;EKR :.,ERER LS LLQ ILGSRT 
SGTP .El FLLNT 	LL11.1,A.V.z_LC,AV VAN: S LVT 	PCILL:IT.S1`1•IKLiREA.E.: iRKAFLQ LLIVI-:ENVE:•-1-17:G 	 E'TQ LTLRELmPVL 
SGT 	. EVNGTT 	LLALOT V SV1 hl LL TZT PE.'; 	1IIL5ESk3EiiiVy 	DV - 	- KLETEQSSTHESIJVC LL.R I Ps:L 	I, I 
SGT P 4 :TyTLSITrTL:svAvss\ - IPL1RLIL iPYSIiII L ;-"R!-La.FQR 1.1,:(2 T. DE) tl-ET 	REMP, EAE PM: El.: FER I,STQR Di..41PV 

TGT P . 	 i.;An 	j7Es: 	 TATLGV , I;SHI'VV.: .1.17`,J1 EL:V 	LLIGGLSVNIL E-5AV: I GLALRSHASGLV- 	- 
GLUT 1 . I AVV LQLS 	S SI PVFfirEi FEKALT.,- 	 LILL,IGLAWIAGO7-kiLM TI ALAI LEQL 
GL'JT.S. 	 I tAV 	FKL'A , *A7 - -QE1P1 VAT :GAIArkiln F 	1-1,V 	C;R 1,1411 I GLGGIAAFCS T LM'IVSLILLKDNYNGMS 	 
GLUT4 . 	LQL S c.,.1,,,,S,:11,!?!/ 	.1.,77S1 FETA 	-GQ PA VAT '.̀.iAl•:\tvrIT v1.11,v 	 LA'SV.C,CCA ILMY VAL L LLER PAMS - 
SGT P1 LACL QV L 	 7..;SLMLF:1_,A(RIPDVYLQ TCV FA I f NLNVI V11V P Ll 	I.LL'APTVS LUSA, LLL EVNLADSGPQSTKli-AMG 
SGTP2. VALVPHIGQ;:,F..1, ; .;TIL(311,n7VSL FI SIN GLTIZQVAS 	LGT VTTL : 	 trL,MEGTSVCLE'SLLL TLTL I KQVTE I /4 	- 
SGT P4 . :A:: QV F (,QL 	I LWIT YjSTI-ILKT.r.1 /4 	QFCWAVEA: pi vu,rPn. 	L: ER.b.:.;Rn LLLWPTVL.L.,,ESL. LCI., TI SVDIASSTKIDPTTARTAG 

TGT P2 . Y LA 1T nr:': EVGG 	r [14i:y \.7,.1.11, C1 /4/ ,;ET RDP AI V I TV: VLIIT..A.C!: V1 S LISY 	D YS P r;LLVI FIALLY FE-1, PL:TP:GRAPCDVQD 
GLUT1 LS 	FGEVAF FEVr.:9 E' 1 ME T.ISL s'...; E, 	VAS ESN LTS 	GVRIC FOYV EQLCS 	U.11 ITVLLVI, FPI 	FRV PETI:ISRT roF: :AS 
GLUT 3 , SVC 	LVEVAF iE I 	E' I EWFI v.; 	ITS r(31"'r.-I'AAMAVAL3C.St'l tsT S NELVGLL ?1,5A1„141.1,3A TV '171 I 	I T "L'A 1'T FFIN'PETR ciRT FrATI'r 
GLUT 4 . ';'115 	EZP/A.F FE I SEISE'I. 	ESI:GP A.A1...AVAG FSN 1,T5141-11 IMGFQYVAEPPGPW ELL FAVLI,Le F E I FT EIRVPETR 	FUJI SA 
su:-. 	S I: L I L: I CS AiSL1rviAu VS P.1.  iR 	AA1' SISQS I QUI.S1.1LI VLC PV:,1?hal 1 SIS VS EL. P LV\rEVIC.1  [FFLEt ESE ISTEDEVAR 
SGT :- 2 . I L riLTYT EL FG 1.S1'S - - - I NEL VI, EL U'T 	'RE)7-..AVS IP.P.ATN i'ICKAIVA.J..., I EPQLV: 1 	 CALLVV1, I 1,V(51,1' L'TEY.,.1.:1'p.p.slE11.', 
SGT P 4 . I SAVL: urp:G IALL Et iuVI'‘,71. E: FRLCPSPAí s LsQGvt.n.i.,c 	CS? PS I N DAI ':"S ILE IN: VII 	EFFLY I - ETilXrcDSNAR 

