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RESUMEN

El género Taenia es capaz de vivir durante largos periodos en sus hospederos. Se ha
demostrado que este establecimiento esta relacionado a sus eficientes mecanismos de
defensa contra el sistema inmune del hospedero y su alta tolerancia al estrés
oxidativo. En este trabajo se describen las secuencias gendmicas de un gen que
codifica para la Peroxiredoxina 2-Cys tipica de Taenia solium y T. crassiceps (Ts2-
CysPrx, Tc2-CysPrx), las cuales son 94% idénticas en su secuencia de aminoacidos.
Ambos genes tienen la misma arquitectura gendmica, mostrando una caja TATA y
una secuencia iniciadora (Inr) en su promotor proximal, dos exones separados por un
intron tipo 111 de 67 pb y un dnico sitio de inicio de la transcripcion localizado dentro
del Inr. Ensayos de retardamiento de la movilidad electroforética mostraron que una
sonda del gen Ts2-CysPrx que contiene la caja TATA y el Inr es capaz de unir
proteinas nucleares aisladas de cisticercos de T. solium. Experimentos para determinar
la expresion de Tc2-CysPrx en cisticercos de T. crassiceps con y sin condiciones
oxidantes, demostraron que la expresion de este gen no cambia, por lo que se
considera un gen antioxidante de mantenimiento. Este estudio describe por primera

vez la estructura de un gen para la Prx 2-Cys tipica en el género Taenia.



ABSTRACT

The Taenia genus is capable of living for long periods within its hosts. Reports have
showed that this successful establishment could be related to its efficient defense
mechanisms against host immune response and its high tolerance to oxidative stress.
In this work we describe the genomic sequences of the antioxidant Taenia solium and
T. crassiceps typical 2-Cys peroxiredoxins (Ts2-CysPrx, Tc2-CysPrx) genes, which
are 94% identical in primary amino acid sequence. Both genes have the same
genomic architecture, showing a TATA box and Initiator (Inr) sequence in their
proximal promoter, two exons split by a 67 bp type Il intron and one unique
transcription start site located inside the Inr box. Electromobility shift assays showed
that a Ts2-CysPrx probe containing the TATA and Inr sequences bound to proteins
extracted from nuclei of T. solium cisticerci. Through expression experiments of Tc2-
CysPrx gene with and without an oxidative insult with H,O,, we demonstrate that the
Tc2-CysPrx gene is not overexpressed, showing a behavior of an antioxidant
housekeeping gene. This study describes for first time the gene structure of a typical
2-Cys Prx in the Taenia genus.
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INTRODUCCION

Taenia solium es el agente causal de la taeniosis y la cisticercosis, padecimientos de
gran importancia en salud publica. Este parasito se encuentra principalmente en paises
en condiciones de pobreza, principalmente en Asia, Africa y Latinoamérica, los
cuales tienen poblaciones que carecen de infraestructura sanitaria, inspeccion de
cerdos y agua potable. En estos lugares se realiza la crianza casera y distribucion
clandestina de cerdos y se tienen habitos que favorecen la presencia del paréasito;
como lo son las malas practicas de higiene personal y el consumo de comida en
lugares con condiciones insalubres (figura 1). Se cree que actualmente existen
alrededor de 50 millones de personas infectadas con T. solium y que
aproximadamente 50,000 personas mueren anualmente a causa de la cisticercosis
(Eddi et al., 2003). Asimismo, existen reportes que indican un aumento en el nimero
de casos en paises desarrollados con un alto indice de migracion de individuos de
zonas endémicas (DeGiorgio et al., 1995; Shantz et al., 1992; Shantz et al., 1998;
White, 2000), lo cual ha generado un repunte en la diseminacion del parasito en zonas
geograficas donde se habia erradicado (figura 1).

Neurocisticercosis

La neurocisticercosis es la forma mas grave de la cisticercosis y es la primera causa
de epilepsia tardia en zonas endémicas (Medina et al., 1990; Del Brutto y Noboa,
1991; Garcia et al., 1993). Esta enfermedad se adquiere cuando el paréasito se aloja en
el sistema nervioso central, lo que puede provocar lesiones cerebrales que causan
cefalea, convulsiones, vomito, mareo, epilepsia, cambios de personalidad, déficit
sensorial, trastornos de lenguaje, movimientos involuntarios, deterioro intelectual,
alucinaciones, comportamiento violento, confusion, demencia, hipertension
endocraneal o la muerte (White, 2000). Estas manifestaciones clinicas son comunes a
distintos desordenes neurolégicos y no existen signos patognomonicos de la

neurocisticercosis.



La obtencion de informacién epidemioldgica sobre la cisticercosis se dificulta por
diversos factores tales como la pobre o nula vigilancia epidemioldgica, alto nimero
de infecciones asintomaticas, pleomorfismo de las manifestaciones clinicas, carencia
de pruebas seroldgicas con limite de deteccion de un solo cisticerco y necesidad de
estudios de neuroimagen de alto costo en el diagndstico (Sotelo y Del Brutto, 2000).
Estos factores repercuten en la ausencia de cifras epidemioldgicas reales, lo cual ha
originado la falsa percepcion de que la cisticercosis es un padecimiento de poca
importancia. Por ejemplo, estudios epidemioldgicos han demostrado que la
cisticercosis humana en México tiene una presencia alta, que abarca desde 4-12% de
seropositividad en zonas endémicas. A nivel mundial, las cifras también reflejan una
alta seroprevalencia en zonas endémicas. Por ejemplo, en Per( éstas alcanzan el 21%,
mientras que en Bolivia, Guatemala y Ecuador llegan hasta 10, 17 y 22%,
respectivamente (Flisser et al., 2003). Asi mismo, en los continentes Asiatico y
Africano se han registrado valores seropositivos tan altos como 50% en Irian Jaya,
Indonesia; 16% en Sichuan, China y de hasta el 1% de la poblacién total de Camerun
(Subahar et al., 2001; Li et al., 2006; Praet et al., 2009).

A este respecto, hay algunos estudios en donde se reportan estimaciones de las
pérdidas econdmicas asociadas a la cisticercosis en distintos paises. En Camerun el
costo anual de la cisticercosis se calcula en 10,255,202 de Euros (14,370,616 ddlares),
mientras que en Sudafrica va de 18-34,000,000 dblares y en Nigeria se estima en
25,000,000 dolares (Praet et al., 2009; Carabin et al., 2006; Zoli et al., 2003).
Asimismo, en México se calculé un gasto de 14,500,000 délares por cuidados
intrahospitalarios para 2700 pacientes con neurocisticercosis en 1986 (Flisser, 1988).
Estos montos econémicos reflejan el gran costo social que tiene la cisticercosis en los
paises pobres, el cual se suma a la grave situacién de pobreza y marginacién que

impacta la calidad de vida de sus habitantes.



Figura 1. Distribucion geografica de la cisticercosis. Modificado de Roman et al., 2000.

Ciclo de vida de T. solium

Taenia solium tiene tres estadios de vida: el adulto, el huevo y la larva. El ciclo de
vida empieza cuando el humano (hospedero definitivo) infectado con el gusano adulto
libera huevos del parésito en las heces. Los huevos son estructuras esféricas que
miden de 30 a 45 um de didmetro que estan rodeados por una delgada membrana
hialina que resguarda una gruesa pared estriada llamada embriéforo (Flisser y
Malagon, 1989). Dentro del embrioforo se aloja la oncosfera o embrién hexacanto,
Ilamado asi por poseer tres pares de ganchos (figura 2). Al ser ingeridos por el cerdo
(hospedero intermediario), los huevos son atacados por los jugos gastricos y enzimas
proteoliticas en el estbmago, proceso mediante el cual se digiere el embri6foro y se
libera a la oncosfera. Al llegar al intestino delgado, las oncosferas se enfrentan a las
secreciones biliares, las cuales originan su activacion y penetracion del epitelio
intestinal, por medio de la secrecién de enzimas proteoliticas del parésito. De esta
forma alcanzan los capilares sanguineos y linfaticos, y se distribuyen a todo el
organismo, como el musculo estriado, 6rganos como el higado, corazén, pulmones,

asi como el cerebro. Una vez que se establecen las oncosferas en el tejido, comienzan
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a desarrollarse hasta convertirse en cisticerco, esto tarda al menos 10 semanas. De
igual forma, cuando el ser humano ingiere los huevos del parasito mediante
contaminacion fecal-oral del portador del gusano adulto o por el consumo de
alimentos contaminados con huevos del parésito, las oncosferas se van a distribuir por

sus tejidos de la misma manera que lo hacen en el cerdo.

Figura 2. Estructura de los huevos de Taenia solium. Fotografia de microscopia de luz donde se pueden
observar los ganchos de la oncosfera (A). Micrografia electrénica de barrido de un corte de huevo donde se
observa una oncosfera dentro del embriéforo. Modificado de Sciutto et al., 2000.

El cisticerco o larva es una vesicula blanquecina esférica llena de fluido, la cual tiene
un tamafio de 0.5-1.5 cm, que contiene en su interior a la larva con su escélex
enrollada en forma de espiral. Al espacio entre la pared de la vesicula interior y la
larva invaginada se le conoce como el canal espiral (Figura 3). Se ha reportado que
los cisticercos pueden permanecer vivos en el hospedero hasta por 15 afios. Las larvas
ingresan al ser humano mediante el consumo de carne de cerdo insuficientemente
cocida que esté infectada con larvas viables del parasito. El cisticerco comienza su
etapa de activacion al entrar en contacto con el acido gastrico y las secreciones
biliares del hospedero. La evaginacion o liberacion del escdlex comienza con el
ensanchamiento de la apertura de la membrana vesicular y concluye cuando el
escllex y el cuello emergen de la vesicula interior del cisticerco y quedan expuestos
al medio intestinal (Rabiela et al., 2000).



Figura 3. Estructura del cisticerco de T. solium. (A) Esquema en donde se aprecia el escolex invaginado del
parasito, el canal espiral (flecha) y la apertura de la membrana vesicular (AMV). Modificado de Rabiela
MT et al., 2000. (B) Microscopia 6ptica de un corte de cisticerco obtenido de tejido muscular de cerdo tefiido
con hematoxilina eosina férrica. Dos ventosas (V) y el rostelo armado (R) se observan en el escélex (V).
Aumento 40X. Modificado de http://workforce.cup.edu/buckelew/Taenia%20solium%620cysticercus.htm.

El escolex es el 6rgano de fijacion del parasito; tiene cuatro ventosas y una doble
corona de ganchos que utiliza para adherirse a la pared del duodeno (figura 4). A
partir de este momento, éste parasito hermafrodita inicia el proceso de septacion, en el
cual se producen segmentos o proglétidos a partir del cuello del gusano. El conjunto
de proglétidos unidos entre si en forma de cadena o de cinta se denomina estrébilo y
puede alcanzar varios metros de largo. Los proglétidos tienen una fase de maduracion
que se distingue por la evolucion de aquellos con érganos reproductores inmaduros a
proglétidos con drganos de reproduccién maduros. En éstos ultimos se produce la
autofecundacion, por medio de la cual se originan los proglétidos gravidos. Los
proglétidos gravidos contienen aproximadamente 50,000 huevos en su interior y se
liberan del extremo distal del parasito o se rompen dentro del intestino, lo que causa
la eliminacién de huevos en las heces. La primera expulsion de huevos de T. solium

generalmente ocurre de dos a tres meses después de la infeccion (Silverman, 1954).



Figura 4. Estructura del escélex de T. solium. Se pueden observar sus cuatro ventosas y su doble corona de
ganchos en el rostelo. Tomado de
http://www.stanford.edu/class/humbiol03/ParaSites2006/Taenia_solium/Home.html.

T. crassiceps: modelo de cisticercosis murinay ciclo de vida

Taenia crassiceps es un parasito de importancia cientifica que ha sido utilizado como
modelo de estudio debido a su cercania filogenética con T. solium (Vargas-Parada et
al., 2001; Toledo et al., 1999; Espindola et al., 2000; Romano et al., 2003). Ambos
ténidos comparten caracteristicas morfoldgicas, de ciclo de vida, genéticas y de
inmunogenicidad (Larralde et al., 1990; Garcia et al., 1998; Pardini et al., 2002;
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Arruda et al., 2005). No obstante, a diferencia de T. solium, los cisticercos de T.
crassiceps tienen la capacidad de reproducirse por gemacion cuando se inoculan en la
cavidad peritoneal de roedores (Freeman, 1962). Esta caracteristica permite la
produccion de cisticercos en el laboratorio por medio de pases consecutivos en
ratones, lo cual proporciona una poblacion homogénea de parésitos (Sciutto et al.,
1991). Taenia crassiceps parasita hospederos caninos como Canis lupus o Canis
vulgaris (hospedero definitivo), asi como a roedores como Microtuz arvalis, Mus
musculus, Peromyscus vulgaris, Ratus novergicus (hospedero intermediario;
Freeman, 1964). Su ciclo de vida es muy similar al de T. solium y comienza con la
eliminacién huevos del parasito en las heces del hospedero definitivo que, al ser
consumidos por roedores, liberan la oncosfera en el epitelio intestinal. Por medio de
enzimas proteoliticas las oncosferas penetran el epitelio intestinal y se distribuyen por
via sanguinea a los tejidos del hospedero. De esta forma, las oncosferas se desarrollan
a cisticerco, los cuales son ingeridos por el hospedero definitivo cuando consume la
carne de su presa, el hospedero intermediario.

