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ABSTRACT

Cytosolic Cu,Zn superoxide dismutase (Cu,Zn-SOD) catalyzes the dismutation
of superoxide (O, ) to oxygen and hydrogen peroxide (H.O;) and plays an
important role in the establishment and survival of helminthes in their hosts. In
this work, we describe the Taenia solium cytosolic Cu,Zn-SOD gene (TsCu,Zn-
SOD) and a Taenia crassiceps (TcCu,Zn-SOD) cDNA. TsCu,Zn-SOD gene
spans 2.841 kb, and has three exons and two introns; the splicing junctions
follow the GT-AG rule. Analysis in silico of the gene revealed that the 5 -flanking
region has three putative TATA and CCAAT boxes, and transcription factor
binding sites for NF1 and AP1. The transcription start site was a C, located 22
nucleotides upstream of the translation start codon (ATG). Southern blot
analysis showed that TcCu,Zn-SOD and TsCu,Zn-SOD genes are single copy
genes. The derivated amino acid sequences of TsCu,Zn-SOD gene and
TcCu,Zn-SOD cDNA reveal an identity 98.47%, as well as the characteristic
motives, including the catalytic site and 8 -barrel structure of the Cu,Zn-SOD.

Proteomic and immunohistochemical analysis indicated that Cu,Zn-SOD does
not have isoforms, is distributed throughout the bladder wall and concentrated
in the tegument of T. solium and T. crassiceps cysticerci. Expression analysis
revealed that TcCu,Zn-SOD mRNA and protein levels do not change in
cysticerci, even upon exposure to O, (0-3.8 nmol/min) and H,O, (0—2 mM),

suggesting that this gene is constitutively expressed in these parasites.



RESUMEN

La superdéxido dismutasa citosélica de Cu,Zn (Cu,Zn-SOD) cataliza la
dismutacion de (O, ) a oxigeno y peroxido de hidrogeno (H.O,) y desempefia
un papel importante en el establecimiento y sobrevivencia de helmintos en el
hospedero. En este trabajo describimos el gen de Cu,Zn-SOD de T. solium
(TsCu,Zn-SOD) y un ADN complementario de T. crassiceps (TcCu,Zn-SOD). El
gen TsCu,Zn-SOD mide 2.841 Kb, contiene 3 exones y 2 intrones; las uniones
de corte y empalme de los intrones cumplen con la regla GT-AG. El analisis in
silico revel6 que la regidn 5 que flanquea el gen presenta tres cajas TATA 'y
CCAAT putativas, asi como sitios de union a los factores de transcripcion NF1
y AP1. El sitio de inicio de la transcripcion es C, localizado a 22 nucle6tidos rio
arriba del codon de inicio de la traduccion (ATG). El andlisis de Southern blot
revelé que los genes TcCu,Zn-SOD y TsCu,Zn-SOD estan codificados por un
gen de copia Unica. La secuencia de aminoacidos de TcCu,Zn-SOD; derivada
de la secuencia nucledtidica presenté un 98.47% de identidad con TsCu,Zn-
SOD, y los motivos caracteristicos de esta enzima, incluyendo el sitio catalitico
y la estructura de barril- de la Cu,Zn-SOD.

Los andlisis proteémicos e inmunohistoquimicos indican que la TsCu,Zn-SOD
no presenta isoformas; que esta distribuida en toda la pared vesicular y
concentrada en el tegumento de los cisticercos de T. solium y T. crassiceps.
Los andlisis de expresion revelaron que los niveles de ARN mensajero y
proteina de TcCu,Zn-SOD no cambian en los cisticercos expuestos a O, (0-
3.8 nmol/min) y H,O, (0-2 mM), sugiriendo que este gen se expresa

constitutivamente en estos parasitos.
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JUSTIFICACION

El parasito tiene una predisposicion particular por afectar el sistema nervioso,
produciendo la enfermedad denominada neurocisticercosis. Esta es la
enfermedad parasitaria mas frecuente del sistema nervioso central,
representando una patologia neurolégica comun, asi como un serio problema
de salud publica en diferentes paises de América Latina, Africa y Asia [1,2,3].

Debido al pleomorfismo clinico de la neurocisticercosis, no es posible que un
solo esquema de tratamiento sea Util en todos los casos. El tratamiento es
sintomatologico y debe estar disefiado para cada paciente con antiepilépticos,
analgésicos, corticosteroides o una combinacion de ellos. Se utilizan de
manera rutinaria antihelminticos (prazicuantel y albendazol), en dosis
especificas para el tratamiento.Por lo tanto, la caracterizacion precisa de la
enfermedad, en lo que respecta a viabilidad y localizacién de las lesiones, es

de fundamental importancia con el objeto de planificar un tratamiento adecuado

[4].