TGIT 2 E FVR.MTGGAEDDVTLGST:RSLPSENGENI4TKS DRVK 
GLUT1 GFRçQGASQsDETpE1:LrHpLGAcsQV 
GLUT3. A FEGQAHGADRSGNDGVMEMNSI E: PAKE'r TTI4V 
GLUT 4 AFIRTPSLLEQENKE,STELEYLGPDEND 
SGT P 1 . DLAFGNIVVGKRTTALLURNLTVETKQGNNEGPASESLLYF'RSIDNE'51.15.A 
SGTP 2 . Y FMRVCii I"RGT EAHENPT FT Di I DDTTQY 
SGTP4. DLATANWACQRPSRLTYKNEE.PriSI)E 

Fig. 19. Alineación de las secuencias de aminoácidos de las 

proteínas transportadoras de glucosa de T. solium (TGTP2), 

humanas (GLUT1, GLUT3 y GLUT4) y de S. mansoni (SGTP1, SGTP2 y 

SGTP4). Los aminoácidos idénticos en los siete o por lo menos 

seis transportadores se representan en color rojo. El sitio 

potencial de N-glicosilación se encuentra señalado en un 

recuadro. 
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ma 

Fig. 20. Representación esquemática del trasportador de glucosa 

TGTP2 en la membrana plasmática (basado en el modelo de 

orientación de GLUT1 propuesto por Mueckler et al., 1985). 
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la misma región transmembranal que en la clona 1. Además, la 
clona 18 carece de 81 nucleótidos en la región carboxilo-terminal 

lo cual hace desaparecer la última región transmembranal. En cada 

uno de los lugares donde se encuentran las alteraciones en las 
secuencias, se rompe el marco abierto de lectura el cual es 
retomado en otra fase. Estas modificaciones en las clonas 1 y 18 
pudieran ser errores ocurridos al duplicarse el fago lambda 
recombinante o en el procesamiento del mRNA durante la síntesis 

del cDNA. 
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Cima 17 AGANVIVMCC;GCMGTTITCAATTGrAACCVPKIVJGAATCWCIX;TCMAITIV,TC'rCACATAAKiriGl'IZACITCCACI'ACY3TKITG:CFACACII:X.;73 
Clona 18 T 	  
Cieno 1 	 

Clona 17 AITGTATTIGG'CFCITCATITCAGTI'CCGITITCAZACCGSAGITAITAATAGTCCFCrCCCGC17kATCkTIAAMATACA'rCCI'AWCATATUTGAGGACA 
Clona 18 	  
Clona 1 	  

Clona 17 GAGGC_AGTTCACCFTCACMGAGTI'CGTMAGGCA~CAG'CCITCGTC'GrIti,'ClrY3CITIVCMATAGGOX;CATCTrl'GGFGC7131K,T1'7GGC0CIATC 
diana 18 	  
Clona 1 	  

Clona 17 TGTA'rCAAATAMATGGC,G~GCrGTCIVITTI'FATCITI7NACIVITCMIVICZCCGTIVX3ATCCCFCC171 /2ATCAMGCrTGTCAGGCAGCG'ÜTTAGT 
Clona 18 	  
diana 1 	  

diana 17 'rrIGMATGATTATCGTIWTAGAGTGCITGITGWITMCCIGTGGT-   	 GCCPTCACFOGI'ATAGCA 
Clona 18 	 GAGGAGTI13TCACCrKTPACCATTACATI'AGGT 	  
Clona 1 	  

