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Resumen del proyecto

Los platelmintos pardsitos causan numerosas enfermedades de importancia para la salud humana y animal, especialmente en
paises en vias de desarrollo. En lugar de una epidermis cldsica, estos pardsitos cuentan con un tegumento especializado, que
consiste en un sincitio superficial (llamado tegumento distal) conectado mediante puentes citoplasmaticos a cuerpos celulares
sumergidos debajo de la membrana basal. En estos cuerpos celulares se localizan los nucleos y es donde ocurre la sintesis de
nuevas proteinas, que deben ser transportadas hasta el sincitio superficial para su recambio. Este recambio es esencial, al
ser el tegumento la superficie de interaccién con el hospedador. En este proyecto, estudiamos la organizacién de los
microtibulos y su importancia en el trafico intracelular hacia el tegumento distal en el cestodo modelo Mesocestoides corti
(syn. vogae). Los microtlbulos se distribuyen en haces polarizados en forma apicobasal en el el sincitio distal, y muestran una
continuidad a través de los puentes citoplasmdticos hacia los cuerpos celulares del tegumento. El albendazol es un
antihelmintico cuyo blanco son los microtibulos, y demostramos que los microtibulos del tegumento distal son especialmente
sensibles a esta droga (a concentraciones de relevancia terapéutica). En cambio, la colchicina, una droga cldsica inhibidora de
la polimerizaciéon de los microtubulos, no tiene actividad antihelmintica y no muestra efectos sobre el citoesqueleto de
microtdbulos del tegumento a concentraciones similares. Adicionalmente, desarrollamos métodos para analizar la
incorporacion de nuevas proteinas en la superficie del tegumento, y demostramos que el albendazol afecta fuertemente este
proceso. Los resultados de este proyecto comenzaron a discernir los mecanismos moleculares que permiten el recambio
constante del tegumento, y generaron herramientas que permitirdn expandir estos estudios a futuro.
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Antecedentes, problema de investigacion, objetivos y justificacion.

Los platelmintos pardsitos (cestodos, trematodos y monogéneos) causan numerosas enfermedades de importancia para la
salud humana y animal, especialmente en paises en vias de desarrollo (1). Los cestodos de mayor relevancia para la salud son
aquellos que infectan al ser humano y a los animales domésticos en su forma larvaria (es decir como hospedador
intermediario), como ser Echinococcus granulosus, Echinococcus multilocularis y Taenia solium. La larva de E. granulosus es
el agente causal de la hidatidosis, una enfermedad de gran importancia a nivel mundial y en particular en Uruguay, dénde es
endémica (2, 3). Para las infecciones con Echinococcus spp. que no pueden ser tratadas mediante cirugia, la Gnica
quimioterapia disponible consiste en la utilizacidn de benzimidazoles (albendazol y mebendazol), antihelminticos que tienen
como blanco el citoesqueleto de microtibulos de los pardsitos (4). Cldsicamente, se ha hipotetizado que los benzimidazoles
probablemente afecten a las células proliferantes de los pardsitos (en parte por analogia con las quimioterapias contra
diferentes tipos de cdncer mediante drogas que alteran a los microtubulos). Sin embargo, datos recientes sugieren que las
células proliferantes de estos pardsitos son particularmente resistentes a los benzimidazoles, por expresar isoformas de beta
tubulina naturalmente resistentes (5). Por lo tanto, el blanco de estas drogas a nivel celular no estd claramente definido.