Evasion de la respuesta inmune

Se ha descrito que las infecciones crénicas ocasionadas por ténidos, en donde los
parasitos permanecen durante afios, modifican profundamente la respuesta inmune del
hospedero (Herrera et al., 1994; Spolski et al., 2000; Davis et al., 1990). Uno de los
mecanismos de evasion inmune mas estudiados es la secrecion de paramiosina. Se
demostr6 que esta proteina tiene propiedades de fibronectina, lo cual le permite unirse
a la colagena del hospedero, dirigiendo la respuesta inmune a zonas alejadas del tejido
del parasito, ademas de que es capaz de inhibir al complemento (Laclette et al., 1992;
Landa et al., 1993; Plancarte et al., 1983). También se ha descrito que los cisticercos
de T. solium liberan glicoproteinas de su tegumento para dirigir la respuesta inmune a
sitios alejados del paréasito (Alvarez et al., 2008) y que tienen receptores para la
fraccion Fc de los anticuerpos (Kalinna y McManus, 1993; Baz et al., 1998). Otros
mecanismos de evasion inmune del parasito incluyen la secrecién de proteasas que
inducen apoptosis en linfocitos T, proteasas que hidrolizan a los anticuerpos y la

secrecion de un factor de metacéstodo que inhibe la produccion de citocinas por
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leucocitos (Tato et al., 2004; Baig et al., 2005; Arechavaleta et al., 1998). También se
ha propuesto que la defensa antioxidante tiene un papel importante en el
establecimiento de los helmintos parasitos, ya que existen observaciones que implican
a las especies reactivas de oxigeno (ERO) como moléculas capaces de acabar con
estos organismos (Callahan et al., 1988; Mkoji et al., 1988; Henkle-Diihrsen y
Kampkotter, 2001; Vaca-Paniagua et al., 2008). Por ejemplo, el abatimiento de la
expresion de la peroxidasa Prx1 del treméatodo Schistosoma japonicum mediante ARN
de interferencia incrementd la sensibilidad del parasito al peroxido de hidrégeno
(H20,; Kumagai et al., 2009. Igualmente, se ha demostrado que las larvas del céstodo
Echinococcus granulosus son susceptibles a la accion oxidante del 6xido nitrico y que
la expulsion del neméatodo intestinal Nippostrongylus brasiliensis correlaciona con la
produccion de H,O, y anion superdxido (O;7) por parte del hospedero (Batra et al.,
1993; Steers et al., 2001). A este respecto, en T. solium se han reportado diferentes
enzimas involucradas en la defensa antioxidante, tales como una superoxido
dismutasa de Cu/Zn (SOD-Cu/Zn), dos glutation transferasas (GST) y una
peroxiredoxina 2-Cys tipica (Ts2-CysPrx; Castellanos-Gonzalez et al., 2002;
Vivanco-Pérez et al., 2002; Torres-Rivera y Landa, 2008).

Peroxiredoxinas

Las peroxiredoxinas (Prx) son peroxidasas que reducen al peroxido de hidrégeno,
distintos hidroperdxidos y al peroxinitrito a agua, al alcohol correspondiente y a
nitrato, respectivamente (figura 5; Chae et al., 1994). Estas enzimas estan conservadas
evolutivamente desde arqueobacterias hasta humanos (Rhee et al., 2001).

iError!Objeto incrustado no valido.

Figura 5. Reacciones catalizadas por las Prx 2-Cys tipicas.

Las Prx no requieren de metales, coenzimas o0 grupos prostéticos y en plathelmintos
estan acopladas al sistema enzimatico de reduccion de la tioredoxina-

tioredoxinaglutation reductasa (Trx-TGR; figura 6), el cual utiliza los electrones del

12



NADPH para reducir sustratos (figura X; Rhee et al., 2005; Salinas et al., 2004). Se
clasifican en 1-Cys y 2-Cys, dependiendo de si utilizan una o dos cisteinas para llevar
a cabo el ciclo catalitico. Las Prx 1-Cys poseen Unicamente una cisteina en su sitio
activo en el motivo amino-terminal PVCT (N-Cys), mientras que las 2-Cys contienen
la N-Cys en el motivo FVCP vy la cisteina carboxi-terminal del motivo EVCP (C-
Cys). A su vez, las peroxiredoxinas 2-Cys se clasifican en tipicas y atipicas. Las
tipicas son enzimas homodiméricas con los mondmeros orientados de forma
antiparalela, en donde la N-Cys de una subunidad esta enfrente de la C-Cys de la otra.
Las Prx 2-Cys atipicas son monomeéricas.

X X |
Figura 6. Sistema de la tioredoxina-tioredoxinaglutaién reductasa en plathelmintos (Salinas et al., 2004).

En las tres clases de Prx el primer paso de la catalisis es el mismo, el cual consiste en
la formacion del grupo tiolato de la N-Cys™ y el ataque nucleofilico del tiolato al
sustrato peroxido. El grupo tiolato de la N-Cys (N-Cys-S) es estabilizado por
aminoacidos con cadenas laterales cargadas positivamente. EI grupo tiolato reduce al
peroxido por medio de un ataque nucleofilico, produciendo el grupo acido sulfénico
(N-Cys-SOH) en dicho residuo mas agua (Ellis y Poole, 1997). En las Prx 2-Cys
tipicas la reaccion genera un rearreglo estructural del sitio activo, en el cual se expone
el grupo N-Cys-SOH al disolvente. Esta modificacion acerca la N-Cys-SOH a la C-
Cys del monémero adyacente lo suficiente para que se forme un puente disulfuro
entre ambos residuos en una reaccion de condensacion. En las Prx 2-Cys atipicas la
C-Cys reacciona con la N-Cys de la misma cadena polipeptidica para formar un
puente disulfuro intramolecular (Wood et al., 2003b).

En las Prx 2-Cys tipicas y atipicas el donador de electrones que reduce el puente
disulfuro del sitio activo es la tioredoxina (Trx), la cual regenera los dos grupos tiol
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de las cisteinas cataliticas, permitiendo la formacion del grupo N-Cys-S™ para el
comienzo de un nuevo ciclo catalitico. En las Prx 1-Cys se desconoce la identidad de
la molécula o las moléculas que reducen al grupo N-Cys-SOH. Por otra parte, se ha
demostrado que el grupo N-Cys-SOH de las Prx 2-Cys tipicas puede alcanzar un
estado de oxidacion mayor, formando el grupo acido sulfinico (N-Cys-SOOH). Esta
modificacion inactiva a la enzima y ocurre en altas concentraciones de H,0,. Esta
“sobreoxidacion” del sitio catalitico esta ausente en todas las otras peroxidasas
conocidas y es revertida por la sulfiredoxina.

Funciones reguladoras de las Prx 2-Cys tipicas

Recientemente se ha demostrado que las Prx, ademas de ser enzimas antioxidantes,
participan en la regulacion redox. Se ha postulado que bajo condiciones normales, las
Prxs reducen al H,0O,, ejerciendo su accién antioxidante, mientras que en
concentraciones intracelulares altas de H,O, ocasionadas por la activacién de
receptores membranales las Prxs 2-Cys se inactivan de manera reversible el tiempo
suficiente para que se lleve a cabo la sefial (“apertura de la compuerta”; Wood et al,
2003a). Los motivos responsables de la inactivacion de las Prxs 2-Cys tipicas son el
GGLG vy el YF, localizados en el extremo carboxi-terminal de las enzimas de
organismos eucariontes. Durante el ciclo catalitico, en las Prx con N-Cys-SOH, estos
motivos reguladores se encuentran enfrentados y ocasionan que el sitio catalitico se
aleje de la C-Cys-SH, lo que impide la formacion del enlace disulfuro. Este hecho
permite que la N-Cys-SOH catalitica pueda reaccionar nuevamente con una molécula
de H,0, para producir la forma N-Cys-SOOH, que es la condicion inactiva de la
enzima. La inactivacién es revertida por la enzima eucarionte sulfiredoxina (Srx) en
una reaccion dependiente de ATP (Biteau et al., 2003). Esta reaccion tiene una
cinética lenta (kcat = 0.18/min) que permite una acumulacién subletal y temporal de
H.O, enddgeno en un microambiente celular citosélico (Tong-Shin et al., 2004). Este
incremento en la concentracion de H,O, ocasiona que se oxiden residuos sensibles de
Cys de proteinas con actividad de tirosinfosfatasa (inactivandolas) y de tirosincinasas
(activandolas), lo cual se traduce en un aumento en la fosforilacion de residuos de

tirosina de proteincinasas activadas por estrés (SAPK; Veal et al., 2004). Esta sefal
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llega al nicleo y activa diferentes genes asociados a la respuesta antioxidante como
gpxl y srxl que codifican para la glutation peroxidasa 1 y la sulfiredoxina,
respectivamente (Bozonet et al., 2005). También se ha descrito que bajo condiciones
de estrés oxidativo y estrés por calor, las Prx 2-Cys tipicas de eucariontes forman
decameros que tienen actividad de chaperonas (Jang et al., 2004). Esta actividad de
chaperona permite que las Prx prevengan la desnaturalizacion de proteinas bajo

condiciones de estrés (Kumsta y Jakob, 2009).
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OBJETIVO GENERAL

Clonar y caracterizar el gen (region regulatoria y estructural) que codifica para la Prx
2-Cys de Taenia solium y Taenia crassiceps.

Objetivo especificos

* Clonar, secuenciar y analizar la region reguladora 5" (promotor) y la region
estructural del gen de la Prx 2-Cys de T. solium y T. crassiceps.

e Evaluar la expresion de gen de la 2-Cys Prx en cisticercos de T. crassiceps
bajo condiciones normales y de estrés oxidativo.

 ldentificar sitios de union de proteinas en el promotor.

» Determinar los sitios de inicio de la transcripcion y traduccion.



MATERIALES Y METODOS

Materiales biologicos

Los cisticercos de T. solium fueron obtenidos de cerdos infectados de forma natural,
se lavaron tres veces con PBS estéril y se almacenaron a -70°C hasta su uso. Los
cisticercos de T. crassiceps (cepa WFU) empleados en los experimentos de expresion
se extrajeron del peritoneo de ratones BALB/CAnN hembras inoculados con el
paréasito, se lavaron tres veces con PBS estéril y se preincubaron 4 horas en medio
RPMI 1640 (Sigma) suplementado con aminoacidos esenciales 10 mM (Sigma),
penicilina 100 pg/mL, estreptomicina 100 pg/mL y piruvato 100 mM a 37°C en 0.5%
de CO; (Everhart et al 2004).

Extraccion de ADN gendmico (ADNg) de T. soliumy T. crassiceps

Se digirieron 1.5 g de cisticercos de T. crassiceps con proteinasa K por 2-3 h en Tris
50 mM, EDTA 1 mM vy sarcosil 0.5%. La digestion se centrifugo a 3400 rpm por 15
min; se hicieron extracciones con fenol y cloroformo del sobrenadante. La fase acuosa
se incub6 con isopropanol por 10 min, se centrifugé a 1,000 xg por 10 min. El
precipitado se resuspendié en etanol al 70% y se centrifugd como ya se menciono.
Las preparaciones se resuspendieron en TE y se almacenaron a 4°C, hasta su uso.

Clonacion del gen de la Prx 2-Cys de Taenia solium y Taenia

crassiceps

Para clonar el gen de la Prx 2-Cys de Taenia solium (Ts2-CysPrx) se tamiz6 una
biblioteca de ADNg de T. solium digerido con EcoRI clonado en A-ZAP (Stratagene,
La Jolla, California) utilizando una sonda de ADN marcado con [a-*?P]dCTP de la



secuencia de ADNc del gen Ts2-CysPrx. El tamizaje primario consistié en infectar
bacterias XL1-Blue con fagos de la biblioteca de biblioteca para generar 120 000
unidades formadoras de placa (ufp) en una caja de cultivo Luria sélido, estas fueron
transferidas a una membrana de nitrocelulosa, para hibridarlas con la sonda marcada,
3 placas fueron positivas. Estas placas se volvieron a tamizar como antes, se
obtuvieron 11 ufp positivas. A cada placa se le realiz6 un tercer tamizaje. Las placas
positivas se caracterizaron mediante PCR y digestion con enzimas de restriccion Eco
RI, Bam HI, Hind 111 y Kpn |, para determinar el tamafio y similitud en las placas. Las
placas positivas se convirtieron a plasmidos pBluescript utilizando el fago cooperador
ExAssist (Stratagene). Las colonias bacterianas transfectadas con pBluescript se
crecieron toda la noche en medio Luria-Bertani (LB) con ampicilina 100 pg/mL. Se
purificd el plasmido por el protocolo estdndar de lisis alcalina y se secuencid en un
secuenciador ABI Prism modelo 373 (Perkin-Elmer, Applied Biosystems). El gen
Tc2-CysPrx se cloné mediante PCR utilizando 100 ng de ADNg de T. crassiceps y
con los oligonucle6tidos PrxP5 y PrxTc disefiados a partir de secuencias conocidas 5’
y 3 no codificantes del gen Ts2-CysPrx (PrxP5 5’-
GTGAGCCAATGGGAACGCAG-3’, PrxTc 5’- CAACCAGTTCAAAGAGTGGC-
3’). El analisis de las regiones promotoras de ambos genes se realiz6 con el programa
gratuito PROMO ubicado en la pagina http://alggen.lsi.upc.es/cgi-bin/
promo_v3/promo/promoinit.cgi?dirDB=TF_8.3).

Determinacion del sitio de inicio de la transcripcion

Para determinar el sitio de inicio de la transcripcién se utiliz6 la técnica de
amplificacion de regiones 5 de ADNc (RACE, por sus siglas en inglés) empleando
ARN total como templado de T. solium o T. crassiceps aislado con TRIzol
(Invitrogen). Brevemente, se homogenizaron 100-200 mg de cisticercos de T. solium
y T. crassiceps en TRIzol con un polytron en hielo. Se adicionaron 200 p L de
cloroformo, el homogenado se incub6 5 min a temperatura ambiente y se centrifugo a
12,000 xg 15 min. Después de varias extracciones con fenol y cloroformo, la fase
acuosa se incubo con isopropanol por 10 min, se centrifugd a 7,500 xg por 10 min. El
precipitado se resuspendié en etanol al 70% y se centrifugd como ya se menciono.



Las preparaciones se resuspendieron en H,O tratada con dietilpirocarbonato (DEPC)
y se almacenaron a -70°C hasta su uso. La amplificacion del extremo 5’ no traducido
de los transcritos se hizo con los estuches Smart RACE cDNA Amplification Kit y
Advantage 2 Polymerase Mix (Clonetech), utilizando el cebador contrasentido Prx6R
(5’-AACATCTTTGAGTTCACCATCGACAA-3’) y el cebador sentido SMARTII
(5'-AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACGCGGG-3) para los genes Ts2-CysPrx
y Tc-2CysPrx. Para amplificar el fragmento 5’ no traducido del gen pAT6 se
utilizaron el cebador PAT6R (5’-AGGGAGGGGAAGACAGCACGAGG-3’) vy el
SMARTII. EIl producto de PCR resultante de cada reaccion se clon6 en el vector
pCRII para su secuencia.