Cieno 17 CCAGTATATCTCrCAGAAATCGCCcCAGTCAGGATPCG'InGTKWTCGGGGATAATGCACCAATlr.YGCCA'rrGTCR7MCCATTCI'NVITrCTCAAATCC 
Ciona 18 	  
Clona 1 	  

Clona 17 TIGGGIIMAGGAATTANIGGGGTCC,GC.AMACICIWCCITATerCe*TCGGCCI'Gi\CPATCATACCCIMGTCGTCCPA'ITATIrCrATITIWNITM 
Clona 18 	  
Clona 1 	  

Clona 17 TCCAGACAGCCCCCGTTACATTCTACTGAATAGTCAGGATCKGAGAGTGCGAMTCB3CCCTITITIGGC' 	TACCGPAGTCGTMAAGA" G 
Ciona 18 	  
Cieno 1 	  

Clona 17 GAGATCCGGGAGCTCPIC-GC1rAACNIGAGAAMAAAGCGAANITCATACMATTCCCCCIGMAGACCTCIITWIMCMAGCTC1XXX3ITTGGCTC 
Clona 18 	  
Clona 1 	  

Clona 17 TCTFCGTC,r,CCG 	IbTACCI'CACrl'GGCCCAACACGCMACCGAGAGMGCAGCGGCMCATCGAGIVIAACCGGGMMTMCCGGRATMA'PGCMC 
Cieno 18 	  
Ciona 1 	  

Cieno 17 TCrCTrCTACFCCACITerCIZTITGAMGCAriTGGGC1'CACCI'CACAGGCCGTGTACUMACITI'GGGMTGGGCTCGAMATIGTCGTGATCACIGIt4 
Cieno 18 	  
Clona 1 	  

Clona 17 GCTTCCATC1111.1TATIrsAACUAGTIWIXMCGGA'='CITATAGGC3GTC1rAGMTCNIC,C1TITCAG<MCCUTCATCATCACCATCGGCTTGG 
Cieno 18 	  
Clona 1 	  

Clona 17 CKTPCGCAGCCATGCCIrIMGCCTTGTCPACCITGC.  CATCACITIWPCTACATCITCGTIGGIGG1TICGCrATMGACCCGGCTCPATCCWIWIT 
Cieno 18 	  
Cieno 1 	  

Clona 17 WIGGTCACTGAGNIGTIIVI'GCAGGAGACACGIGATCMCCATTGTGATCACASTCATCGTCNVITGGCFCC,CTCAAATIGTIATCAGCCTGGGATAT 
Cieno 18 	  
Clona 1 	 

Cieno 17 CCTCCGCTITIMAGTACCTAAAGGACTACrCCIVCAMCCGTIVATFGC-CCTGITGGTGATC17CATIGCCCMCIVTAL 1 1CTI'CCIUCCAGAGACCIA 
Ciona 18 	 
Clona 1 	 

Clona 17 	 CITGIGATGTGCAGGAMIGTUGTGCGCRTGAC 	 CGACMCACCCrCGGCFCCFACAC1'CGCrCCCITCCTAG 
Clona 18 	  
Ciona 1 	  

Cieno 17 MAGAATGGCUMMTA're,AcuAAATccrATAGGGTC.MATIrrAGCceccrrirecrxi.ccererCACCravirMATGTALnTrrizTeconAcc 
Clona 18 	  
Clona 1 	  

Clona 17 TITGCPTCr1TGGAGTCATGITCrATITCATATAITITITIMUGACAGNIITACIGACTITAATAAAGTACPIGATATGACZAAAPIAMAAAAMMA 
Clona 18 	  
Clona 1 	  