En lugar de una epidermis cldsica, los platelmintos pardsitos cuentan con un tegumento superficial altamente especializado
(denominado Neodermis) (6). Este tejido es el principal sitio de contacto con el hospedador (en el caso

de cestodos, que carecen de aparato digestivo, es el Unico sitio de contacto y es la superficie por la que adquieren todos los
nutrientes). La organizacién del tegumento es sumamente peculiar. Se trata de un tegumento sincitial compuesto de dos
grandes regiones. Por un lado, existe una regién denominada tegumento distal que cubre completamente la superficie del
pardsito, y que se apoya sobre una membrana basal. Por otro lado, los nicleos de este sincitio se encuentran en cuerpos
celulares (denominados citones) sumergidos por debajo de la membrana basal, y que se comunican con el tegumento distal a
través de finos puentes citoplasmaticos que atraviesan la membrana basal. En estudios cldsicos, se demostré que la sintesis
proteica ocurre principalmente en los citones, y que las nuevas proteinas y glicoconjugados son transportados hacia el
tegumento distal (7, 8). Estudios de microscopia electréonica han identificado abundantes microtibulos en los puentes
citoplasmadticos y en el tegumento distal, sugirendo un rol de los mismos en este transporte, si bien la complejidad y densidad
de elementos de este tejido no permitieron establecer claramente su organizacion (9). Adicionalmente, existe evidencia de que
la colchicina y el albendazol afectan la morfologia del tegumento y el transporte de nuevas proteinas al tegumento distal (10,
).
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En epitelios tipicos de otros animales, las células se encuentran polarizadas en su eje apicobasal, incluyendo dominios
apicales y basolaterales de la membrana plasmadtica. El origen y mantenimiento de esta polaridad depende de los complejos de
union laterales entre las células, de los contactos de las células con la ldmina basal, y de los mecanismos de senalizacion y
complejos de polaridad asociados a estas estructuras (12—14). El mantenimiento de la polarizacion depende del correcto
“sorting” (clasificacién) y transporte de nuevas proteinas a los dominios correctos de la membrana plasmadtica. En modelos de
epitelios tipicos, se ha demostrado la importancia central del citoesqueleto (filamentos de actina y de tubulina) como vias de
transporte para el trafico intracelular polarizado (13—15). A diferencia de lo que ocurre en células no polarizadas, la mayor
parte de los microtubulos de las células epiteliales se disponen en haces paralelos con idéntica polaridad que sirven como
rutas para los transportes en direccion apical y basal (16, 17). Estos microtibulos son nucleados por centros organizadores de
microtibulos (MTOCs, microtubule organizing centers) no centrosomales localizados en la regién apical. Estos MTOC
tipicamente reclutan a los complejos de gama-tubulina que permiten la nucleacidn y anclaje de microtibulos desde su extremo
(-), aunque el anclaje y estabilizacidon de estos extremos también puede depender de otras proteinas, por ejemplo
CAMSAP/Patronina y Nineina (16, 17). Claramente, deben existir mecanismos andlogos en el tegumento de platelmintos
pardsitos, pero que deben estar modificados dadas las grandes especializaciones morfoldgicas existentes.

El tema central que enmarca a este proyecto es el estudio de los mecanismos celulares que permiten el transporte polarizado
de nuevos componentes en el tegumento sincitial de platelmintos pardsitos, permitiendo por lo tanto su renovacién constante
(“turnover”). En particular, deseamos comprender la organizacién del citoesqueleto de microtibulos en este sincitio y sus roles
en este trdfico polarizado, asi como el efecto del antihelmintico albendazol . en estos procesos. En este proyecto, utilizamos al
cestodo modelo Mesocestoides corti (syn. M. vogae) para el estudio de este tema utilizando técnicas modernas. Las larvas de
M. corti son un modelo excelente para el estudio de la biologia celular y molecular de cestodos. Estas larvas pueden ser
obtenidas en grandes cantidades a partir del cultivo in vivo en ratones (18) lo que permite la realizacién de andlisis de
fraccionamiento celular y bioquimicos. Ademds, se han puesto a punto métodos robustos para su cultivo in vitro, lo que permite
diferentes tipos de manipulaciones experimentales (19-22). La ultraestructura del tegumento de esta especie ha sido descrita
en detalle (23). Recientemente, se ha publicado su genoma y disponemos de su transcriptoma. Un limitante del modelo, que es
comun a todos los cestodos, es la imposibilidad hasta el momento de manipularlos genéticamente.