Preparacion de proteinas nucleares de T. solium

Para purificar proteinas nucleares de T. solium se homogenizaron 10 gr de cisticercos
en 3 volimenes de amortiguador de lisis (HEPES 20 mM pH 7.9, KCI 20 mM,
MgCI2 1.5 mM, Nonidet P40 0.5%, EDTAO0.2 mM, Pepstatin 1 uM, Leupeptin 0.6
UM, PMSF 0.2 mM, DTT 0.5 mM) con un polytron. EI homogenado se filtrd a través
de gasa estéril. El filtrado se centrifugd a 1500 x g a 4°C y el precipitado se lavo 3
veces con el mismo amortiguador mencionado, después el precipitado se resuspendio
en 4 mL de amortiguador de lisis, se agreg6 a un tubo con 10 mL de Ficoll al 5.7% y
se centrifug6 a 1000 x g por 1 min. Para la visualizacién de los nucleos se tomaron
100 pL de cada fase y se tifieron con 80 pL de 4’,6-diamino-2-fenilindol (DAPI,
Sigma, 0.1 mg/mL) en la oscuridad por 15 min, las preparaciones se observaron en un
microscopio de fluorescencia (Nikon HFX-DX). Las fases con mayor contenido de
ndcleos se sometieron a otra ronda de fraccionamiento en Ficoll para obtener un
enriquecimiento de nucleos. Esta fraccion de nucleos se utilizaron para la extraccion
de proteinas nucleares mediante la adicién de 400 pL de amortiguador de extraccién
(HEPES 20 mM, pH 7.9, KCI 1.2 M, MgCI2 1.5 mM, EDTA 0.2 mM, DTT 0.5 mM,
Glicerol 25%, PMSF 0.2 mM, Pepstatin 1 uM, Leupeptin 0.6 uM). La preparacién se
incubo en hielo por 45 min en agitacion suave para después ser centrifugada a 2500 x
g por 10 min. El sobrenadante se dializ6 en 1 L de PBS por 3 h, se centrifugd a 10000



X g por 10 min a 4°C, se le determino concentracion de proteina por el modo de
Bradford, se dividio6 en alicuotas y se almacen6 a -70°C, hasta su uso.

Ensayos de retardamiento de la movilidad electroforética (EMSA)

Para los ensayos de EMSA, se utiliz6 una sonda de 83 pb correspondiente a los sitios
-42 a 41 relativos al sitio de inicio de la transcripcion del gen Ts2-CysPrx, la cual se
amplifico por PCR con los oligonucleotidos PrxP6 (5°-
CAGGCGCTTCGCTATATTTGG-3’) y Prx7R (5’-CCCGATGACAGCAGCAGC-
3’) y se purificod usando un sistema comercial (PCR Clean-up, Macherey-Nagel).
Brevemente, se hizo una electroforesis del producto de PCR. El fragmento de agarosa
con la banda correspondiente se cortd y se incubd a 50°C por 20 min, la solucion se
pas6 a través de una columna de exclusibn molecular y después se eluyo,
obteniéndose el producto de PCR. La sonda pura se marcé en los extremos 5’-fosfato
con 20 U de T4 cinasa (Promega) y 50 u Ci de 5' [y32P]dCTP en 50 u L. Las
reacciones de interaccion ADN-Proteina se hicieron en Hepes 15 mM, KCI 70 mM,
DTT 0.75 mM, Ficoll 400 0.225%, 2 ug poli (dI-dC), ASB 100 png/mL, espermidina 3
mM y 50,0000 cpm de la sonda. Antes de agregar el extracto de proteinas nucleares,
todos los componentes de la reaccion en el tubo fueron incubados en un bafio con
agua hirviendo por 5 min y colocados en hielo por 5 min. Para los ensayos de
competencia se agregaron a la reaccién 25-100 veces los microgramos de sonda sin
marcar (competidor homologo) y un oligonucleétido no relacionado (5’-
ATTCTAGACGAATCATCAGAGAAGTCTTC-3; competidor heter6logo).
Después de agregar el extracto nuclear (5, 10 y 15 ug), la mezcla fue incubada 20 min
a temperatura ambiente y posteriormente los complejos ADN proteina se resolvieron
en un gel de poliacrilamida al 5% en 0.5X de TBE. Los geles se secaron al vacio, se
expusieron a placas (Fujifilm) toda la noche y se revelaron en un Phosphorimager
Fujifilm FLA-5100.



Determinacion de la viabilidad y de la concentracion letal 50 a H,0,

de T. crassiceps

Después de la preincubacion de los cisticercos en medio RPMI, los parésitos se
incubaron inmediatamente en dicho medio con 1-8 mM de H;O, por 1 h a 37°C en
5% de CO,. Se lavaron los parasitos en PBS y se incubaron en 0.2 mL de bilis de
cerdo diluida 1:3 en medio RPMI por 30-60 min. Se asumié la viabilidad de los
parasitos como la capacidad de evaginar su escélex completamente, la cual fue
observada en un microscopio invertido (Nikon Eclipse TS100). Para obtener la
concentracion letal 50 (CLsp) se graficd el promedio de viabilidad * desviacion
estandar (n=8) y se determind la concentracion en la cual la vibilidad es 50%.

Transcripcion reversa acoplada a la Reaccion en cadena la de la
Polimerasa (RT-PCR)

Se utilizaron 3 grupos de cisticercos de T. crassiceps para los experimentos de
expresion: 1) incubados en medio por 0, 1, 4 y 24 h; 2) incubados en medio con H,0,
(0.25, 0.5, 1 y 2 mM) por 30 min; y 3) incubados en medio con H,0, 1 mM por
tiempos de 0, 0.5, 1, 2, 3y 24 h. Todos los grupos fueron preincubados 4 h antes de la
adicién de medio solo o con H,O,. La expresion de ARNm para los genes usados se
determin6 por RT-PCR con el estuche One Step RT-PCR (Invitrogen) usando 1 pug de
ARN total de T. crassiceps como templado y los oligonucledtidos PRX-3 (5°-
CTCCGTGGTCTCTTTATCA-3’) and PRX-9R (5°-
CTATCTTGAGCTCATGAACG-3’), disefiados a partir de ADNc de la Ts2-CysPrx
(Molina-L6pez et al., 2006). La amplificacion de 3 -actina se realizd con los
oligonucledtidos PAT6-5" (5’-TCCGGTATGTGCAAAGCC-3") y PAT6-3’ (5'-
GTGATGCCAGATCTTCTCC-3’; tomados de Campos et al., 1990). Empiricamente
determinamos que en 30 ciclos de amplificacion en la PCR todos los productos
estaban en el rango lineal de la reaccion y no en la saturacion. El programa usado en
todas las reacciones fue 50°C por 30 min para la reaccion de transcripcion inversa y
30 ciclos de 94°C por 30 s, 50°C por 1 min, of 72°C por 1 min; y una extension final



de 2°C por 5 min. Los productos amplificados fueron visualizados mediante
electroforesis en geles de agarosa al 2% tefiildos con bromuro de etidio.

Inmunoelectrotransferencia

Como ya se menciond parasitos de los mismos grupos de cisticercos de T. crassiceps
mencionados anteriormente fueron usados para preparar extractos de proteinas.
Aproximadamente 60 mg de tejido fueron sonicados 4 veces a 40 W por 1 min
dejando 1 min en hielo entre cada pulso en 500 uL de amortiguador de lisis (Urea 8
M, CHAPS 0.5 M, Pepstatin 1 uM, Leupeptin 0.6 uM, PMSF 0.2 mM, DTT 0.5 mM).
Cien microlitros de la suspensién del parasito fueron purificados con el estuche 2-D
Clean Up (Amersham) siguiendo el protocolo del fabricante. Los precipitados
resultantes fueron resuspendidos en 100 pL y centrifugados a 12000 x g por 5 min a
4°C. EIl sobrenadante fue cuantificado por el método de Bradford, alicuotado y
almacenado hasta su uso a -20°C. La integridad y composicién de las proteinas del
extracto crudo de cisticercos se determind en geles de poliacrilamida con SDS
(PAGE-SDS, Laemmli, 1970) al 12% con 2-mercaptoetanol, usando 15u g de
extractos de proteinas totales por carril, tefiidos con azul de Coomassie. Para las
inmunoelectrotranferencias la separacion de las proteinas se utilizaron geles de
PAGE-SDS al 12% con 2-mercaptoetanol con 2 ug de extractos proteicos por mm de
carril que fueron transferidos a membranas de fluoruro de polivinilideno (PVDF,
Towbin et al. 1979). Las membranas se incubaron con sueros de conejo anti-Ts2-
CysPrx o con anti-BActina (Abcam), estas se lavaron con PBS-Tween 0.1% y se
incubaron con IgGs anti-conejo conjugadas con peroxidasa. Los anticuerpos unidos a
la membrana se revelaron con 3,3’-diaminobenzidina (DAB) y 1% H,0,.



RESULTADOS

Clonacion de la secuencias genomicas de los genes Ts2-CysPrx y Tc2-

CysPrx

El gen Ts2-CysPrx de T. solium se aislé a partir del tamizaje de una biblioteca
gendmica del parasito construida en el fago AZAP. Para el caso del gen Tc2-CysPrx
de T. crassiceps se utilizé la PCR. Ambas secuencias se depositaron en GenBank
(Ts2-CysPrx: FJ621569; Tc2-CysPrx: FJ621570). Un andlisis in silico de las
secuencias mostré que ambos genes tienen los motivos cataliticos caracteristicos de
las Prx tipicas (*’FVCP*, *®EVCP!™ para Ts2-CysPrx; y “FVCP*, *'EVCP'" para
Tc2-CysPrx), donde se localizan la N-Cys y la C-Cys. Estos analisis también
confirmaron la presencia de sitios putativos de regulacion postraduccional mediante
fosforilacion (S*®) y la sobreoxidacion (*GGVQ® y 'FM™) en la Ts2-CysPrx.
Mientras que en la Tc2-CysPrx estan localizados en S¥, *'GGVQ* y ¥FMm™
(Molina et al., 2006). Como se observa en la figura 7, el andlisis de las secuencias
mostr6 que ambos promotores proximales tienen una caja TATA y una secuencia
iniciadora (Inr), asi como los posibles sitios de unién a los factores de transcripcion
Factor nuclear 1 (NF-1) a -62 pb, Proteina de especifica 1 (Spl) a -280 y Factor
nuclear relacionado a eritrocitos tipo 2 (Nrf-2) a -46 y -173 del TSS en el gen Ts2-
CysPrx. Adicionalmente, los genes Ts2-CysPrx y Tc2-CysPrx contienen las guaninas
-3y +1 (respecto al codon de inicio) descritas como potenciadoras de la traduccién
por Kozac (Kozac, 1987). Ambos genes tienen dos exones y un intron tipo Il de 67
pares de bases con sitios de union NGT-AGN en el coddn 102 para Ts2-CysPrx y 101
para Tc2-CysPrx. Mediante el analisis manual de la secuencia de ambos intrones se
encontré la secuencia putativa de reconocimiento del ARNsn Ul (Ts2-CysPrx:
SGTGAGT™: Tc2-CysPrx: **GTGACT™®; numeracion respecto al sitio de inicio
de la transcripcion, ver abajo). Asi mismo, ambos intrones tienen una region rica en
pirimidinas para la unién del Factor Asociado a U2 (Ts2-CysPrx:
24TTACGTTGCTCTTCCTAG?:; Tc2-CysPrx: “®TAGCGTTGCTCTTCTTAG??)
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Figura 1. Estructura gendmica de las Peroxiredoxinas tipicas 2-Cys de T. solium (Ts) and T.
crassiceps (Tc). EI TSS estd marcado con una flecha. En negritas se indican los codones de inicio
y término de la traduccién, los sitios donador y aceptor del intrén, asi como los motivos
regulatorios y cataliticos. La identidad de los nucledtidos y aminoacidos se muestra con asteriscos
y puntos, respectivamente. El sitio de poliadenilacion estd marcado con un triangulo. Las
secuencias putativas de unién de ribonucleoproteinas de corte y empalme estan subrayadas.
Elementos en cis que prodrian constituir al promotor, asi como sitios probables de unién a
factores de transcripcién también se indican.
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Determinacion del sitio de inicio de la transcripcion de los genes Ts2-

CysPrx 'y Tc2-CysPrx

El andlisis de las secuencias localizadas corriente arriba del ATG de los genes Ts2-
CysPrx y Tc2-CysPrx mostré la presencia de un Iniciador (Inr) y una probable caja
TATA. Para determinar el sitio de inicio de la transcripcion (TSS) de ambos genes se
realizaron ensayos de Amplificacién Répida de Extremos de ADNc (RACE) con un
oligonucleotido especifico que amplifica en direcciéon 5°, utilizando como templado
RNA total de T. solium y de T. crassiceps. Se obtuvieron una banda de 98 pb para el
gen Ts2-CysPrx y una de 102 pb para el gen Tc2-CysPrx, las cuales se clonaron y se
secuenciaron. EI TSS de Ts2-CysPrx se maped 20 nt corriente arriba del codon de
inicio de la traduccion, mientras que el TSS de Tc2-CysPrx se localiz6 a 27 nt
corriente arriba del codon ATG inicial. En ambos casos el TSS correspondié a una A
presente en el Inr (TGAATTCC para Ts2-CysPrx y TGAATCC para Tc2-CysPry;
donde la A es el primer nucleétido transcrito; figura 7). Analisis subsiguientes
demostraron que el Inr y la caja TATA de los genes Ts2-CysPrx y Tc2-CysPrx
también estan presentes en los genes de actina de T. solium pAT5 y pAT6, asi como en
los genes de actina de E. granulosus Egactl y Egactll (figura 8; Campos et al., 1990;
da Silva et al., 1993). Igualmente se encontr6 que la distancia entre ambos elementos
estd conservada en todos los genes analizados (figura 8). Adicionalmente, se
determiné el TSS de pAT®, el cual también se localizé dentro del Inr. En ninguno de
los transcritos analizados se encontrd la secuencia splice leader reportada para un
grupo de genes de T. solium (Brehm et al., 2002).



TATA Inr

EgactI =31 TATAAAAGCCCTAGAAATCACTAGAAGGATCACTAGAAGGATCACTTTGGTTGAGTGCAGTAG/ /ATG
EgactII -31 TATATTTTACGTCGAARACGGTGAACGTGGCCATTTGGATTTTACTCTTGCTAGCCTCTCGATG

PATS -30 TATATAAACCGTGGGTCTTCAAGCATCGGCAACTTACGACTTGTGCTGTATCTGTATCGGCTGTCTGCAACATG
PAT6 -31 TATAAGAAGCGCTTGGTGGGACACCAGTGGCACACTTGTCCAAGGCCAGCAGTATG

TsPrx -30 TATATTTGGCGGTAAGAGCTGTGCGTGGTGAATTCCATTGTTTGCGTGTAATG

TcPrx =33 TATATTTGGCGGTAAAGGACGCTGTGGCTGTTGAATCCCATTGTCTGCTCGCGTTCAGTGATG

Figura 2. Alineamiento de promotores proximales de genes de céstodos. Las secuencias 5’ no
codificantes de los genes de actina Egactl y Egactll de E. granulosus, pAT5 y pAT6 de T. solium,
asi como los genes de las peroxiredoxinas Ts2-CysPrx y Tc2-CysPrx se alinearon manualmente.
La caja TATA, el Inr y el codon de inicio estan en negritas. EI TSS esta subrayado. El simbolo //
corresponde a los nucleétidos 5’-AGAAGACAAATCCTTTGGTGAGCC-3’.