Fig. 21. Alineación de la secuencia de nucleótídos de las clonas 1, 17 y 

18. Nucleótidos idénticos: (.); deleciones: (-). 
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V. DISCUSIÓN 

Los estudios de caracterización de la FiGp mejoraron la 
resolución de las glicoproteínas contenidas en la FGp con 
respecto a lo descrito anteriormente por Landa et al, (1988). El 
mejoramiento en la detección de nuevas glicoproteínas se debe al 
uso de lectinas en el sistema revelador principalmente. Con el 

sistema usado en la presente tesis se detectaron hasta 22 bandas, 
versus 8 bandas observadas por tinción de PAS en las fracciones 

de cisticercos de T. solium (Landa et al., 1994) y de otros 

metacéstodos ciclofilídeos (Knowles y Oaks, 1979; Milis et al., 
1984). Por ejemplo la tinción de PAS en la región de alto peso 
molecular muestra una sola banda difusa mientras que la tinción 
con lectinas permite observar 8 glicoproteínas, confirmando la 
idea de que se trata de un conjunto de glicoproteínas con pesos 
moleculares entre 150-200 kDa. Otro ejemplo es la demostración de 

tres glicoproteínas en la región del gel denominada anteriormente 

como Gp2-3. Además estas proteínas son algunas de las más 
abundantes en la FGp lo que correlaciona con lo descrito 
anteriormente tanto para T. sonara, como para otros ténidos 
(Landa, 1984; Lamsam y McManus, 1990). 

Como era de esperarse el tratamiento de las glicoproteínas 
en la fracción FGp con metaperyodato de sodio abate la unión de 
las lectinas. Se había sugerido que algunas proteínas contenidas 
en la fracción FGp no son glicoproteínas con especificidad hacia 
Con A. En el presente trabajo se confirmó la presencia de 
pequeñas cantidades de AgB en la FGp. El AgB de T. solium ha sido 
identificado como paramiosina, una proteína estructural del 
músculo de invertebrados. Su presencia en la FGp se debe 
posiblemente a la unión con alguna glicoproteína que se une a Con 
A. Los ensayos de reconocimiento del AgB por anticuerpos a-Gpl 
sugieren una asociación con Gpl (Fig. 6). Otra glicoproteína de 
55 kDa inicialmente identificada como Gp6 de la FGp resultó ser 
la cadena pesada de la IgG de cerdo (Landa et al., 1994). La 
presencia de inmunoglobulinas del huésped sobre la superficie de 
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cisticercos de T. soiium ha sido reportada previamente (Wilims y 

Arcos, 1977). 
En un intento por aislar clonas de cDNA conteniendo la 

secuencia codificadora de algunas glicoproteínas del cisticerco 

de T. solium, se siguieron tres estrategias. La primer estrategia 
consistió en la purificación de una o varias de las 
glicoproteínas para su posterior secuenciación parcial (- 15 
aminoácidos). A partir de esta secuencia se pueden diseñar y 
sintetizar oligonucleótidos para usarlos como sondas en el 
tamizaje de las bibliotecas del cisticerco. Esta estrategia ya 
había sido seguida con éxito para la clonación del cDNA. que 
codifica para el AgB del cisticerco de T. sonum (Landa et al.; 
1993). En el caso de las glicoproteínas de la FGp, se logró 
obtener una secuencia parcial, poco clara, de la Gp88. Los 

análisis mostraban una aparente mezcla de secuencias. Sin 
embargo, se sintetizaron los oligonucleótidos degenerados 

correspondientes a la secuencia más intensa y se tamizaron las 
bibliotecas, sin lograr el marcaje de ninguna placa. Con respecto 

a la Gp180-200 (correspondiente a la Gpl de Landa et al., 1994), 
los intentos de secuenciación fueron infructuosos incluso después 
de digestiones parciales para obtener péptidos de la 
glicoproteína (Landa, comunicación personal). Los anteriores 
intentos indicaron que la complejidad de las proteínas 
purificadas por unión a Con A es mayor de lo esperado e hicieron 
dirigir los esfuerzos en otra dirección. 