Las medidas para el control de la cisticercosis/taeniosis, se han dividido en dos
estrategias: las educativas y las de intervencion. Las primeras han consistido
en la realizacion de campafias educativas que se enfocan en la difusién de
informacion que disminuye el contagio con el parasito, como son: habitos
higiene, cocimiento de la carne, identificacion del la carne infectada, evitar
fecalismo al aire libre. Sin embargo factores socioecondémicos y culturales han
influido para que este tipo de campafas educativas no tengan el impacto
esperado en la poblacion. En cuanto a las medidas de intervencion se ha
propuesto una inspeccion mas estricta en la carne, pero esto solo se da en

rastros de las grandes ciudades, y no en las zonas rurales, que es donde existe
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una mayor incidencia de cisticercosis [5]. Otra opcion es el uso periodico de
cestocidas (Prazicuantel, Flubendazol, niclosamida) en areas de alta
prevalencia, lo cual resulta costoso y no previene la reinfeccion, ademas de los

efectos secundarios que pueden causar estos farmacos en el organismo [6].

Actualmente en helmintos el desarrollo de vacunas y farmacos especificos esta
siendo dirigido hacia la identificacion de blancos enziméticos indispensables
para la supervivencia de los parasitos, o bien de moléculas relacionadas con
los mecanismos de proteccion [7]. Un mecanismo de defensa que el huésped
utiliza en contra de los parasitos, se da por la reaccién del sistema inmune a
través de macrofagos, eosindfilos y neutréfilos, los cuales responden en contra
de los parasitos produciendo especies reactivas de oxigeno (EROs) primarios
durante la explosion respiratoria. Las SODs tienen un papel muy importante en
la defensa del parasito en la respuesta inmune del hospedero. La
caracterizacion del gen nos permitira conocer mejor la biologia del parasito, su
papel en el mecanismo de defensa y nos ayudara a desarrollar estrategias para

poder eliminar el parésito.
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ANTECEDENTES

En nuestro laboratorio estamos interesados en el andlisis integral de enzimas
del metabolismo de estrés oxidante de T. solium que pueden ser utilizadas
como blancos farmacolédgicos o en el desarrollo de estrategias para dafiar o

eliminar al parasito.

En nuestro laboratorio se ha llevado a cabo un trabajo en colaboracion con la
UAM iztapalapa y el Instituto de Quimica de la UNAM, para poder usar a la
superéxido dismutasa de Cu/Zn como blanco para causar dafio al parasito. Los
antecedentes directos de la realizacion de este trabajo se encuentran en las
tesis “Taenia solium: superoxido dismutasa recombinante de Cu/Zn; su
purificacion y caracterizacion parcial” (Facultad de quimica UNAM), y “Variacion
de la expresion del gen para la Superdxido dismutasa Cu/Zn de Taenia
crassiceps bajo condiciones de estrés oxidativo” (Facultad de Medicina UNAM,

Posgrado en Ciencias Bioldgicas; Jesus Ricardo Parra Unda).

Previamente se clono, purificé y caracterizo la enzima, y se observo que puede
ser inhibida por antihelminticos como el albendazol [8]. Con los métodos de
expresion y purificacion desarrollados en el laboratorio se obtuvo la enzima, y
se realizaron ensayos de inhibicion de la actividad enzimética con
antihelminticos y algunos derivados de bencimidazol. El disponer de la proteina
recombinante pura, permitié conocer la estructura molecular de la Cu,Zn-SOD
de T. solium por difraccion de rayos X (cabe mencionar que es la primera
estructura cristalografica de una proteina de T. solium) [9]. Esto abrid la
posibilidad de realizar un extenso estudio de simulaciébn computacional de

formacién de complejos proteina-ligando (docking) entre la enzima y una base

13



de datos con aproximadamente 1800000 conférmeros estructurales,
generados a partir de 50 mil compuestos quimicos con potencial farmacologico.
Los ensayos de inhibicion de actividad de la enzima recombinante Cu,Zn-SOD
de T. solium, mostraron inhibir parcial o totalmente la actividad de la enzima, a
concentraciones de orden micromolar, con algunos de los compuestos que
presentaron los mejores puntajes de formacion de complejos proteina-ligando y
selectividad de unién hacia algunos residuos no conservados en la secuencia
de Cu,Zn-SOD de humano (Homo sapiens). Es importante mencionar que

dicha inhibicién no tiene efecto en la Cu,Zn-SOD de Homo sapiens.
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1. INTRODUCCION

GENERALIDADES DE CESTODOS

El ciclo de vida de los céstodos comprende tres estadios: huevo, larva y adulto.