Preparacion de proteinas nucleares de T. solium

Para aislar los nucleos de T. solium, se rompieron cisticercos con un polytron, la
muestra obtenida se separd en un gradiente de Ficoll (ver materiales y métodos). Se
obtuvieron cinco fases visibles, las cuales fueron nombradas de acuerdo a su densidad
comenzando por la menos densa (fraccion ) hasta la mas densa (fraccion V), estas
fueron tefiidas con DAPI para determinar la cantidad de ndcleos en ellas. Las fraccion
I contenia predominantemente tejido sin romper, mientras que la Il algunos nucleos
libres y dentro del tejido. La fraccion Il incluyd principalmente ndcleos libres y
algunos corpusculos calcareos. Las fracciones IV y V estuvieron compuestas por
tejido con ndcleos y corplsculos calcareos en su interior. Con el fin de enriquecer mas
la preparacion, las fracciones con un mayor contenido de nucleos (fracciones Il y 111)
se juntaron y fueron sometidas a un segundo gradiente de Ficoll. La composicion de
las nuevas fases (1’-V’) fue muy similar a la previa, en donde la fraccién 111’ tuvo un

enriquecimiento de nucleos libres (figura 9).
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Figura 3. Preparacion de nucleos obtenidos a partir de cisticercos de T. solium. Los nucleos tefiidos con
DAPI son sefialados con flechas, la observacion se realizo en un microscopio de fluorescencia con el objetivo
de 20X. Barra = 25 pm.

Determinacion de interacciones ADN-Proteina en el promotor de
Ts2-CysPrx

Para determinar interacciones entre proteinas y el promotor de Ts2-CysPrx se
realizaron ensayos de geles de retardamiento de la movilidad electroforética (EMSA)
utilizando extractos de proteinas nucleares de T. solium. La sonda utilizada fue de 83
pares de bases, correspondientes a la region -41 a 42 relativa al TSS del gen,
conteniendo la caja TATA y el Inr. Al mezclar las proteinas con la sonda se
obtuvieron dos bandas retardadas. La de mayor retardo electroforético (flecha) tuvo
una intensidad mayor respecto a la de menor retardo (asterisco). Con cantidades
mayores de extractos nucleares la intensidad de ambas bandas se incrementd
ligeramente (figura 10 carriles 2, 3, 4). Se observd competencia especifica para la
banda de mayor retardo, la més intensa, cuando la sonda sin marcar se agrego a la

reaccion como un competidor homélogo en todas las cantidades usadas, mientras que



la banda de menor retardo se hizo més intensa (figura 10 carriles 5, 6 y 7). Al agregar
un oligonucleétido no relacionado (competidor heterélogo) no se encontrd
competencia por ninguna de las bandas retardadas a ninguna concentracion (figura 10
carriles 8, 9, 10). Estos datos indican que la banda de mayor retardo (la méas intensa)
es una interaccion especifica ADN-proteina, mientras que la banda con menor
movilidad electroforética (la menos intensa) es producida por interacciones
inespecificas.

Extracto Competidor Competidor
nuclear homalogo heterdlogo

1 2 3 R 5 6 7 8 9 10

. —— — T am———

Figura 4. Determinacion de interacciones ADN-Proteina en el promotor del gen Ts2-CysPrx. Diferentes
cantidades de extractos de proteinas nucleares de T. solium fueron incubadas con una sonda de las
secuencias TATA e Inr (-44 a 41 relativo al TSS) del gen Ts2-CysPrx. Carril 1, sonda libre; carriles 2-4, 5,
10, y 15 g respectivamente de extracto de proteinas nucleares; carriles 5-7, competidor homélogo 25X, 50X
y 100X, respectivamente; carriles 8-10, competidor heter6logo 25X, 50X y 100X, respectivamente. En todos
los carriles con competidores se usaron 15 g de extracto de proteinas nucleares.



Viabilidad de cisticercos T. crassiceps y expresion de Tc2-CysPrx

bajo condiciones oxidantes

Con el prop6sito de detectar los niveles de expresion del gen de la Prx 2-Cys se
realizaron experimentos con cisticercos de T. crassiceps crecidos en condiciones
controladas. Se establecié una curva de viabilidad para cisticercos expuestos a H,0,
durante 1 h. Se asumié la viabilidad de los paréasitos, como la capacidad de evaginar,
para seguir a su siguiente estadio de vida: el gusano adulto. Se encontr6 que la
viabilidad de los parésitos se redujo a medida que aumento la concentracion de H,0,
en el medio de cultivo. Dicho parametro de viabilidad permanecid constante hasta 2
mM de H,0,, y después de esta concentracién comenzd a disminuir, hasta llegar a
cero en 5 mM. Esta cinética de viabilidad mostrd que la concentracién letal 50 (CLso)
de H,0, es 3.0 mM par este estadio del paréasito (figura 11).
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Figura 5. Determinacion de la concentracion letal 50 (CLsp) de T. crassiceps para el H,O,. Cisticercos fueron
expuestos a diferentes concentraciones de H,O, por 1 h (triangulos) antes de determinar su viabilidad (ver
Materiales y Métodos). Parasitos incubados sin H,O, fueron usados como controles (cuadros). Los datos son
el promedio + desviacién estandar (n=8).



Estos datos fueron utilizados para determinar las condiciones de incubacion para la
determinacion del perfil de expresion del gen Tc2-CysPrx a nivel de ARNm y
proteina. Primero se evalu6 el perfil de expresion del gen en parasitos incubados en
medio sin H,O,. Estos experimentos demostraron que la expresién del ARNm de Tc2-
CysPrx permanece constante en estos cisticercos incubados en medio hasta por 24 h
(figura 12A). Por lo tanto, se decidi6 utilizar un periodo de preincubacién en medio
de 4 h antes de exponer a los parasitos a H,O, en el medio de cultivo. Como se
observa en la figura 12B, la expresion del ARNm de Tc2-CysPrx en parasitos
incubados con diferentes concentraciones de H,O, de 0 a 2 mM no cambi6 a los 30
min. De igual forma, la expresion del gen tampoco sufrié cambios en incubaciones
con H,0, 1 mM durante 0.5, 1, 2, 3y 24 h (figura 12C). En estos experimentos el
nivel de expresion del gen fue constante y la intensidad de las bandas fue similar a
través de todos los tiempos y las concentraciones de H,O, empleadas. Por otro lado,
la expresion de Tc2-CysPrx a nivel de proteina permanecié constante en los
cisticercos incubados con 1y 2 mM de H,0, por 30 minutos (figura 12D). Con estos
experimentos se puede concluir que Tc2-CysPrx no es un gen inducible.



Figura 6. Perfil de expresion del gen Tc2-CysPrx en condiciones normales y de estrés oxidante medido por
RT-PCR e inmunoelectrotransferencia. Determinacion de la expresion del ARNm de Tc2-CysPrx en
cisticercos: incubados en medio RPMI sin H,0, (A); expuestos a diferentes concentraciones de H,O; en el
medio por 30 minutos (B) y expuestos a medio RPMI con 1 mM de H,0, por diferentes tiempos (C). (D)
Determinacion de la expresion de Tc2-CysPrx a nivel de proteina en parasitos incubados en medio con 1
mM y 2 mM de H,0,. Los experimentos de expresion fueron hechos por triplicado y g-actina fue usado

como control.



DISCUSION

El céstodo parasito T. solium representa un problema de salud publica en grandes
zonas geograficas que corresponden a paises subdesarrollados, asi como en algunas
regiones de paises desarrollados sujetas a una alta migracion humana (DeGiorgio et
al., 1995; Shantz et al., 1992). La forma mas grave de la parasitosis, la
neurocisticercosis, tiene severos efectos en la salud humana y, al igual que la
cisticercosis del cerdo, representa un alto costo econémico que incide en la ya grave
situacion social de las poblaciones endémicas (Flisser et al., 2003; Praet et al., 2009;
Carabin et al., 2006). Estos factores resaltan la importancia que tiene la investigacion
en T. solium, la cual podria repercutir en el desarrollo de estrategias encaminadas a su

erradicacion.

En este trabajo se clonaron los genes Ts2-CysPrx y Tc2-CysPrx de T. solium y T.
crassiceps, respectivamente. Su arquitectura genémica y su alta identidad a nivel de
secuencia primaria y de nucledtidos sugiere que estos genes son homologos. Mediante
andlisis in silico se encontraron en su region promotora proximal sitios putativos para
Nrf2, un factor involucrado en la regulacion de genes antioxidantes (Lee y Johnson,
2004). También se encontraron los sitios putativos de unién a NF1 y a Spl. Se ha
descrito que estos factores pueden interaccionar con los miembros de la maquinaria
basal transcripcional TFIIB y TBP (Xiao et al., 1994; Kim y Roeder, 1994; Emili et
al., 1994). Se requiere de estudios funcionales para corroborar que los sitios de unién
a factores de transcripcion determinados mediante analisis in silico participan en la

transcripcion de estos genes.

En los organismos eucariontes se ha descrito ampliamente la estructura de los
promotores de la ARN polimerasa Il (Lee and Young, 2000). Estos se pueden dividir
en secuencias reguladoras y una regién promotora proximal. Las secuencias
reguladoras frecuentemente estan corriente arriba del sitio de posicionamiento de los
factores de transcripcion basales y la ARN polimerasa Il. A ellas se unen factores de
transcripcion que pueden reprimir o activar la transcipcion. Asimismo, los promotores
de genes codificantes de proteinas tienen una regién que se encuentra en la
proximidad del sitio de inicio de la transcripcion (TSS) en donde se posicionan los
factores basales de transcripcion y la ARN polimerasa |l; ésta es la secuencia minima



capaz de promover la trancripcion, llamada promotor minimo. Los promotores
minimos poseen diferentes secuencias que son reconocidas por los factores de
transcripcion basales. Por ejemplo, la caja TATA, cuya secuencia consenso para los
organismos eucariontes es TATAWAR (W = A/T; R = G/C) y se encuentra ubicada
en la posicién -24 a -31 a partir del TSS (Thomas y Chiang, 2006). Asimismo, otra
secuencia que aparece en promotores minimos de estos organismos es el Iniciador
(Inr; YYANWYY), que comprende de -2 a +5 y posiciona el TSS en la A (+1)
presente en su secuencia (Juven-Gershon et al., 2008). Los promotores de los genes
Ts2-CysPrx y Tc2-CysPrx tienen una caja TATA y un Inr, asi como un TSS
localizado en una A conservada dentro del Inr. Este resultado es consistente con la
morfologia de un grupo de promotores minimos descrita en los organismos
eucariontes y sugiere que las secuencias promotoras descritas en este trabajo son
promotores minimos (Smale and Kadonaga, 2003; Sandelin et al., 2007). Analisis
adicionales de secuencias disponibles de otros promotores de genes de céstodos
mostraron que pAT5, pAT6, Egactl y Egactll tienen grandes similitudes con los
promotores descritos en este trabajo, dado que todos tienen una caja TATA y un Inr
con una A conservada localizada en el TSS mapeado en Ts2-CysPrx y Tc2-CysPrx.
Del mismo modo, se mape6 el TSS de pAT6 y se encontrd que coincide con los de
Ts2-CysPrx y Tc2-CysPrx, lo cual sugiere que el Inr presente en los genes estudiados
es funcional y que el TSS de pAT5, Egactl y Egactll posiblemente esté conservado.
En este sentido, se ha descrito que promotores minimos con la esta arquitectura
(TATA + Inr) presentan un posicionamiento muy cerrado y especifico del TSS,
ubicando el primer nucleétido transcrito en la A (YYANWYY) del Inr (Sandelin et
al., 2007). Para demostrar estos hallazgos, es necesario hacer ensayos funcionales
para determinar si los elementos en cis encontrados en los promotores minimos de los
genes Ts2-CysPrx y Tc2-CysPrx participan en la transcripcion y el posicionamiento
del primer nucle6tido transcrito. Por otro lado, la region estructural de Ts2-CysPrx y
Tc2-CysPrx tiene dos exones separados por un intron delimitado por secuencias de
corte y empalme conocidas (Breathnach y Cambon, 1981; Padgett et al., 1986;
Schellenberg et al., 2008). Estas secuencias de corte y empalme se han descrito en los
genes de actina pAT5 y pAT6, asi como en el de la paramiosina de T. solium (Vargas-
Parada y Laclette, 2003; Campos et al., 1990). De esta manera, nuestros analisis

mostraron que las secuencias TATA e Inr, caracterizadas en genes de mamiferos



también estan presentes en genes de céstodos y que las secuencias de corte y empalme

del género Taenia no son diferentes a las de otros organismos eucariontes.