Este proyecto cont6 con cuatro grandes partes:

1) Realizamos una descripcién detallada de la organizacion global de los microtibulos en el tegumento, mediante
inmunofluorescencia. Ademds, mediante el andlisis de la localizaciéon de gama-tubulina, buscamos posibles regiones que
funcionen como MTOC en el tegumento. Nuestra hipétesis inicial era que probablemente existan MTOC no centrosomales
apicales en el tegumento distal (como es comun en epitelios), junto a otros MTOC en los citones.

2) Establecimos definitivamente los sitios de sintesis proteica en el tequmento mediante ribopuromicilacién (RPM), una nueva
técnica de alta precision.

3) Desarrollamos nuevas herramientas para medir la incorporacion de nuevas proteinas desde los citones hasta el tegumento
distal, utilizando métodos no radiactivos.

4) Estudiamos la importancia de los microtibulos en estos mecanismos de transporte utilizando drogas que impiden su
polimerizacion (colchicina y el antihelmintico albendazol). Adicionalmente, destamos determinando la importancia de la dineina
(un motor molecular dependiente de microtibulos) para estos mecanismos de transporte, utilizando inhibidores farmacoldgicos

Metodologia/Disefio del estudio

1. Organizacion de los microtubulos en el tegumento.

Para describir la organizacién del citoesqueleto de microtibulos mediante inmunofluorescencia y microscopia confocal,
utilizamos el anticuerpo monoclonal contra alfa-tubulina AA4.3 y un anticuerpo policlonal contra beta-tubilina sobre criocortes.
Adicionalmente, analizamos la distribucién de tubulina acetilada (microtibulos estabilizados) y de la gamma-tubulina (posibles
sitios de nucleacién) mediante inmunofluorescencia con anticuerpos monoclonales, y la distribucion del citoesqueleto de actina
mediante tincién con faloidina.
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2. Localizacién de ribosomas y sintesis proteica en el tegumento.

Utilizmos el anticuerpo monoclonal Y10b, e hibridacién in situ para el ARNr 28S, para describir la distribucién de los ribosomas.
Para identificar los sitios de sintesis proteica, utilizamos el método de ribopuromicilacidn (24-26). Los pardsitos fueron
incubados in vitro con puromicina, que es incorporada covalentemente en péptidos nacientes en el ribosoma, en combinacién
con emetina, que impide la liberacidn de los péptidos. Tras fijar los tejidos, los sitios de sintesis se identifican mediante
inmunofluorescencia utilizando un anticuerpo monoclonal contra la puromicina.

3. Seguimiento de la incorporacion al tegumento distal de nuevas proteinas.

El marcado de proteinas neosintetizadas se realizé mediante marcado metabélico con azidohomoalanina (AHA) como andlogo
de metionina para detectar la sintesis proteica (27), que puede ser detectado luego mediante quimica bio-ortogonal (“Click
chemistry”). Tras la incorporacion del AHA, procesamos las larvas mediante un método de fraccionamiento sub-celular que
permite aislar las proteinas de membrana del tegumento distal de cestodos (28, 29). Validamos este método de
fraccionamiento en M. corti utilizando marcadores moleculares en experimentos de Western Blot (descritos en los resultados).
Las fracciones de proteinas totales y tegumentarias fueron luego reveladas por quimica "Click” mediante su conjugacién a
biotina, y su deteccidn posterior utilizando estreptavidina-peroxidasa en Western Blot. Esta fue la estrategia mds exitosa entre
las estrategias planteadas originalmente. En el proyecto original, se planted la utilizacién del andlogo de N-
acetilgalactosamina GalNAz para realizar experimentos de marcado andlogos para glicoconjugados. Estos no fueron posibles
ya que encontramos tras numerosos intentos en diferentes condiciones experimentales que M. corti no es capaz de incorporar
este andlogo en sus glicoconjugados.