HUEVO

Los parésitos en el estadio embrionario, oncésfera contienen una cubierta
protectora o embriéforo compuesta por blogues de queratina unidos por una
proteina cementante. Generalmente su coloracion es blanquecina o
ligeramente amarillenta aunque varia de acuerdo con los pigmentos que
absorben en el intestino de los hospederos. ElI embriéforo recubre a la
oncosfera o embriébn hexacanto, nombrada asi por que presenta 3 pares de

ganchos, y tiene forma esférica con un tamafio de 30 - 40 ym (Figura 1) [10].

Figura 1. Micrografia de huevos de Taenia sp. Se observan a simple vista las

estrias tipicas del embriéforo y los ganchos en el huevo del lado izquierdo [10].
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LARVA O CISTICERCO

La ultraestructura de la forma larvaria de un céstodo no difiere
significativamente de lo descrito para otros taenidos [11]. Regularmente son
descritos como una vesicula de 0.5 a 1.5 cm de diametro, con un escolex
invaginado, con cuatro ventosas y un réstelo armado con una doble corona de
22 a 28 ganchos que miden entre 0.110 y 0.180 mm de largo. Se observa como
una vesicula opaca llena de liquido, cubierta por la pared vesicular.
Microscopicamente, en la pared se pueden observar hacia el exterior
microvellosidades cubiertas por una membrana plasmatica, y un canal en
espiral. La pared vesicular esta formada por un tegumento y separado por una
membrana basal del parénquima con varios tipos de celulares que colinda con
el fluido vesicular; que constituye mas del 90% del contenido de la larva (Figura

2).

16



Figura 2. Imagen de larva de T. crassiceps en crecimiento obtenida de un

hospedero intermediario [12].

ADULTO

El estadio adulto presenta un cuerpo alargado, con simetria bilateral,

compuesto por proglétidos alargados y aplanados dorsoventralmente. El

parasito adulto puede dividirse en 3 regiones:

Figura 3. Micrografia electrénica de barrido de escdélex de cisticerco T. solium

evaginado. (R) Rostelum, (S) Ventosas, (N) Cuello [13].

17



Escolex: Organo de fijacion a la mucosa intestinal, redondeado con acetabulos
redondos u ovales (ventosas), ademas de un réstelo armado como el ya

descrito en la larva (Figura 3).

Cuello: Es la region de tejido de crecimiento (zona germinativa) indiferenciado
situado inmediatamente abajo del escoélex; Esta zona no es segmentada y
produce por septacion transversal los proglétidos, que componen el estrébilo;
de ahi que la infeccién persista mientras el escolex y el cuello permanezcan

unidos a la pared del intestino del hospedero (Figura 3).

Estrobilo: Estd formado por un numero variable de segmentos llamados
proglotidos, que aumentan su grado de madurez a medida que se alejan del
cuello. En el extremo proximal se encuentran los proglotidos inmaduros,
seguido de los maduros y gravidos. En los proglétidos inmaduros, apenas se
distinguen las estructuras celulares que originan los genitales masculinos y
femeninos que alberga cada segmento, ya que este organismo es
hermafrodita. Los proglotidos maduros, son de forma cuadrangular; en ellos se
observan los 6rganos reproductores completamente desarrollados conteniendo
entre 150 y 200 testiculos (Figura 4 y 5). En la porcién final del estrébilo se
localizan los proglotidos gravidos de forma rectangular, ocupados casi en su
totalidad por el Utero que presenta entre siete y trece ramas uterinas, con los

organos sexuales atrofiados y llenos de huevos (Figura 5) [10,11,14].