Mediante geles de retardamiento con proteinas nucleares purificadas a partir de
cisticercos de T. solium se encontrd que existe una interaccion ADN-proteina en el
promotor proximal de Ts2-CysPrx. El ligero retraso en la movilidad electroforética de
la sonda sugiere que la interacién ocurre con una proteina o complejo de bajo peso
molecular. Esta secuencia contiene los sitios putativos de union para la proteina de
union a caja TATA (TBP) y para el dimero TAFII150-TAFII250, los cuales se unen a
la caja TATA vy al Inr, respectivamente (Chalkley et al., 1999). Hasta el momento,
estos factores de transcripcién no han sido descritos en céstodos, pero se conoce que
participan en la determinacion del TSS, asi como en la eficiencia de la transcripcion
de genes altamente expresados (Sandelin et al., 2007). Lo anterior es consistente con
los reportes que indican un alto nivel de expresion de las Prx en bacterias, células y
algunos tejidos de mamiferos, lo cual podria ocurrir con los genes Ts2-CysPrx y Tc2-
CysPrx (Chae et al, 1999; Wood et al., 2003b). Asi mismo, se encontrd que la CLs
de H,O, de los cisticercos de T. crassiceps incubados in vitro con este oxidante es 3.0
mM. Esta concentracion tan elevada estd fuera de los limites fisiolégicos. Por
ejemplo, las moléculas oxidantes liberadas por los neutréfilos 0 macrofagos alcanzan
concentraciones nanomolares a micromolares, las cuales son inofensivas para T.
crassiceps (Root et al., 1975; Test y Weiss, 1984; Carreras et al., 1994). Por lo tanto,
la carencia de catalasa y probablemente la presencia de una GPx con baja actividad
contra el H,O, en estos parasitos sugiere que la resistencia a altas concentraciones de
H.0, esta dada principalmente por las Prx 2-Cys tipicas. En este contexto, reportes de
S. mansoni y S. japonicum han demostrado que existen tres isoformas de las Prx 2-
Cys tipicas en esquistosomatidos: una Prx1 citosélica que es insensible a la
inactivacion por sobreoxidacién, la cual se sobreexpresa bajo condiciones oxidantes y
que podria participar en la defensa antioxidante frente al H,O, ex6geno; asi como una
Prx2 citosolica y una Prx3 con péptido sefial mitocondrial, las cuales son genes de
mantenimiento (Sayed y Williams, 2004). La Prx2 y Prx3 son susceptibles a la
inactivacion por sobreoxidacion debido la presencia del motivo FM en su extremo
carboxilo terminal, el cual es similar al motivo YF de los genes de Taenia estudiados
en este trabajo (Sayed y Williams, 2004; Molina-Lépez et al., 2006). La ausencia de
péptido sefial mitocondrial y la presencia del motivo YF en el extremo carboxilo



terminal sugiere que las proteinas Ts2-CysPrx y Tc2-CysPrx son isoformas
citosolicas y sensibles a la inactivacion por sobreoxidacion, tal como lo es la Prx2 de
Schistosoma.

También se evalud el perfil de expresion del gen Tc2-CysPrx en condiciones
oxidantes. Se encontré que bajo estas condiciones los niveles de ARNm y de proteina
de Tc2-CysPrx no presentan cambios. Asimismo, el nivel de expresion de Tc2-CysPrx
fue menor al de actina, lo cual puede deberse a la deteccidn de la suma de mensajeros
y de isoformas pertenecientes a mas de un gen de actina, ya que se sabe que la actina
forma parte de una familia de genes altamente conservados entre especies y que
también esta presente en T. solium (Ambrosio et al., 2003). EI mismo patrén de
expresion bajo condiciones oxidantes y con otros inductores se ha observado en otras
Prxs 2-Cys tipicas, tales como la PrxIl de H. sapiens y la PfTPX-2 de Plasmodium
falsiparum (Diet et al., 2007; Yano et al., 2005). La falta de induccion del gen Tc2-
CysPrx sugiere que esta proteina podria estar codificada por un gen antioxidante de
mantenimiento que actla sobre el H,O, enddgeno, y que podria participar como
regulador redox, mas que como un gen de respuesta antioxidante contra el estrés
oxidativo exdgeno. Esto es consistente con estudios previos realizados en Ts2-
CysPrx, en donde la expresion del gen persiste durante todo el ciclo de vida del
paréasito, incluso en el estadio adulto, el cual no esta sujeto a estrés oxidativo (Molina-
Lopez et al., 2006). También es posible que otros sistemas antioxidantes no
enzimaticos actlen para proteger al paréasito, tal como se ha observado en S. mansoni,
en donde condiciones oxidantes inducen la expresion del gen de la albumina, en
forma de una proteina de sacrificio susceptible a la oxidaciéon (Williams et al., 2006).
Asimismo, es posible que la regulacién de Tc2-CysPrx sea a nivel modificaciones
post-traduccionales. Por ejemplo, ya se ha descrito en levaduras y en lineas celulares
humanas que la presencia de motivos de sobreoxidacion en las Prxs 2-Cys tipicas
causa la inactivacion reversible de la enzima en condiciones oxidantes, lo cual origina
la induccion de genes de respuesta antioxidante, tales como el de la sulfiredoxina,
enzima que restituye la actividad de la Prx, asi como la induccion de genes de la
respuesta global a estrés, tales como la GST-3 y las proteinas de choque térmico
HSP9 y HSP16 (Wood et al., 2003a; Chen et al., 2003). Es posible que algunos de

estos mecanismos estén presentes en Taenia.



La arquitectura genémica compartida en los genes de céstodos presentados en este
trabajo sugiere que la maquinaria transcripcional de genes codificantes en estos
paréasitos tiene similitudes a la de los mamiferos, y que los céstodos poseen secuencias
Inr que sirven para posicionar el sitio de inicio de la transcripcion. Este es el primer
trabajo que describe la secuencia de un promotor en céstodos. Estos hallazgos
proporcionan nuevas evidencias para futuras investigaciones de genes en ténidos de
interés médico, las cuales podrian contribuir en el desarrollo de estrategias para su

erradicacion.



CONCLUSIONES

La arquitectura genémica conservada y la alta identidad a nivel de
aminoacidos sugiere que Ts2-CysPrx y Tc2-CysPrx son genes homologos.

Los promotores proximales de ambos genes tienen una caja TATA y una

secuencia Inr, las cuales también estan presentes en otros genes de ténidos.

En ambos genes el sitio de inicio de la transcripcién se localiz6 dentro de la
secuencia Inr, lo cual sugiere que dicha secuencia es funcional y que la
maquinaria transcripcional de los genes codificantes en los ténidos es similar a

la de los mamiferos.

Existe una interaccion ADN-proteina entre la secuencia del promotor proximal
del gen Ts2-CysPrx, la cual tiene una caja TATA y un secuencia Inr, y

proteinas nucleares de T. solium.
Cisticercos de T. crassiceps tienen una CLs para el H,O, de 3 mM.

El patron de expresion de Tc2-CysPrx sugiere que este gen es de
mantenimiento para el H,O, enddgeno y que posiblemente participa como
regulador redox, y no como un gen de respuesta antioxidante contra el H,O,
exdgeno.
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Abstract The Taenia genus is capable of living for long
periods within its hosts. Reports have shown that this
successful establishment is related to its efficient defense
mechanisms against host immune response and its high
tolerance to oxidative stress. In this work, we describe the
genomic sequences of one Taenia solium and Taenia
crassiceps typical 2-Cys peroxiredoxins (752-CysPrx, Te2-
CysPrx) genes, which are 94% identical in primary
sequence with the typical 2-Cys Prxs catalytic motifs, Both
genes have the same genomic architecture, showing a
TATA box and Initiator (Inr) sequence in their proximal
promoter, two exons split by a 67-bp type Il intron and one
unique transcription start site located inside the Inr. We
show that 7. crassiceps cysticerci are highly tolerant to
H>0, presenting a lethal concentration 50 of 3.0 mM and
demonstrate that the typical 7e2-CysPrx gene is not induced
by H20,, showing a behavior of an antioxidant housekeep-
ing gene. This study describes for first time the gene
structure of a typical 2-Cys Prx in the Taenia genus.

Introduction

The cestode Taenia solium is the causal agent of cysticer-
cosis in humans and pigs. This parasite is present in most
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non-developed countries and massive human migration has
spread it to developed countries as well. The most severe
form of the disease, neurocysticercosis, is of worldwide
importance due to its impact in human health and economy
and although many efforts have been oriented to parasite
control or eradication, it is still a public health problem;
therefore, more studies are needed to fully accomplish this
goal (Carabin et al. 2006).

Several reports have shown that the successful estab-
lishment of this taeniid and other helminths in the host is
related to its evasion of the immune response and its
antioxidant defense (Alvarez et al. 2008; Vaca-Paniagua et
al. 2008; Batra et al. 1993) It is known that in the Taeniidae
family of parasitic worms the enzymatic antioxidant system
is composed by a Cu/Zn superoxide dismutase, two
glutathione transferases, a thioredoxin glutathione reduc-
tase, and one typical 2-Cys Peroxiredoxin (Vaca-Paniagua
et al. 2008; Torres-Rivera and Landa 2008: Rendoén et al.
2004; Leid and Suquet 1986; Salinas et al. 1998; Salinas
and Cardozo 2000: Li et al. 2004; Bonilla et al. 2008;
Chalar et al. 1999). Peroxiredoxins (Prx) are antioxidant
enzymes that reduce hydrogen peroxide (H.0,) to water
and a wide range of hydroperoxides to the corresponding
alcohol (Rhee et al. 2005). They are classified in 1-Cys
Prxs and 2-Cys Prxs depending on if they use one or two
cysteines for catalysis. The 2-Cys Prxs are further divided
in typical and atypical regarding if they are dimeric or
monomeric, respectively. In human helminth parasites, only
typical 2-Cys Prxs have been found and they have been
characterized principally in trematodes and nematodes, but
in cestodes their studies are limited. They are involved in
redox state balance (Sayed et al. 2006), signal and
transcriptional regulation (Wood et al. 2003), and antioxi-
dant and parasite defense (Li et al. 2004). For example. in
the trematode parasites Schistosoma mansoni and Schisto-
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soma japonicum, three ftypical 2-Cys Pms have been
characterized, of which Prx1 is induced under oxidant
conditions, while Prx2 and Prx3 are housckeeping genes
(Kumagai et al. 2006; Sayed and Williams 2004; Sayed et
al. 2006). The silencing of typical 2-Cys Prxs genes with
dsRNA drastically increased parasite sensibility aga inst H,0,
(Sayed et al. 2006). The lack of catalase and the fact that no
high H20s-reducing activity glutathione peroxidase has been
found in the Platyhelminthes phylum (Callahan et al. 1988;
Mei and LoVerde 1997) highlight the biological role of
typical 2-Cys Prx as a major source of H,0, detoxification
in these parasites (Pérez-Torres et al. 2002; Lu et al. 1998).
Moreover, the localization of I’ solium 2-Cys Prxs on the
parasite tegument suggests that they are in direct contact
with the host immune response (Molina-Lopez et al. 2006).

Here, we describe the genomic structure of a T. solium
and a Taenia crassiceps typical 2-Cys Prx gene (7s2-
CysPrx, Te2-CysPrx) and show that Te2-CysPrx is not
induced under oxidant conditions. Additionally, we show
that . erassiceps is highly resistant to H,O,.

Materials and methods
Biological materials

IU solium cysticerci were dissected from naturally infected
pork, washed three times with sterile phosphate-buffered
saline (PBS), and stored at —70°C until use. T. crassiceps
WEFU strain was extracted from the peritoneum of infected
BALB/cAnN female mice killed with CO, and washed
three times with sterile PBS (Everhart et al. 2004).

Cloning of T32-CysPrx and Te2-CysPrx genes

I solium and T. crassiceps genomic DNA was extracted as
described previously (Campos et al. 1990). Briefly 1.5 g
cysticerci was digested with Proteinase K for 2-3 h at 55°C
in TRIS 50 mM, EDTA | mM, and sarcosyl 0.5%, followed
by centrifugation at 1,000= g for 15 min, phenol/chloroform
extractions, and isopropanol precipitation. EcoRI-digested
T solium genomic DNA was used for the construction of a
A-ZAP library using the Uni-ZAP®XR vector System
(Stratagene, La Jolla, CA, USA). One hundred and twenty
thousand clones were screened ovemnight at 60°C with a
[0 *P]dCTP-labeled 732-CysPrx probe comprising the
complete complementary DNA (cDNA) sequence of the
gene labeled by nick-translation with random primers
(Amersham Biosciences). After secondary and tertiary
screenings, phage-positive clones were converted to Blue-
script plasmids using ExAssist helper phage (Stratagene).
Bacterial colonies containing the plasmid Bluescript were
grown overnight in LB ampicillin (100 pg/mL) medium.
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Plasmid DNA was prepared with alkaline lysis standard
method and sequenced on an automated fluorescent dye
DNA sequencer ABI Prism model 373 (Perkin-Elmer,
Applied Biosystems). T. crassiceps 2-Cys Prx gene cloning
was done by polymerase chain reaction (PCR) amplifica-
tion using 100 ng of parasite DNA and primers designed
from 5' and 3’ non-coding sequences of 7¥2-CysPrx
(forward: 5'- *GCCAATGTGTT TAAGGCTAGG %3’
and reverse: 5" CAACCAGTT CAAAGAGTGGC*-3")
with the following program: 1 eycle of 94°C, 30 cycles of
94°C for 30 s, 55°C for 1 min, 72°C for 1 min; and one
final extension of 72°C 5 min. The PCR product was
cloned into pCRII dual promoter (Invitrogen) and the
plasmid preparation was sequenced as mentioned before.
Putative ftranscription factor binding sites were deter-
mined with the sequence analysis program PROMO:
http://alggen.Isi.upc.es/cgi-bin/promo_v3/promo/promoinit.
cgi?ditDB=TF_8.3).

Transcription start site determination

T solium and T. crassiceps total RNA was prepared with
TRIzol (Invitrogen) and used as template for transcription
start site (TSS) determination using the Smart RACE
cDNA Amplification Kit and Advantage 2 Polymerase
Mix (Clontech). Both 5' parasite Prx RACE fragments were
amplified by PCR using reverse primer Prx6R (5-AACA
TCTTTGAGTTCACCATCGACAA-3") and forward prim-
er SMARTII (5“AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTAC
GCGGG-3Y, following the manufacturer’s directions. The
5 fragment of T. solium actin pAT6 gene was done using
the reverse primer PAT6R (5'-AGGGAGGGGAAGACAG
CACGAGG-3') designed from the pAT6 gene (Campos et
al. 1990) and SMARTIL The resulting band of each PCR
reaction was cloned into pCRII and sequenced.

Determination of T crassiceps viability under oxidative
conditions

After a preincubation of 4 h in RPMI 1640 (Sigma) with
5% CO3z at 37°C, parasites were immediately incubated in
medium with 1-7.5 mM of H;O, for 1 h at the same
conditions Afterwards, parasites were washed and incubat-
ed in 0.2 mL of pig bile diluted 1:3 in RPMI 1640 for 30~
60 min to evaluate scolex evagination, which was observed
in an inverted microscope (Nikon Eclipse TS100).