4. Efecto de drogas que afectan a microttbulos y a la dineina.

Se utilizaron drogas que llevan a la despolimerizacidon de microtubulos (colchicina y albendazol) o que inhiben especificamente
a la dineina (ciliobrevina y dinarrestina (30, 31). Se estudié su efecto en la organizacion de los microtibulos mediante la
deteccidn de alfa-tubulina y beta-tubulina por inmunofluorescencia. Se cuantificé el efecto del albendazol y de la colchicina a
plazos cortos (hasta 6 horas) en la incorporacidn de nuevas proteinas al tegumento distal mediante las estrategias descritas
en la seccién anterior.

Resultados, andlisis y discusién

1. Organizacidn del citoesqueleto en el tegumento de M. corti.

Analizamos mediante inmunofluorescencia la distribucidn de los microtibulos en criocortes de M. corti utilizando anticuerpos
contra alfa-tubulina y contra beta-tubuling, encontrando que en el tegumento distal los microtibulos son muy abundantes y se
disponen en haces con una orientacién general apico-basal (similar a la observada en epitelios de otros animales) y que
parecen irradiar desde puntos regularmente espaciados en el borde basal del tegumento distal, correspondientes a los lugares
de unidn de los puentes citoplasmaticos con el sincitio. En los citones, en cambio, los microtibulos se disponen concentrados
alrededor de los nlcleos, sin una orientacién preferencial evidente en el citoplasma

Por otra parte, realizamos inmunofluorescencia para detectar tubulina acetilada, una modificacién post-traduccional de la
tubulina asociada a microttbulos estabilizados, como los presentes en prolongaciones neuronales (32). No observamos sehal
en el tegumento distal, sugiriendo que los microtibulos del sincitio son muy dindmicos. Si observamos tubulina acetilada en las
terminaciones sensoriales que atraviesan el tegumento.

Utilizando faloidina fluorescente, confirmamos la escasez de filumentos de actina en el tegumento. Existen pequenas
acumulaciones de filamentos de actina que colocalizan junto a la regidn apical de las terminaciones sensoriales ricas en
tubulina acetilada, lo que sugiere que pueden estar asociados a las uniones septadas existentes entre el sincitio y la
prolongacidén nerviosa, previamente descritas por microscopia electrénica (33).

Buscando posibles centros organizadores de tubulina no centrosomales (ncMTOC) en el tegumento de M. corti, realizamos
inmunofluorescencia para detectar gama-tubulina. En epitelios de absorcién de otros animales la gama-tubulina se acumula en
el borde apical de las células (34,35), donde se encuentran los ncMTOC. Sorprendentemente, encontramos que el tegumento
distal de M. corti carece casi completamente de gama-tubulina, con excepcién de algunos focos de sefal aislados.En todos los
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citones, se observa en general un Unico foco de senal de gama-tubulina. Parece improbable que los abundantes microtubulos
del sincitio sean nucleados apicalmente por tan escasa gama-tubulina en el tegumento distal. Es posible que los microtubulos
sean nucleados en forma independiente de gama-tubulina en la regién apical del sincitio (recientemente, Imasaki et al. (36)
demostraron que CAMSAP2 nuclea microtibulos en ausencia de gama-tubulina in vitro). Otra posibilidad es que exista
ramificacion de microtubulos (branching). El branching consiste en la formacidn de microtubulos a partir de microtubulos ya
existentes. Uno de los mecanismos de branching conocidos es dependiente de gama-tubuling, que es reclutada en conjunto con
otros factores a los laterales de microtibulos existentes (37). Otro mecanismo, involucra al factor remodelador de
microtubulos SSNA1, que es capaz de inducir branching mediante un mecanismo independiente de gama-tubulina in vitro, en el
que, protofilamentos de un microtibulo madre se curvan y dan lugar a un segundo microtibulo (38). No podemos descartar que
exista un mecanismo andlogo, independiente de gama-tubuling, en el tegumento de M. corti.