18



Figura 4. (A) Proglétido inmaduro de T. crassiceps. (B) Proglétido maduro de

T. crassiceps, ambos recuperados de un hamster de 30 dias de infeccion [12].

Figura 5. Segmentos de un gusano completo de T. crassiceps. Los nUmeros

en blanco indican el nimero aproximando de proglétido [12].
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Los céstodos carecen de sistema digestivo, en su lugar, poseen una superficie
externa llamada tegumento que tiene actividad metabdlica; a través de la cual
se absorben y excretan selectivamente por difusién o por transporte activo las
sustancias que requieren los céstodos para su deshecho, defensa y nutricion.
La glucosa es la fuente de energia primaria en los céstodos, ademas de
aminoacidos, purinas, pirimidinas y nucledétidos, que son absorbidos por esta
superficie, y utilizados para sintetizar proteinas, vitaminas y &cidos nucleicos

propios.

El tegumento, es el tejido que recubre al parasito; compuesto por la membrana
tegumentaria y un sincicio anucleado cubierto de extensiones citopldsmicas
(lamadas microtricas), mitocondrias y vacuolas de tamafos variables. El
elemento mas externo del tegumento es un glicocdlix sobre la membrana
tegumentaria, una cubierta con moléculas que inactivan algunas enzimas del
hospedero y contiene amilasas utilizadas para degradar azucares complejos

(Figura 6y 7).
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FIGURA 6. Esquema de la pared vesicular de un céstodo (Adaptado de

BIODIDAC, University of Ottawa)
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Figura 7. Micrografia electrénica del tegumento de gusano adulto, en flechas
se muestra la matriz basal, células tegumentarias (ip), mitocondria

tegumentaria (mt) y las miofibrillas (myo) [11].

El parénquima es delimitado por una membrana basal (colagena tipo IV) que
tiene la funcion de sostén. Este también es considerado como centro de
transporte y almacenamiento de glucégeno, es un tejido en el que se
encuentran los sistemas de excrecidn, sistema nervioso, asi como los paquetes

de fibras musculares [15].
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Taenia solium

En el ciclo biologico de T. solium, el estadio larvario se desarrolla en el humano
(hospedero accidental) y en el cerdo (hospedero natural), mientras que los
huevos se diseminan y se mantienen latentes en el medio ambiente. El humano
es el unico hospedero definitivo, ya que es la Unica especie que aloja a la forma

adulta del parasito.

Cuando el hombre ingiere carne con cisticercos, las larvas evaginan en el
intestino delgado; el escoélex se adhiere a la pared intestinal y el cuerpo del
pardsito comienza a crecer y a formar proglétidos (Carpio [4]) (Flisser [16]
1979). El parasito adulto habita en el tubo digestivo del humano, en donde se
mantiene adherido a la pared intestinal mediante ventosas y ganchos. Cada
dia, varios proglétidos gravidos se separan del extremo distal de la Taenia y
son expulsados con las heces. Cada proglétido maduro diariamente libera
miles de huevos en la materia fecal y pueden permanecer viables durante largo
tiempo; con capacidad de infectar a humanos y cerdos [4]. En lugares en donde
la eliminacion de excretas es en un campo abierto, los cerdos se alimentan con
heces humanas e ingieren los huevos de la T. solium. Una vez ingeridos por el
cerdo, los huevos pierden su cubierta con la ayuda de enzimas proteoliticas y
las sales biliares del tracto digestivo y se liberan las oncosferas (embriones
hexacantos), atraviesan la pared intestinal y entran al torrente sanguineo que
los transporta a diversos tejidos del cerdo, principalmente masculos estriados y
cerebro (causando cisticercosis y neurocisticercosis). En dichos tejidos, las
oncosferas evolucionan y se transforman en larvas ¢ cisticercos. Por otra parte,
el hombre puede convertirse en hospedero accidental de T. solium al ingerir

huevos, y adquidir la cisticercosis humana. El mecanismo por el cual las
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oncosferas entran al torrente sanguineo y son distribuidos a los tejidos del

hombre es similar al descrito en los cerdos.

La forma de contagio humano es por contaminacion ano-mano-boca en
individuos portadores del adulto de T. solium en el intestino, los que pueden
auto-infectarse o infectar a otras personas, sobretodo a sus contactos
domésticos al contaminar la comida con huevos de T. solium. La transmision
aérea de huevos y la regurgitacion de proglétidos desde el intestino delgado
hacia el estdmago (auto-infeccion interna) no han sido adecuadamente

demostrados como fuentes importantes de la enfermedad (Figura 8) [4,17].