Te2-CysPrx messenger RNA expression

Three different groups of I crassiceps cysticerci were used
for the expression studies: (1) in RPMI 1640 medium for 0,
1, 4, and 24 h; (2) in medium with H.05 (0.25, 0.5, 1, and
2 mM) for 30 min; and (3) in medium with H,0, 1 mM for



Parasitol Res

0, 0.5, 1, 2, 3, and 24 h. Groups 2 and 3 were preincubated
4 h as mentioned before the addition of the medium with
H,0,. Messenger RNA expression was determined by
reverse transcriptase (RT)-PCR with One Step RT-PCR kit
(Invitrogen) using 1 pg of T° crassiceps total RNA template
and primers PRX-3 (5-CTCCGTGGTCTCTTTATCA-3")
and PRX-9R (5-CTATCTTGAGCTCATGAACG-3') to am-
plify 2-Cys Prx. Likewise, f-actin amplification was done
with primers PAT6-5" (5-TCCGGTATGTGCAAAGCC-3)
and PAT6-3' (5'-GTGATGCCAGATCTTCTCC-3"). Empiri-
cally, we determined that in 30 cycles of PCR amplification all
the amplicons were within the linear range of product
formation and did not plateau as a saturated product. The
program used in all reactions was 50°C for 30 min for reverse
transcriptase reaction and 30 cycles of 94°C for 30 s, 50°C for
1 min, of 72°C for 1 min; and final extension of 72°C 5 min
for PCR reaction. Amplicons were visualized by electropho-
resis in 2% agarose gels stained with ethidium bromide.

Te2-CysPrx protein expression by Western blot

Preincubated . crassiceps cysts were incubated in RPMI
medium with H,O» (0, 1, and 2 mM for 30 min) and used to
prepare crude protein extracts. Approximately 60 mg of tissue
was sonicated four times at 40 W for 1 min leaving 1 min on
ice between each pulse in 500 pL of lysis buffer (urea 8 M,
CHAPS 0.5 M, pepstatin 1 pM, leupeptin 0.6 pM, phenyl-
methanesulfonyl fluoride 0.2 mM, DTT 0.5 mM). One
hundred microliters of the parasite suspension was purified
with 2-D Clean-Up Kit (Amersham) following the manufac-
turer’s instructions. The resulting pellets containing the total
crude proteins were resuspended in 100 puL and centrifuged at
12,000xg for 5 min at 4°C. The supernatant was cuantified
by the Bradford method, aliquoted, and stored until use at
—20°C. Protein extract (15 pg/lane) integrity was determined
in 12% sodium dodecy! sulfate polyacrylamide gel electro-
phoresis (SDS-PAGE) with 2-mercapioethanol and stained
with Coomassie blue. For Western blot, 12% SDS-PAGE gels
with 2 pg of protein extracts per millimeter of lane were
transferred to PVDF membranes (Towbin et al. 1979).
Membranes were incubated with rabbit serum anti-7i2-
CysPrx (1:1,000) or rabbit anti-p-actin (Abcam, 1:2,000),
washed, and incubated with peroxidase-conjugated anti-rabbit
1gG. Bound antibodies were revealed with 3.3'-diaminoben-
zidine and 1% H-0,.

Results

Analysis of 2-Cys Prx gene structure

The Ts2-CysPrx and Te2-CysPrx genes were cloned from a
genomic A-ZAP library and by PCR using genomic DNA,

respectively. The genomic sequences of both genes were
deposited in GenBank under accession numbers FJ621569
and FJ621570, respectively. Both Prxs have the typical 2-Cys
Prxs catalytic motifs (YFVCP™, '**EVCP'™ for T52-CysPrx;
and *FVCP*, 197EVCP!0 for Te2-CysPrx), where amino-
terminal catalytic and resolving carboxy-terminal cysteines
are located. They also have residues and motifs similar to that
reported for phosphorylation in $* and overoxidation in
“GGVQ™ and "'FM'™ in 752-CysPrx and in Te2-CysPrx in
s¥ 1GGvQ™, and ""FM'™! (Wood etal. 2003). As seen in
Fig. 1, sequence analysis showed that both proximal
promoters have a TATA box and an Initiator (Inr) sequence,
as well as putative binding sites for NF-1 (at —62 and —65 pb
for 752-CysPrx and Te2-CysPrx, respectively), Nrf-2 (at —46
and —153 for 752-CysPrx and at —49 for Te2-CysPrx), and
Spl (at =275 for T52-CysPrx). It is interesting to note that
both genes contain the —3 and +4 guanines (in respect to the
translation start codon; GNNATGG) described by Kozak to
be translation enhancers (Kozak 1987). Both genes had two
exons separated by one small type Il intron of 67 bp that has
NGT-AGN donor-acceptor sites placed in codon 102 for 752-
CysPrx and 101 for Te2-CysPrx. Sequence analysis of both
introns showed a putative Ul recognition sequence (752-
CysPrx: " GTGAGT'™, 1e2-CysPr: ' GTGACT'®; num-
bering from the first transcribed nucleotide, see below)
spanning the donor site (underlined), and a pyrimidine-rich
tract for U2 Associated Factor (U2AF) binding (732-CysPrx:
T TACGTTGCTCTTCCTAG™ ;. Te2-CysPry: °°TAG
CGTTGCTCTTCTTAG™) positioned in the acceptor site
(underlined). For T82-CysPrx, exon | is 134 pb and exon 2 is
454 pb, while exon 1 and 2 of Te2-CysPry are 131 and
454 nt.

Transcription start site

Analysis of the sequences located upstream of the ATG in
Ts2-CysPrx and Te2-CysPrx indicated the presence of an
Inr sequence and a TATA box. To localize the TSS in both
genes, we performed 5 RACE experiments and sequenced
of the amplified products of 732-CysPrx and Te2-CysPry.
The TSS in I52-CvsPrx was mapped 20 nt upstream of the
translation start codon (ATG), whereas in Te2-CysPrx it
was located 27 nt upstream of the ATG. In both cases, the
TSS corresponds to an A located within Inr sequence
(TGAATTCC, for 782-CysPrx and TGAATCC for Te2-
CysPrx; where the A is the first transcribed nucleotide;
Fig. 1). Further sequence analysis showed that the Inr and
TATA sequences of 7§2-CysPrx and [e2-CysPrx are
conserved in the Cestoda genes, such as T solium actin
genes pATS and pAT6, as well as to the Echinococcus
granulosus actin genes Egact! and Egactl] (Campos et al.
1990; da Silva et al. 1993); moreover, the nucleotide
distance between both clements is conserved in all the
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Ts TETTCAAGGRCAT GRARATTOCE ATGLTC TADCAR CAGARTCTCACGCGACTACGGCATACT GATCGAGGAACAGGE TETTECTOTCLGCEG TOTC T TATCA GATAR 465
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Fig. 1 Gene structure of T. solium (%) and T. crassiceps (Te) 2-Cys
Prxs. The transcription start point is marked with an arrow. Initiator
(1nr) sequence, TATA box, start (ATG) and stop (TAG) codons, donor
and acceptor intron sequences, and protein regulatory and catalytic
motifs are in bold. Nucleotide and amino acid identity is denoted with

sequences analyzed (Fig. 2). In order to know if the TSS
located in the Inr sequence of the Prxs genes studied is
conserved in I” solium pAT6, we conducted more 5' RACE
experiments, which mapped actin gene TSS also inside the
Inr sequence (Fig. 2). This result demonstrates sequence
conservation between different taeniids gene proximal
promoters. The T. solium splice leader sequence reported
for a group of parasite genes was absent in all transcripts
analyzed (Brehm et al. 2002).

asterisks and dots, respectively. The T32-CysPrx polyadenylation site
is denoted with a triangle. Putative splicing factor sites for Ul and
UZAF are underlined. Putative transcription factor binding sites are
written above their comesponding motifs

Viability of T' crassiceps and Te2-CysPrx expression
under oxidant conditions

In order to know if T. crassiceps 2-Cys Prx gene is induced
under oxidant conditions, expression experiments were
conducted using T crassiceps cysticerci in controlled
conditions. First, we established a concentration curve to
determine viability in cysticerci incubated in medium with
H>0; for 1 h. Viability of the parasites was assumed as the

TATA Inr
EgactI =31 TATARAACCCCTAGARATCACTAGAAGEATCACTAGRAGGATCACTTTGGTTGAGTGUAGTAG/ /ATG 59
EgactIl -31 TATATTTTACGTCGAAACGETGARCETGECCRATTIGGATTT TACTCT TGCTAGCCTCTCCGATE 32
PATS =30 TATATAAACCGTGGGT CTTCAAGCATCGGCAACTTACGACTTGTGCTGTATCTGTATCCGCTGTCTGCAACATG 44
PATE Sk TATARGARGCGOTTGGT GEEACACTAGTGGCACACT G TCCARGGCCAGUAGTATG 25
TsPrx -30 TATATTTGGCGETAAGAGC TGTGCCTGETGRATTCCATTGTTTGCGTGTAATG 23
TePrx =33 TAPATTTGGCGGTAAAGGACGCTGTGGCTGTTGAATCCCATTGTCTGCTCGCET ICASTGATG 30

Fig. 2 Multiple alignment of Cestoda promoter nucleotide sequences.
Naon-coding 5' m seq of E g I actin | and actin
1l (Egactl, Egactll) (da Silva et al. 1993), T. solium actins pATS and
pAT6 (M28996, M2899T), Tu2-CysPrx (TiPrx, FI621569), and Te2-
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CysPrx (TePrx, F1621570) were manually aligned. TATA box and Inr
sequence, and ATG start codon are in bold. The TSS is underlined.
The symbol // denotes the lacking nucleotides 5-AGAAGA-
CAAATCCTTTGGTGAGCC-3'
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Fig. 3 Deiermingtion ol the lethal concentration (LCey) of T
crasyiceps w0 HaOw Cysticerei were exposed to different Ha0:
concentrations (or | b (friangles) prior viability deternunation (see
“Matenals and metiods™), Parastes incubated in medium withouwt
Hals were used as a control (open boves), Data are mean = 5D (n=5§)

capacity of cysticerei scolex evagination, to follow its life
cyele to adult womm, We found that parasite viability is
reduced when H.0, concentration is increased. Parasite
viability remains unaffected up to 2 mM of HoOs, and afier
this concentration, it begins to decrease until it reaches zero at
5 mM. This viability kinctics showed that lethal concentration
50 (LCsp) of Hy0, is 3.0 mM (Fig. 3). These data were used
to determine conditions for 7e2-CysPry messenger RNA
(mRNA) and protein expression assays. We evaluated the
expression profile of the gene in parasites incubated in
medm without oxidative insult, These experiments showed
that 702-CvsPrx mRNA expression levels remained un-

B Without H,0,

t(h) o 1 4 24

s [
¢ H,0,1 mM
N oo @ 2 3 9
e [

Fig. 4 Gene expression profile of fe2-CysPrx from  cysticerci
exposed o Hy0, determined by RT-PCR and WB. Determination of
expression pf JTe2-CysPre mBNA in cysticerci: a incubated in RPMI
medium without HxOy at 0 10 24 b b exposed w0 different Ha0s
concentmtions for 30 min and ¢ exposed to HaOs | mM for differem

changed in cysticerel incubated in medium for up to 24 b
(Fig. 4a). Therefore, we used 4 h of preincubation prior to the
incubation of parasites with H10.. As seen in Fig. 4b, To2-
CywPrx mRNA expression level did not change in parasites
incubated for 30 min with H,O, concentrations ranging from
0 to 2 mM. Also gene mRNA expression level was not
changed in parasites incubated with | mM of H,0, for 0.5, 1,
2, 3, and 24 h (Fig, 4c). In these experiments, the expression
level of Te2-CysPry mRNA was constant and the intensity of
the bands was similar throughout time and concentrations of
H205 used. On the other hand, Te2-CysPrx protein expression
level remained the same in parasites incubated with (). 1, and
2 mM of H.0, for 30 min (Fig. 4d).

Discussion

We have cloned one gene of a typical 2-Cys P in T
sulfun and . crassiceps. Their genomic architecture and
high ideniity at the level of primary and nucleotide
sequence suggest that both genes are homologous. Com-
putational analyses showed two putative sites for Nrf2 in
their promoter sequence, a factor involved in the regulation
of antioxidant genes (Lee and Johnson 2004). Besides we
found putative sites for the transcription factors NF1 and
Spl. it is known that these transcription factors can interact
with members of the basal transcription factor machinery,
such as TBP and TFIIB (Xiao et al. 1994; Kim and Roeder
1994: Emili et al. 1994). However, functional studies
should be done to comoborate these findings.

The proximal promoters of both genes have a TATA box,
an Inr sequence, and a single TSS that corresponds to an A

b 30 min H,0,

(mM) 0 o025 05 1 2

s [

30 min H,0,
(mM) 012

Prx e
Act W

times, d Determination of Te2-CysPry protein expression in parasites
incubated 30 min m RPMI with HiO, 1 snd 2 mM. Lxpression
expenments were done by triplicate and B-actn was used as a control
A mepresenuive gel and blow of cach experiment is shown
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located within the Inr sequence. This result is consistent
with the data reported for a subset of mammalian genes
where TSS is located in the Inr consensus sequence
(YYANWYY) comprising —2 to +5 and which has a TATA
box located at —28 to —34 from the TSS (Smale and
Kadonaga 2003: Sandelin et al. 2007). Additional sequence
analysis of other Cestoda genes showed that pATS5, pAT6,
Egactl, and Egact!l proximal promoters present strong
similarities to the ones reported in this work, since all have
a TATA and an Inr sequence with a conserved A placed in
the mapped TSS on 7&2-CysPrx and Te2-Cyvs Prx. Therefore,
we mapped the TSS of pAT6 and found it matches to the
TSS of T52-CysPrx and Te2-CysPrx, which suggests that the
Inr present in the genes analyzed could be functional and
the TSS of pATS, Egacd, and Egactll is conserved. The
structural region of 752-CysPrx and 722-CysPrx has two
exons split by one intron with known splicing sequences
(Padgett et al. 1986; Schellenberg et al. 2008). These
analyses showed that proximal promoter sequences, such
as Inr and TATA boxes, characterized in mammalian genes
are also present in Cestoda genes and that splicing signals in
Taenia genus are not different from other eukaryotic
organisms.