Otra posibilidad es que la nucleacién no ocurra apicalmente, como en epitelios cldsicos, sino que los microtibulos sean
nucleados en otras regiones del tegumento, por ejemplo en los citones, donde se observan frecuentemente focos de senal de
gama-tubulina cercanos al nucleo, en cuyo caso es posible que los microtldbulos tengan una orientacion de sus extremos
invertida con respecto a epitelios cldsicos, es decir, con sus extremos (+) en la regién apical.

2. Sitios de sintesis proteica en el tegumento de M. corti.

Existen pocos trabajos, de hace mds de medio siglo, sobre la sintesis proteica en el tegumento de algunas especies cestodos
(7,8). En ellos se realizaron experimentos de pulso y caza con precursores radiactivos, y sus resultados indicaron que la
sintesis proteica ocurre mayormente en las células subtegumentarias. En nuestro trabajo, utilizamos distintas técnicas
modernas para establecer los sitios de sintesis proteica en el tegumento.

En primer lugar, realizamos hibridacidn in situ fluorescente whole mount (WMISH) sobre larvas enteras de M. corti, para
detectar el ARNr 18S. Acorde a lo observado por Hess (23) por microscopia electrénica, la sefal se localiza casi
exclusivamente alrededor de los nucleos, indicando una ausencia de ARNr en el tegumento distal. Por otra parte, como
estrategia complementaria, utilizamos el anticuerpo Y10b (que detecta los ARNr 18S, 5.8S, 23S y posiblemente 5S) para
inmunofluorescencia. El resultado coincide con lo observado mediante WMISH, la senal se localiza exclusivamente en la regién
subtegumentaria, no observdndose senal en el tegumento distal.

Finalmente, para identificar los sitios de sintesis proteica, realizamos experimentos de ribopuromicilacién sobre larvas de M.
corti. Brevemente, la técnica consiste en la utilizacién de puromicina, un andlogo de ARNt que, al ser incorporado a la cadena
peptidica, produce la interrupcién de la traduccién. Luego se detecta la puromicina mediante inmunofluorescencia.
Comprobamos que los péptidos purocimilados no se localizan en el tegumento distal, sino que se encuentran restringidos a la
region celular subtegumentaria.

En conjunto, nuestros resultados confirman que la maquinaria de traduccidn proteica del tegumento se localiza en los citones,
y estd ausente en el tegumento distal. Las proteinas son sintetizadas en los citones, y luego deberdn ser transportadas hacia
la superficie. Es probable que en este proceso participen los microtibulos, dada la ausencia casi total de filamentos de actina
en el sincitio.

3. Establecimiento de una metodologia para analizar la incorporacién de nuevas proteinas al tegumento distal

Para detectar la sintesis de nuevas proteinas y poder seguir su destino intracelular, pusimos a punto el marcado metabélico de
nuevas proteinas utilizando el andlogo de metionina L-azidohomoalanina (AHA). Tras la incorporacién a nuevas proteinas, este
andlogo puede ser detectado mediante estrategias de quimica bio-ortogonal, utilizando biotina-alquino (el grupo alquino, en
presencia de cobre, reacciona con el grupo azida, formando un enlace covalente). Luego pudimos detectar las proteinas
biotiniladas a partir de extractos de proteinas totales de M. corti y posterior Western Blot, utilizando estreptavidina-HRP para
el revelado. Si bien tras 1 hora de incubacién con AHA logramos detectar el andlogo en extractos totales de los pardsitos, este
experimento funcioné de manera robusta para marcados con AHA de por lo menos 3 horas. Intentamos detectar ademds el
AHA mediante microscopia confocal, utilizando Alexa488-alquino, pero esta estrategia sélo funciond para tiempos de
incubacién muy largos (de hasta 24 horas), que no eran Utiles para nuestros objetivos. Por lo tanto, adaptamos nuestra
estrategia para la deteccidn de proteinas neo-sintetizadas incluyendo el fraccionamiento de los pardsitos.