La segunda estrategia, fue la utilización de los anticuerpos 

dirigidos en contra de las glicoproteínas para el tamizaje de 
bibliotecas de expresión. En el laboratorio se dispone de 
anticuerpos policlonales inducidos por la glicoproteína de 180 
kDa denominada Gpl. Los experimentos de Western blot con los 
anticuerpos ce-qp1 antes y después de tratamiento de la proteína 

con metaperyodato mostraron que los anticuerpos reconocen la 
fracción proteica. Para el tamizaje de las bibliotecas se 

preadsorbieron los anticuerpos contra antígenos de E. coli 

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

mejor reintentando el tamizaje con los anticuerpos. 
La tercera estrategia, que resultó muy productiva, consistió 

en la búsqueda de proteínas de superficie aprovechando su 

similitud en la secuencia de aminoácidos con proteínas homólogas 
descritas en otros organismos. En el presente trabajo se logró la 

clonación y secuenciación del cDNA de una proteína con homología 
hacia transportadores facilitadores de glucosa (GTPs). Además, la 

proteína deducida a partir de la secuencia de nucleótidos muestra 
las características de este tipo de transportadores descritos 
hasta el momento. Contiene 12 regiones potenciales de a--hélices 
transmembranales, donde el tamaño de las asas que se forman entre 
cada segmento transmembranal se correlacionan con los descritos 
en otros miembros de esta familia. Además, contiene la secuencia 
conservada GR(R/K) después del segundo y el octavo segmento 

transmembranal y las secuencias PESPR y PETKGR después del sexto 
y doceavo segmento, respectivamente. Dada su mayor similitud con 
el transportador de S. mansoni denominado SGTP2, decidimos 
designarla TGTP2. La TGTP2 es la primera proteína secuenciada en 
céstodos con características de GTPs. En S. mansoni se han 
caracterizado molecularmente tres transportadores de glucosa 
(SGTP1, SGTP2 y SGTP4). SGTP1 y SGTP4 se encuentran en el 
tegumento de la cercaría y del parásito adulto. El otro ha sido 

poco caracterizado y parece encontrarse en los huevecillos 

(Skelly et al., 1994; Zhong et al., 1995; Shoemaker, comunicación 

personal). 
Además de los estudios reportados en S. mansoni y, ahora en 

T. solium, la caracterización de estas proteínas en parásitos ha 
avanzado en diversos protozoarios del género Leishmania y 
Trypanosoma (Langford et al., 1992; Stack et al., 1990; Bringaud 

y Baltz, 1992; Teteaud et al., 1994). Algunas de las proteínas se 
expresan diferencialmente durante el ciclo de vida de estos 
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parásitos (Cairns et al., 1989; Bringaud y Baltz, 1992; Bringaud 
y Baltz, 1993). 

Otra característica de la mayoría de las GTPs es la 
presencia de un sitio único de N-glicosilación en la asa externa 
entre el primer y segundo segmento transmembranal. Sin embargo, 
en la secuencia de aminoácidos de TGTP2 no se encuentra este 
sitio de glicosilación. La ausencia de este sitio ha sido 

reportada también en transportadores de glucosa de Leíshrnania 
enríettii y Chlorella kessleri (Stack et al., 1990; Tangford et 
al., 1994; Langford et al., 1995; Piper et al., 1995; Sauer y 

Tanner, 1989; Stadler et al., 1995). La ausencia de glicosilación 
en TGTP2, en caso de localizarse en la superficie del parásito en 
contacto con su huésped, podría relacionarse con la evasión del 
ataque inmune. Existen varios estudios acerca del papel del 
residuo carbohidrato en la función de transportadores de humanos. 
Por ejemplo se ha mostrado que el tratamiento de liposomas 
cargados con el transportador de eritrocitos (GLUT1), con 

distintas exo y endo- glicosidasas, disminuye el transporte de 
glucosa (Feugeas et al., 1991). Además, la eliminación del sitio 
de glicosilación en la primer asa externa de GLUT1, producida por 

métodos de mutagénesis dirigida, aumenta 2-2.5 veces la Km del 
transporte (Asano et al., 1991). Es claro que a pesar de que el 
residuo carbohidrato influye en la actividad de transporte, su 
ausencia no abate por completo la funcionalidad de la fracción 
proteica. Por lo tanto, es concebible que los transportadores no 
glicosilados, expuestos a la interfase huésped-cisticerco pueden 

disminuir el reconocimiento del huésped y todavía mantener 
niveles funcionales útiles para el parásito, en un medio (los 

tejidos del huésped humano o porcino) rico en glucosa. 
Las proteínas de la familia de los transportadores de 

glucosa poseen diferencias significativas en el tamaño y 
composición de aminoácidos de la asa que se forma entre los dos 
primeros segmentos transmembranales, así como en la secuencia de 
los extremos amino y carboxilo terminales (Fukumoto et al., 1988; 
Langford et al., 1992; James y Piper, 1993). En este respecto, la 