Besides, we showed in vitro that 7. crassiceps cysticerci
have a LCsg to Ha05 of 3 mM. This extreme concentration
of Hy0, is never reached in the host. Therefore, the lack of
catalase and probably the presence of a low GPx activity
toward H202 in these parasites suggests that resistance to
high H,0O5 concentration in the medium could be conferred
mainly by the typical 2-Cys Prxs. In this context, reports on
S. mansoni and 8. japonicum show that there are three
typical 2-Cys Prxs isoforms in schistosomatids: a cytosolic
overoxidation insensitive Prx1, which is overexpressed
under oxidant conditions and which could participate in
responsive antioxidant defense against exogenous H»Oa;
and a cytosolic Prx2 and a peptide-targeted mitochondrial
Prx3, which are both housekeeping genes. The latter two
are prone to overoxidation by the presence of a C-terminal
overoxidation FM motif, which is similar to the YF motif of
the Taenia genes studied (Sayed and Williams 2004;
Molina-Lopez et al. 2006). The absence of a mitochondrial
signal peptide and the presence of the C-terminal YF motif
suggest that T52-CysPrx and Te2-CysPrx are cytosolic
overoxidation susceptible Prxs, such as schistosomal Prx2.
We found that at the RNA and protein levels Te2-CysPrx is
not overexpressed under oxidant conditions. This expres-
sion pattern has been observed in other typical 2-Cys Prxs,
such as human Prx2 (Diet et al. 2007), the mematode
Haemonchus contortus 2-Cys Prx (Bagnall and Kotze
2004), the S. mansoni Prx2 (Sayed et al. 2006) and
Plasmodium falciparum PfTPX-1 (Yano et al. 2005). Lack
of induction of Te2-CysPrx suggests that this protein could
be an antioxidant housekeeping gene for endogenous H,0,
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that possibly participates as a redox regulator, rather than a
responsive gene against exogenous oxidative stress. This is
in accordance with our previous observations made in 752-
CysPrx, where gene expression persists through all the life
cycle of IU solium, even in the adult stage which is not
subject to oxidative stress (Molina-Lopez et al. 2006). It is
likely that other non-enzymatic antioxidant systems could
act to protect the parasite, as seen in S. mansoni, where
oxidant conditions induce albumin silent gene expression as
a sacrificial protein prone to oxidation (Sayed et al. 2006).
The shared proximal promoter architecture found in the
Cestoda genes presented here suggests that the transcription
machinery in these parasites is similar to their mammalian
counterpart, and that Cestoda genes possess TATA and Inr
sequences that serve for TSS positioning. This is the first
report which describes a proximal promoter sequence of a
gene in cestodes. Our findings provide new insights for
further investigations of genes in taeniids of medical
interest, which could contribute for their eradication.
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Abstract: This review focuses in the role that antioxidant enzymes play in protection and other important physiological
functions such as signal transduction, cell differentiation, growth and apoptosis. Parasites use these enzymes to evade
ROS produced by the host immune response and for development inside the host. [n the cestoda Taenia solium, three
antioxidant enzymes have been studied: a cystosolic Cu.Zn superoxide dismutase that is a target of cestocidal diugs
(bencimidazoles): a 2-Cys peroxiredoxin that is a regulatory enzyme of HyOy, molecule essential for several physiological
functions: and two isoforms of glutathione transferases that are immunological targets, since they protect immunized mice
against cysticercosis. Moreover. all these enzymes are present in all stages of the parasite. These findings suggest that
antioxidant enzymes have an important role in I. solium physiology and infection. therefore they might represent the

Achilles’ heel of the parasite.

Keywords: Taenia solium. antioxidant metabolism. superoxide dismutase. 2-Cys peroxiredoxin. glutathione transferase.

ENZYMES OF ANTIOXIDANT METABOLISM

Taenia solium, in human and pig infection, must confront
host immune response [1]. Oxidative damage produced by
reactive oxygen species (ROS) such as superoxide anion
(077), hydrogen peroxide (H,0,) and hydroxyl radical is one
of the major challenges that the parasite must confront.
Besides, ROS attack all cellular components and produce
new and more aggressive ROS such as lipid hydroperoxides
and reactive carbonyls [2]. It is well known that these
molecules can damage or kill parasites [3]. Nevertheless,
ROS are necessary for the physiology of organisms. in pro-
cesses such as signal regulation, cell differentiation, growth
and apoptosis [4. 5]. Taenia solium is armed with enzymatic
ROS scavengers such as superoxide dismutase (SOD). 2-Cys
peroxiredoxin (2-Cys Prx). and two glutathione transferases
(GSTs). Antioxidant enzymes are also responsible for
maintaining a fine balance befween external and internal
ROS in cells. To date. only these three enzymes from the
antioxidant metabolism have been studied in T. solium.

1) Superoxide dismutases are a family (SOD, E.C.
1.15.1.1) of metalloenzymes which catalyze the O,
dismutation into H,O, and oxygen (O,). They are classified
in four types, according to the metal present in the catalytic
site of the enzyme: manganese (Mn-SOD); copper-zinc
(Cu.Zn-SOD): iron (Fe-SOD): and nickel (Ni-SOD) [6. 7. 8].
Each SOD is encoded by a different gene and they have
different structures and subcellular localizations. To date,
two types of SODs have been reported in helminths: a Mn-
SOD that is localized into the mitochondrial matrix with a
homotetrameric structure of ~96 kDa, constituted by
monomers of ~22 kDa. Every monomer contains a Mo’
atom coordinated with the H*°, HY, H'™, D'¥, Q“‘5 amino
acids [9]. Tt is an essential gene, since knock out mice (Mn-
SOD™) are severely affected and die only a few days after
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birth [10]. Helminths also possess two enzymes of Cu.Zn-
SOD. an exfracellular Cu.Zn-SOD (ECCu.Zn-SOD). which
is secreted, due it has a hydrophobic signal peptide: and a
cytoplasmic Cu,Zn-SOD (Cu,Zn-SOD), widely distributed in
the cytosol and in fhe cell nucleus. ECCu.Zn-SOD is a
tetrameric glycoprotein composed by four identical 30kDa
subunits and prevents cell damage initiated by extracellular
superoxide [11]. In contrast. Cu.Zn-SOD has a homodimeric
structure with ~32 kDa. Recent reports showed that Cu.Zn-
SOD-null Drosophila melanogaster and knock-out mice
(Cu.Zn-SOD™) exhibit a decreased growth rate and shor-
tened lifespan [12. 13]. In addition. Cu.Zn-SOD expression
is upregulated by phosphatidylinositol 3 kinase and nuclear
factor-kB in rat cells [14]. Also, SOD is implicated in
regulation and cell growth through the control of O,” levels
in the activation of signaling pathways (e.g. ras/rac-Rafl-
MAPK and RaffMEK/ERK) [15, 16].

Both Cu.Zn-SOD enzymes contain one atom of cu’ and
one of Zn™" at the active site. Copper is coordinated with
histidines (H46. e i) leo)_ one of which makes a bridge
between Cu and Zn. Zinc is bound to amino acids H*. H‘?—l,
H* and D%, forming a structure that resembles a Zn finger
domain [17]. Each monomer folds as a flattened Greek-key
p-barrel. made of eight antiparallel f-strands connected by
seven loops. This barrel forms a channel by which O, is
directed to the active site by a positive electrostatic field
constituted by charged residues. The channel and metal-
binding amino acid residues are conserved in virtually all
known Cu,Zn-SODs [11]. The mechanism of catalysis invol-
ves two general steps. 1) cu®" reduction by one molecule of
05" to produce molecular oxygen, and 2) Cu’ oxidation by
another 0O, molecule to generate H.O,. First step involves
coordination of O  to the oxidized copper center stabilized
by a conserved R™. where one electron is transferred from
0, to SOD-Cu”™", yielding O, and the reduced SOD-Cu (H)
complex. In this process imidazole ring of H is protonated.
In the second step another O,  is driven electrostatically
through the channel to the active site and coordinated with
SOD-Cu” and R'™. The proton gained by H® is transferred
to the 0,7, while another proton is taken from one water

© 2008 Bentham Science Publishers Ltd.
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molecule. This reaction produces H,O; and the regeneration
of active-site copper (SOD-Cu”") and HY, completing the
catalytic cycle.

SOD-Cu*™ +0,”+ H — SOD-Cu™(H") + 0, n
soD-cu'(H') + 0,"+ H™ — SOD-Cv’* + H,0, )

In platyhelminthes such as Schistesoma mansont
(Trematoda). two Cu,Zn-SOD enzymes have been identi-
fied: a cytosolic and other extracellular that contains a signal
peptide. Both are coded by different genes. They are
localized in the subtegumental tissue and one is secreted to
the host-parasite interface [18. 19]. The Cu.Zn-SOD cDNAs
of S, mansoni and Fasciola heparica have been cloned and
characterized [20. 21]. Recently, a crystal structure of S.
mansoni cytosolic Cu.Zn-SOD (SmCtSOD) was solved [22].
This study showed that SmCtSOD and human Cu.ZnSOD
have differences in two amino acids (L132 and Vm) that are
in the entrance of the channel near the active site. These
amino acids play an important role in conformation and
charge distribution for substrate attraction; therefore they
could be used to develop inhibitors against the parasite
enzyme. On the other hand. SOD has been used as target for
drugs and in vaccination studies. For example, immunization
experiments using S. mansoni Cu.Zn-SOD enzyme and DNA
constructs of the gene showed significant levels of protection
in mice [23]. Moreover. in vitre inhibition assays with
bencimidazoles and pirimidine derivatives on crude extracts
from trematodes (F. heparica and Dicrocoeelium deniriticum)
and cestodes (Moniezia expansa. M. benedeni. Avitellina
centripunctata, Dipylidium caninum and T. hvdatigena)
showed a decrease in SOD activity [24. 25]. In other study.
mice infected with Echinococcus granulosus cysts, treated
with mebendazole showed an increase in the parasite SOD
activity. In contrast, albendazole and praziquantel had no
effect on the activity of this enzyme [26]. On the other hand,
there are several reports in nematodes of the existence of
Mn-SOD [27]. and only one report in trematodes [28]. but
there are not reports for cestodes.

Cu.Zn-SOD has been purified of cysticerci extracts from
T. raeniaeformis and T. solium (Cestoda). These enzymes
have tetrameric and dimeric structures, with ~64 and —-30
kDa, respectively [29. 30]. In T. selium a clone encoding a
Cu.Zn-S0D was isolated from a cDNA library of the larval
stage. The deduced amino acid clone indicates that the
enzyme has a predictive monomeric Mr of ~15.6 kDa, the
classical motifs and amino acids invelved in the function of
cytosolic Cu.Zn enzymes. Amino acid sequence analysis
revealed 71% identity with S. mansoni. 60% with mam-
malian and less than ~54% with other helminth Cu.Zn-
SODs. and the conserved f-barrel structure of the enzyme
consisting of eight antiparallel p-strands joined by loops
(Fig. 1). This barrel constitutes the channel through O, is
conduced to the catalytic site, where H,O, and O, are
produced. A functional recombinant T. solium Cu.Zn-SOD
of 30 kDa was produced and western blot analysis with
antibodies against this enzyme showed that this enzyme is
expressed in all stages of the parasite. Antibodies did not
affect the enzymatic activity: nevertheless. they crossreacted
with several Taemia species but not with trematodes,
nematodes, pig. luman or bovine Cu,Zn-SOD enzymes. In
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Fig. (1). Structural model of Taenia solium Cu,Zn-SOD monomer.
It shows the B-barrel stucture formed of eight antiparallel B-strands
(arrows) joined by loops (lines). Model was constiucted by
MODELLER program [32].

vitre studies with thiabendazole and albendazole inhibited
the activity of T. solium Cu.Zn-SOD. but not the bovine
Cu.Zn-SOD [31]. Interestingly. these data show structural
differences between the SOD of this parasite and its hosts.

2) Peroxiredoxins (Prxs, E.C. 1.11.1.15) are conserved
enzymes reported from archeobacteria to humans. covering
plants, mammals, protozoa and helminths [33]. These
peroxidases catalyze the reduction of 1) hydrogen peroxide
(H»0-) to water; 2) hydroperoxides (ROOH) to the corres-
ponding alcohol and water; and 3) peroxynitrite (OONQ") to
nifrite and water, using thioredoxin as electron donor [34-
36].

H;O0,+e — 2H,0 (1)
ROOH +¢ — ROH ~ H,O (2)
OONO + & — NO, < Hy,0 6))

Prxs do not need prosthetic groups, metals or coenzymes
for their catalysis. Their structural classification is based on
whether they use one or fwo cysteines for catalysis.
According to this, there are 1-Cys and 2-Cys Prxs. The 1-
Cys Prxs have only one cysteine inside the amino terminal
motif PVCT (N-Cys). while the 2-Cys have the conserved N-
Cys in the motif FVCP and a carboxy terminal cysteine (C-
Cys) in the motif VCPA [37]. Additionally, 2-Cys Prxs can
be further divided into 2-Cys typical and 2-Cys atypical. In
the three classes the first step of cafalysis, thiolate and
sulfenic acid formation, is the same, Typical 2-Cys Prxs are
homedimers joined head to tail. where the N-Cys is facing
the C-Cys of the adjacent monomer. Their catalytic
mechanism involves the formation of the thiolate form of the
N-Cys (N-Cys-S7). stabilized by guanidino group of R
This highly reactive thiolate reduces the peroxide in a
nucleophilic attack yielding the cysteine sulfenic acid (N-
Cys-SOH) and water The reaction causes a local rearrange-
ment of the active site exposing the N-Cys-SOH to the
solvent. This structural modification brings the otherwise far
(~10 A) C-Cys of the other monomer close enough for the
formation of an intermolecular disulphide bond in a conden-
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sation reaction between the two cysteines. The next step is
the reduction of the disulfide by thioredoxin. which renders
the active form of the enzyme ready for thiolate formation
[38]. Atypical 2-Cys Prxs are monomeric proteins in which
the N-Cys sulfenic acid reacts with the C-Cys of the same
monomer forming an intramolecular disulfide bond, which is
reduced by thioredoxin. The 1-Cys Prxs are monomers that
have only the N-Cys. The identity of the molecule or
molecules that react with the N-Cys sulfenic acid of 1-Cys
Prx are still uncertain. Recent studies in mammals and yeasts
have demonstrated that 2-Cys Prxs, although antioxidant, are
not just backup systems for other peroxidases. instead. they
participate in  signal transduction regulation [39]. For
example. knock out experiments of 2-Cys Prx in mammalian
cells showed an up regulation of JNK and p38 MAPK
pathways in response to TNFo. In contrast. the increased
expression of the enzyme had a down regulation effect on
these two signaling pathways after induction with TNFu
[40]. In this respect. it has been demonsirated their
participation in regulation resides in the capacity of the
active site sulfur to be oxidized from Cys-SOH (cysteine
sulfenic acid) to Cys-SO,H (cysteine sulfinic acid) under
oxidative stress during catalysis [41]. This “overoxidation” is
absent in all other known peroxidases (e.g. catalase,
glutathione peroxidase) and renders 2-Cys Prxs catalytically
inactive. Overoxidation, previously thought to be biolo-
gically irreversible. is slowly reversed by two ATP-
dependent reductases, sulfiredoxin and sestrin [42. 43].
Although there are other proteins with cysteines that can be
oxidated to the sulfinic form, sulfiredoxin reduction of this
group is specific for 2-Cys Prxs [44]. Under this light, Wood
and colleagues have suggested that they may act as mole-
cular sensors or “floodgates™ of hydrogen peroxide. distin-
guishing between signal fransduction and the deleterious
effect of this oxidant molecule. This model postulates that
under normal conditions HyO; is reduced by Prxs. while in
elevated endogenous production caused by signal
transduction, they become temporally inactive (opening the
floodgate) enough time for the signal to take place [45]. Two
motifs are responsible for overoxidation of the 2-Cys Prx
enzyme, the GGLG and the YF motifs localized in the
carboxy terminal site. In a S. manseni 2-Cys Prx, Sayed and
colleagues demonstrated that the transference of an YF motif
from an overoxidation sensitive 2-Cys Prx to an over-
oxidation insensitive 1-Cys Prx converts the last in an
overoxidation sensitive enzyme [46]. This work highlights
the biological significance of these motifs in the regulation
of catalysis. In Prxs with N-Cys-SOH. these motifs face each
other burying the catalytic site away from the C-Cys-SH of
the adjacent monomer. preventing the formation of the
disulfide bond. This fact permits N-Cys-SOH to be further
oxidized to N-Cys-SO;H, resulting in the inactivation of the
enzyme [45].