Pusimos a punto una modificacion del protocolo de Oaks et al. (39) para la obtenciéon de fracciones enriquecidas en proteinas
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tegumentarias. Brevemente, los pardsitos vivos son incubados por 10 minutos en presencia de Tritén 0,2% en hielo, y luego son
vortexeados durante 30 segundos, con lo que se desprende el tegumento distal; a continuacidn, se realizan una serie de
centrifugaciones diferenciales para obtener fracciones enriquecidas en tegumento distal, mientras que paralelamente, se
realizan extractos totales de proteinas de pardsitos intactos. Para validar el método, realizamos Western Blot sobre seis
réplicas de fraccionamiento. Para corroborar la efectividad del protocolo, utilizamos un anticuerpo para detectar la fosfatasa
alcaling, proteina de la membrana externa del tegumento de M. corti (resultados nuestros no publicados), y la lectina WGA para
detectar glicoconjugados, que estdn presentes en el tegumento distal mayoritariamente. Comprobamos que ambos
componentes se encuentran enriquecidos en las fracciones tegumentarias con respecto a los extractos totales. Por otra parte,
utilizamos un anticuerpo para detectar tropomiosinas de alto peso molecular, proteinas del musculo (40) que no deberian estar
presentes en las fracciones tegumentarias. Efectivamente, solo observamos bandas en los extractos totales, descartando
niveles apreciables de contaminacién de la fraccidn tegumentaria con tejidos subyacentes (los cestodos tienen una capa de
musculo inmediatamente por debajo del tegumento distal, cuyas fibras se intercalan con los puentes citoplasmadticos).
Finalmente, realizamos experimentos preliminares de proteémica de ambas fracciones, encontrando en las fracciones
tegumentarias un enriquecimiento de proteinas homadlogas a las asociadas al tegumento en otros platelmintos pardsitos.
Mediante esta estrategia de fraccionamiento de los pardsitos combinada con Western Blot, pudimos detectar la incorporacién
de proteinas neo-sintetizadas en el tegumento distal tras 3 horas de incubacién en presencia de AHA.

4, Sensibilidad al albendazol y trafico de proteinas del tegumento.

Para evaluar la sensibilidad de los pardsitos a drogas despolimerizantes de microtibulos, cultivamos larvas de M. corti in
vitro por 6 horas en presencia de albendazol 1 uM y 10 uM, colchicina 10 uM y 100 uM, y DMSO como control de solvente. Se cree
que el albendazol y la colchicina comparten el sitio de unién a la tubulina, pero la colchicina no es utilizada como antihelmintico,
y no es efectiva en modelos murinos de infeccién con Echinococcus (41). En primera instancia, mediante inmunofluorescencia
sobre criocortes, comprobamos que ambas concentraciones de albendazol producen la despolimerizacidn de los microtibulos
del tegumento distal, pero no de los microtubulos de las terminaciones sensoriales, indicando que los microtibulos del
tegumento son particularmente sensibles al albendazol (esto podria ser debido a que los microtibulos tegumentarios sean mds
dindmicos). En contraste, los pardsitos tratados con colchicina 10 uM no mostraron alteraciones de los microttbulos en el
tegumento distal, aunque si se observa una desaparicion de los microtubulos cuando la concentracién es de 100 uM . En el
control con DMSO, los microtubulos se observan con su distribucién normal.