56 



secuencia del carboxilo terminal ha sido la más utilizada para la 
producción de anticuerpos para estudios de localización (Haspel 
et al., 1988; Zhong et al., 1995; Langford et al., 1995). Hasta 
la fecha hemos obtenido anticuerpos de conejo en contra de un 
péptido sintético diseñado a partir de la secuencia carboxilo 
terminal de TGTP2. Actualmente, se llevan a cabo los ensayos de 
localización en el tejido de los cisticercos. 

Una razonable comprensión del sistema de transporte de 

carbohidratos en el cisticerco de T. solium, nos ayudará a 
entender mejor la dependencia metabólica del cisticerco por su 

huésped, así como sus mecanismos de adaptación a los cambios en 
la concentración de nutrientes en su huésped- Esta información 
puede eventualmente ser la base de tratamientos farmacológicos o 
inmunológicos en contra del parásito, que exploten las 

diferencias entre los sistemas de ambos organismos. 

Para el proyecto de doctorado, pretendemos la 
caracterización molecular y bioquímica del sistema de 

internalización por facilitadores en el cisticerco de T. solium. 
Inicialmente, intentaremos determinar si existen algunos otros 
transportadores de glucosa en el tegumento del cisticerco. Hasta 
el momento, hemos clonado y secuenciado otra proteína con 
homología hacia SGTP1 del S. nonsoni. 
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VI. APÉNDIa. 

A. TRANSPORTE DE GLUCOSA. 
La glucosa es la mayor fuente de energía metabólica de 

muchos tipos celulares. En paralelo a la gran utilización de 
glucosa como nutriente, una variedad de mecanismos se han 
desarrollado para catalizar la captación de esas moléculas 

hidrofílicas a través de la membrana plasmática. En mamíferos, 
donde los complejos mecanismos homeostáticos mantienen los 
niveles de glucosa en sangre rigurosamente constantes, muchas 
células contienen sistemas de difusión facilitada para la 
captación de glucosa. En este sistema, el transporte de glucosa a 

través de la membrana plasmática se lleva a cabo sin gasto de 
energía metabólica y a favor de un gradiente de concentración. No 
obstante, transportadores activos dependientes de sodio son 
encontrados en la membrana plasmática. apical de las células 
epiteliales del intestino y del riñón. Este sistema de transporte 
explota el gradiente electroquímico de iones Na+ (ej. 
vertebrados) o 111-  (ej. protozoarios, bacterias) a través de la 

membrana plasmática. 

B. CARAUERÍSTICA DE LA FAMILIA GLUT. 
La difusión facilitada es el mecanismo de captación de 

glucosa de monosacáridos (glucosa, galactosa y fructosa) más 
ampliamente utilizado. Las proteínas encargadas de esta función 

pertenecen a una superfamilia cuyos miembros difieren en el 
detalle requerido para conferir selectividad y especificidad, 

pero no en el aspecto de su estructura (Marger y Saier, 1993). En 
el humano, el transporte facilitado de glucosa esta mediado por 
los miembros de la familia de proteínas GLUT. Hasta el momento, 
se han descrito seis miembros de esta familia (Mueckler, 1994). 
Estas proteínas están expresadas de una manera específica en 
células y tejidos, y exhiben distintas cinéticas y propiedades 
regulatorias que reflejan su papel funcional específico (Baldwin, 
1993). Cada uno de los transportadores fue numerado en orden a su 
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descubrimiento. El primero, GLUT1, es ampliamente expresado y se 
piensa que provee a las muchas células de sus requerimientos 
basales de glucosa. También juega un papel especial en el 