Several 2-Cys Prxs have been cloned in platyhelminthes.
and due to the apparent lack of catalase and low activity of
glutathione peroxidase in these organisms, it’s believed that
they play an important role in parasite defence against host
immune-derived oxidative stress [27]. 5. mansoni (SmPrx2,
SmPrx3) and F. hepatica (FhePrx) enzymes have revealed
similar structure and overoxidation (GGLG and YF) motifs
as their mammalian homologues [46. 47].
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Taenia solium possess a typical 2-Cys Prx (Ts2-CysPrx)
encoded by a single copy gene. The recombinant enzyme
showed activity with both H,O, and cumene hydroperoxide
and has the regulatory GGVQ and FM motifs [48] (Fig. 2).
Prxs of other cestodes, such as E. granulosus and E. nuiltilo-
cularis. also presented these motifs [49]. Additionally, Ts2-
Cys Prx has the phosphorylation site V*"SRKE. described
recently as an inactivating element for enzyme catalysis
during mitosis. and two other putative sites (F*TCKA and
FIMTDKH} that could be implicated in enzyme regulation
[50]. Moreover, Ts2-Cys Prx is expressed during the entire
life cycle and is localized in the parasite tegument.
Furthermore. 2-Cys Prxs are expressed among the Taenia
genus, as has been demonstrated by western blotting, where
antibodies against Ts2-Cys Prx recognized a band of same
molecular mass in T. saginata adult and T. crassiceps
cysticerci protein extracts [48]. It has been proven that these
organisms are resistant to extreme hydrogen peroxide
concentrations in vifiro. however. these significant mecha-
nisms remain still unclear.

3) Glutathione transferases (GST, E.C. 2.5.1.18)
comprise a versatile family of enzymes that were identified
as glutathione (GSH) conjugaters. This fact, placed them
only as detoxification enzymes for a long time. The general
reaction of conjugation of GSH to electrophilic compounds
generates a conjugate that is transported out to the cell by
several pathways [51-53]. The reaction can be a nucleophilic
attack, aromatic substitution, epoxide ring opening. rever-
sible Michael addition, isomerization or peroxidation.

GSH + RX — GSR+HX 1

In recent years a wide diversity of functions have been
attributed to GSTs, such as leukotriene and prostaglandine
biosynthesis, catabolism of aromatic amino acids, xenobiotic
transport. modulation in signal process. ion channel
modulation and/or formation [51-55].

The GSTs are grouped in three subfamilies according to
their cell location: 1) mitochondrial GSTs: 2) microsomal or
MAPEG (membrane-associated proteins involved in
ecosanoid and glutathione metabolism): and 3) cytosolic or
canonical GSTs. The first group includes the unique kappa
(K) class. This class has a very high peroxidase activity and
its location suggests @ main role in $-oxidation of fatty acids.
Formerly. K class was included with cytosolic GSTs. but a
new hypothesis about its evolution postulates this class is not
the ancestor of cytosolic GSTs. instead. both evolved toge-
ther and then diverged [52, 53]. The second group, micro-
somal GSTs. is the less characterized of the three. Some
studies have identified four classes (I II, III and IV).
However. these classes are not well defined yet. Microsomal
GSTs are very different to mitochondrial and cytosolic GSTs
in gene, primary and tertiary structure, They are involved in
ecosanoid melabolisin,  synthesis ol  leukolrienes  and
prostaglandins and activation of some lipoxygenases. The
first microsomal GST was identified by conjugation with
GSH, but this activity is not their main function [52, 54].

The last group, cytosolic GSTs. is the best characterized.
The group members could be divided in 1) organism-specific
GST classes such as lambda (L). phi (F) and tau (U) in
plants, beta (B) in prokaryotes, delta (D) and epsilon (E) in
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HBPEX2: = sexeeasesemme MASGN------=~ ARIGKPAPDFKATAVVDGAFKEVKLSDYKGKYVV 39
SMPIXZ2 3 ssescescscsscssscsssc=ans MLLPNQPAPDFEGTAVIGTELRPISLSQFQGKYVL 35
SmPrx3 MLLOGFIKGALRYNRSSVSNLCRHYAAHVQRPAPDFCGTAVVDGQFKEIKLRDFAGKYLV 60
TE=2CYBPTX 3  ~sccssccsamcmasmacnas MHEARAVIGRPAPGFTCKALVDGELKDVSLSDYKGKYVI 39
EgPrx = = = @ sssessscscscscsscscsccoes MAAVVGKLAPSFTCKALVDGELKDVSLSDYRGKYVI 36
-1y - M e s L MVALVGKLAPSFTCKALVDGELKDVSLSDYRGKYVI 36
HePrx2 LFFYPLDFTFVCPTEI IAFSNRAEDFRKLGCEVLGVSVDSQFNHLAWINTPRKEGGLGPL 99
SmPrx2 LVFYPLDFTFVCPTELIAFSERAAEFQSRGCQVIACSTDSVYAHLAWTKLDRKAGGLGOM 95
SmPrx3 LFFYPLDFTFVCPTELTAFSDRIDEFKNEGVEVVGVSTDSHFSHLAWINTPRKEGGLGGL 120
Te-2CysPrx LFFYPMDFTFVCPTEI IAFNDRAGEFHQRGCQLLACSTDSAYSHLAWNNVSRKEGGVQGM 99
EgPrx LFFYPMDFTFVCPTEI IAFNDRADEFHQRGCQLLACSTDSGYCHLAWNNVSRKEGGVQGM 96
EmPrx LFFYPMDFTFVCPTEI IAFNDRADEFRQRGCQLLACSTDSGYCHLAWNNVSRKEGGVQGM 96
anen

HsPrx2 NIPLLGDVTRRLSEDYGVLKTDEGIAYRGLFIIDGKGVLRQITVNDLPVGRSVDEALRLV 159
SmPrx2 NIPLLSDKNLRISRAYEVLDEQEGHAFRGMFLIDRKGILRQITVNDRPVGRSVDEAIRLL 155
SmPrx3 RYPLLADYQKQVTRDYGVLHEELGVALRGLFIISADGIIRQITINDLPAGRSVDEVLRLV 180
Ts-2CysPrx KIPMLADTNHRISRDYGVLIEEQGVALRGLFIIDDKGILRQITIDDLPVGRCVDEALRLL 159
EgPrx RIPMLADTNHKISRDYGVLIEDQGIALRGLFIIDDKGVLRQITINDLPVGRSVDEALRLL 156
EmPrx RIPMLADTNHKISRDYGVLIEDQGIALRGLFIIDDKGVLRQITINDLPVGRSVDEALRLL 156
HsPrx2 QAFQYTDEHGEVCPAGWKPGSDTIKPNVDDSKEYFSKHN 198

SmPrx2 DAFIFFEKHGEVCPANWKPNSATIKPDPVASLSYFSSVH 194

SmPrx3 RAFQYTDKYGEVCPADWQPKGPTIKPDLKKYKEYFHKVN 219

Ts-2CysPrx DAFQFTDKHGEVCPANWR PGSKAFKPNAGDLKSFMSSR- 187

EgPrx DAFQFTDKHGEVCPANWQPGSKTFKPSAGDLKSFMSS~-~ 193

EmPrx DAFQFTDKHGEVCPANWHPGSKTFKPSAGDLKSFMSS-- 193

LRt

Fig. (2). Alignment of 2-Cys Prxs of human and platyhelminthes. HsPrx2, Home sapiens (P32119); SmPrx2. Schistesoma mansoni
(AAG15598), SmPrx3, Schistosoma mansoni (AAG15500), Ts-2CysPrx, Taenia solium (AAV91322). EgPrx, Echinococeus granulosus
(AADO02002); EmPrx. Echinococcus multilocularis (BAC11863). Catalytic domains are marked with asterisks, overoxidation regulatory

motifs are in bold and Cestoda putative phosphorylation

(http://www.ebi.ac.ulk/clustalw/).

insects: and 2) ubiquitous classes such as mu (M), alpha (A),
pi (P). theta (T), sigma (S), zeta (Z) and omega (O) classes.
This classification was established according to biochemical,
genetic., immunological and structural properties. All these
enzymes have subunits of 24 to 27 kDa. with an average of
250 amino acids in their primary structure and all share the
same tertiary and quaternary structure: dimers with subunits
composed of two domains. The first domain. the G site. is
located at the N-terminal portion and is responsible for GSH
binding. This domain is conserved in all classes and has a
tiorredoxin like fold constructed by three helices and four
sheets (Baﬁaﬁfiu). In the G site. according to the class. the
amino acids Y' (M. P and A classes) or s(T.Z.F, Uand D
classes) or o (O and B classes) are responsible for GSH
activation. Activation allows the nucleophilic attack to the
electrophilic compound. Second domain, named H site,
embraces C-terminal region. This ragion binds the substrate
and it is constituted exclusively by a-helices. The number of
the helices can change from four to seven among classes.
This variation has been used as an argument to explain the
wide range of substrates for detoxification and also
specificity among classes [51-53. 55]. Each monomer
contains the G and H domains. The dimer can be formed by
identical (homodimers) or different (heterodimers) subunits
of the same class. Until now, the reason for activity of GST
as dimers is not clear. however. the stabilization of dimeric
structure has been related to the cooperativity between

sites are underlined. Alignment was done with ClustalW

subunits. This process has been shown in some GSTs.
although alosteric changes have not been demonstrated [56].

In Platyhelminthes, first GSTs identified came from the
Trematoda S. japonicum. S. mansoni and F. hepatica [58,
59]. In Cestoda two native GSTs of T. selium with a
molecular mass of 25.5 (SGSTM1) and 26.5 kDa (SGSTM2)
were copurified from a soluble extract of cysticerci [60].
Amino terminal sequences and preliminary activity
determinations with 1-Chloro-2. 4-nitrobenzene (CNDB. the
universal substrate for GSTs) and other substrates showed
that both GSTs have resemblance to the M class [60, 61].
Primary structure of a recombinant SGSTMI revealed the
presence of the mu-loop, the typical motif of that class. In
addition, the activity ranges with substrates such as etha-
crynic acid. bromosulfophtalein, some alkenals, cumene
hydroperoxide. and its sensitivities to inhibitors such as
cibacron blue, bromosulfophtalein and chlorotriphenyltin,
confirmed its mu nature. Furthermore. vaccination assays
carried out in a I. crassiceps murine cysticercosis model
with both GSTs as antigens. showed a 90% decrease in
parasite load, where 25% of that protection was given by
SGSTMI1 and the resting other 65% by SGSTM2. This
finding suggests that both GSTs have great significance for
the parasite survival [61]. Recently, a SGSTM2 was purified
from a soluble extract of cysticerci, and characterized. In that
study. properties such as activities with different substrates
and sensitivities to class-specific inhibitors suggested that the
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Table1l. Comparison Among Platyhelminthes Glutathione Transferases
. MW
Organism GST Pattern of activities with class markers Pattern of sensitivities class Ref
(Enzyme) (alternative substrates™) markers inhibitors® )
) (kDa)
Schistosoma japonicum $j26 26 MP.A M [59]
Schistosoma mansoni Sm28 28 M [39]
Fasciola hepatica
Fhl 26 A
Fh7 26 M [58]
Fhd7 26 M.P.A A
Fh51 26 M.P.A M
Taenia solium
SGSTM1 25 M [61]
SGSTM2 26 AMP M [62]
Clonorchis sinensis
Cs28GST 28 AMP AM [63]
CsGSTM1 26 AMP AM [641

* See text. section glutathione transferases
M=mu class, A= alpha class, P=pi class.

enzyme shares characteristics of M and A classes [62]. Our
biochemical studies on a recombinant SGSTM2 enzyme
confirm this hybrid behavior (unpublished results), findings
that are comparable with other platyhelminth GSTs (Table
1).

CONCLUDING REMARKS

After T. solium infects its host. it must defend against the
immune response for establishment. Antioxidant enzymes
act not only as ROS scavengers for cell protection. they
operate also as regulators of its levels, permitting to carry out
important physiological processes. It is well known that the
resistance of the helminths on their hosts depend on the
quantity of parasite antioxidant enzymes.

Three enzymes in T. selium, Cu,Zn-SOD, 2-Cys Prx and
two forms of GST (GSTMI1 and GSTM2) can inactivate
ROS. Moreover, they are localized in the larval tegument,
where the battle against immune host response takes place.
On the other hand. the findings: 1) about the inactivation of
the Cu.Zn-SOD activity by bencimidazoles: 2) the novel
regulatory motifs found in Ts2-Cys Prx address the ques-
tions: are these motifs implicated in the ability of cysticerci
to tolerate high quantities of H,0,? Are redox and signaling
regulation processes similar or different in parasites and its
hosts?: 3) the waccination assays. where the glutathione
transferases were able to confer high protection against
cysticercosis in mice and 4) the discovery of epitopes on
these enzymes. not found it the host enzymes. suggest that
these enzymes can be used as targets to kill the parasite.

Our future efforfs will be led to obtain the crystal
structure of these enzymes to identify, by docking simulation
and biochemical techniques. the binding sites for new

inhibitors and immunogenic regions to develop safe drugs
and vaccines against I. solium.
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