Para evaluar el efecto del albendazol sobre la incorporacidn de nuevas proteinas en el tegumento distal, incubamos pardsitos
durante 6 horas con albendazol 1 uM, colchicina 10 uM o DMSO agregando AHA 50 uM al medio durante las ultimas 3 horas de
tratamiento. Posteriormente, realizamos el fraccionamiento de los pardsitos, obteniendo extractos totales y fracciones
tegumentarias. A continuacion, biotinilamos las proteinas marcadas con AHA mediante reaccién bio-ortogonal sobre extractos
totales y fracciones, y realizamos Western Blot, utilizando estreptavidina-HRP para el revelado. Utilizando el programa FIJI,
cuantificamos la senal de AHA en cada uno de los carriles, normalizando la intensidad de AHA con las proteinas totales
presentes en el carril detectadas mediante tincién con Ponceau S. De este modo, obtuvimos medidas relativas de la cantidad de
proteinas nuevas para cada condiciéon experimental . Sorprendentemente, el tratamiento de 6 horas con albendazol 1 uM
produce una disminucion en la sintesis proteica total de los pardsitos, que en extractos totales es en promedio 53% con
respecto al control DMSO0 (100%) (realizamos 4 réplicas de este experimento). Con respecto a la fraccién tegumentaria, los
pardsitos tratados con albendazol incorporaron solamente 31% de nuevas proteinas en el tegumento en comparacién con los
pardsitos control tratados con DMSO0. No sucede lo mismo con la colchicina 10 uM, que produce una disminucién moderada
tanto en la sintesis proteica general, que es en promedio 88% con respecto al control DMSO, como en la cantidad de nuevas
proteinas en el tegumento, que es de un 89% respecto al control.

Estos resultados indican que si bien ambas drogas (albendazol y colchicina) inhiben la polimerizacién de los microtibulos, el
albendazol es mucho mads eficiente en cestodos, y ademds, por un mecanismo desconocido aun, estd produciendo una
disminucidn en la sintesis proteica no observable tras el tratamiento con colchicina, que es al menos cien veces menos potente
en cuanto a sus efectos sobre los microtubulos y la sintesis y el trdfico de proteinas en el tegumento. La colchicina suele
utilizarse en el tratamiento de la gota. La dosis estdndar administrada a pacientes es de 0,5-1,5 mg, lo que produce
concentraciones mdximas de 10-17 nM en el plasma (42). Ademds, existen reportes de casos clinicos de intoxicacién severa por
colchicina con concentraciones de la droga en el plasma de los pacientes desde 50 nM (43), muy inferior a las dosis utilizadas
por nosotros in vitro. Estos antecedentes y nuestros resultados, coinciden con la falta de actividad antihelmintica de la
colchicina (41).
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Conclusiones y recomendaciones

El citoesqueleto de microtibulos tiene una distribucion polarizada en el tegumento del cestodo Mesocestoides corti, con haces
de microtubulos orientadas apico-basalmente en el tegumento distal, que son continuos con microtibulos presentes en los
puentes citoplasmadticos que conectan al tegumento distal con los cuerpos celulares (citones) tegumentarios. La sintesis
proteica ocurre exclusivamente en los citones tegumentarios, por lo que la incorporacién de nuevas proteinas al tegumento
distal requiere su transporte desde los sitios de sintesis en los citones. La abundancia de microtidbulos y la ausencia de
filamentos de actina en el tegumento distal sugieren un rol central de los microtibulos en este transporte. El antihelmintico
albendazol tiene un efecto muy rdpido y potente (a concentraciones clinicamente relevantes) en la despolimerizacion de los
microtlibulos del tegumento distal, y provoca una caida importante en la incorporacién de nuevas proteinas en esta region del
tegumento, sugiriendo que su efecto antihelmintico podria deberse en parte al bloqueo del transporte de nuevas proteinas hacia
el tegumento distal. Sin embargo, también observamos un efecto no descrito del albendazol en la sintesis proteica total,
mediante mecanismos aun desconocidos, y que podrian también contribuir a su efecto antihelmintico. En cambio, la colchicina
tiene un efecto mucho menos potente sobre los microtubulos y la incorporacién de proteinas en el tegumento distal, que se
correlaciona con su ausencia de eficacia como antihelmintico.
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