transporte de glucosa a través de la barrera endotelial en los 

tejidos. GLUT2 aparece en órganos que liberan glucosa a la sangre 
tales como el intestino, el hígado y el riñón. Esta proteína esta 
también presente en las células betas de los islotes de 
Langerhans del pancrea, donde dada su elevada Km puede estar 
actuando como sensor del incremento de glucosa para la secreción 
de insulina. GLUT3 es encontrada en el cerebro y se considera 
como el transportador de glucosa de las células neuronales. GLUT4 
es expresado exclusivamente en los adipocitos, células musculares 
y corazón donde el transporte de glucosa es regulado por 

insulina. Es el responsable de disponer de la glucosa 
incrementada en los tejidos después de la ingesta de comida 
(estado posprandial) y es importante en la homeostasis de glucosa 

por el cuerpo. GLUT5 es un transportador de fructosa que es 
abundante en los espertatozoides y en la membrana apical de las 

células intestinales. GLUT7 es el transportador en la membrana 
del retículo endoplásmico que permite el flujo de glucosa libre 
fuera del lumen de este organelo después de la acción de la 
glucosa 6-fosfatasa sobre la glucosa 6-fosfato. 

C. ESTRUCTURA DE LOS TRANSPORTADORES. 

Los transportadores facilitadores de glucosa son 
glicoproteínas integrales de membrana que exhiben un tamaño 
molecular promedio de 55 kDa. Estas proteínas pertenecen a una 
familia de proteínas de membrana estructuralmente relacionadas. 

Análisis hidropáticos y de estructura secundaria de la secuencia 
de aminoácidos predicha para la GLUT1 humana revelaron que esta 
proteína es altamente hidrofóbica y sugirieron que 
aproximadamente el 50% de la proteína se localiza entre la bicapa 
lipídica. Basados en estos análisis, Mueckler et al. (1985), 
propusieron un modelo de orientación en la membrana plasmática 
para GLUT1, en el cual la proteína atraviesa la membrana 12 veces 
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y, sus extremos amino y carboxilo quedan orientados hacia el 
interior de la célula. Con excepción del segmento extracelular 
que conecta los dominios transmembranales M1 y M2, y del segmento 
intracelular muy hidrofílico que une M6 y M7, los demás dominios 
transmembranales se encuentran unidos por regiones cortas de 7-14 

aminoácidos (Fig. 22). Esta estructura ha sido confirmada por 
digestión proteolítica vectorial y estudios de unión de 

anticuerpos específicos de secuencia (Mueckler et al., 1985; 

Davies et al., 1987; Haspel et al., 1988). Todos los miembros de 
esta familia de proteínas mantienen las características descritas 
en este modelo. 
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Fig. 22. Modelo de orientación en la membrana plasmática de 
GLUT1. Las 12 regiones de a-hélice transmembranales son mostradas 
como cajas y están numeradas de M1 a M12 (tomado de Gould y Bell, 
1990). 
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TABLA II. Los transportadores de la familia GLUT. 

DESIGNACIÓN PM (kDa)a 

(na residuos) 

LOCALIZACIÓN 

CROMOSÓMICA1  

Km (mM)b  

GLUT1 54.1 	(492) 1 17 

GLUT2 57.0 	(524) 3 42 

GLUT3 53.9 	(496) 12 11 

GLUT4 54.7 	(509) 17 2 

GLUT5 54.9 	(501) 1 N.D. 

GLUT7 53.0 	(528) N.D. N.D. 

a  Los valores de PM, número de residuos de aminoácidos y 

localización cromosómica de los genes están dados para los 

transportadores humanos, excepto para GLUT7 donde se indican los 

valores de la proteína de rata. 

b Los valores de Km para el intercambio en equilibrio de 3-0-

metilglucosa fueron determinados para cada proteína expresadas en 

oocitos de Xenopus (tomado de Baldwin, 1993). 

N.D. significa "no determinado". 
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