1

HOSPEDERO DEFINITIVO

Figura 8. Ciclo de vida de Taenia.solium (1) El adulto habita el intestino delgado del humano
(2) Liberacién de huevos en heces (3) Diseminacion de los huevos al medio ambiente (4)
Infeccion de cerdos por ingesta de huevos (5) Infeccion en humanos por ingesta de carne de

cerdo con cisticercos (6) Infeccion de humanos por ingesta de huevos.
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T. solium es el agente etiolégico de la taeniosis y la cisticercosis; que
prevalecen en areas rurales y urbanas, asociadas a practicas tradicionales de
crianza de cerdos, con malas condiciones higiénicas y sanitarias, ignorancia y
pobreza; ademas se desarrolla en ciudades como resultado de una migracién

del campo a la ciudad [6,17] .

Taeniosis

La taeniosis generalmente es asintomatica, ya que produce dafio minimo en la
mucosa intestinal. El diagndéstico se realiza por la identificacion de proglotidos
expulsados en el excremento, los cuales deben ser observados al microscopio
para la identificacion de la especie, o bien, por el analisis de los huevos
mediante técnicas coproparasitoscopicas de sedimentacion y flotacidon, cuya

sensibilidad no es mayor de 60% [18,19,20,21].

Actualmente se han desarrollado métodos de diagndéstico serolégico como
deteccion de anticuerpos y coproantigenos. El primero esta basado en la
deteccion de anticuepos dirigidos contra antigenos de excresion y secresion
(ES) de las formas inmaduras de T. solium obtenidas de hamsteres
inmunosuprimidos. Est4 prueba presenta una sensibilidad de 95% y no
presenta reacciones cruzadas con otras parasitosis como T. saginata. Ademas,
la deteccion de coproantigenos se ha desarrollado en muestras de materia
fecal del hospedero; para esto se utilizan anticuerpos obtenidos por
hiperinmunizacién de conejos, con diferentes antigenos de proglétidos de T.
solium y T. saginata homogenizados, antigenos de ES o fracciones de la
superficie del parasito. Los resultados revelan que son género especificos y no

presentan reacciones cruzadas con otros parasitos intestinales. El antigeno
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puede ser detectado semanas después de tener evidencia de la infeccién y su
deteccion es independiente de la expulsion de los huevos. Esta técnica
presenta una especificidad de 99% y detecta 2.4 veces mas los casos de

taeniosis que por métodos microscopicos [22].

Cisticerosis

La cisticercosis también es conocida como: grano, granillo, alfilerillo, fresilla,
tomatillo, sapo, zahuate, liendrilla, granizo é gusano vesiculoso de la carne del
cerdo [15]. Se adquiere por la ingestion de huevos de T. solium, la cual se
produce cuando el hombre se convierte, en forma accidental en el hospedero
intermediario de dicho céstodo. Se localiza en diversas partes del cuerpo como:
mucosas, 0jo y musculo. El parasito tiene tendencia por instalarse en el
sistema nervioso central, produciendo la enfermedad denominada
neurocisticercosis. La gravedad de las lesiones que producen depende de su
localizacion en las diversas partes del cuerpo, y no tanto de su numero,
pudiendo pasar inadvertida como en el caso de la cisticercosis muscular.
También puede causar severos sintomas, desde dolor de cabeza, perdida del
equilibrio y pardlisis en uno o varios miembros, epilepsia, ceguera, hidrocefalia,
demencia, déficit neurologico focal, e incluso la muerte en casos de
neurocisticercosis [23,24] Esta dltima es es la enfermedad parasitaria mas
frecuente del sistema nervioso central, representando una patologia
neurolégica comun, asi como un serio problema de salud publica en diferentes

paises de América Latina, Africa y Asia (Figura 9) [1,2,3].
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Figura 9. Mapa mostrando las zonas endémicas de cisticercosis. Los paises en
negro representan los paises en donde es endémica la cisticercosis, en gris los

paises en donde se ha reportado [25].

Il Alta prevalencia (zonas endémicas) )
Il Prevalencia moderada o f/}’
O Baja prevalencia f
Zonas con casos en Estados Unidos

[0 No hay informacion disponible

El tratamiento es sintomatico y debe estar disefiado para cada paciente con
antiepilépticos, analgésicos, corticosteroides o una combinacion de ellos. Se
utilizan de manera rutinaria antihelminticos (prazicuantel y albendazol), para

eliminar el parasito.

Debido al pleomorfismo clinico de la neurocisticercosis, no es posible que un
solo esquema de tratamiento sea util en todos los casos. Por lo tanto, la
localizacion precisa del parasito, en lo que respecta a viabilidad y localizacion
de las lesiones, es de fundamental importancia para disefiar un tratamiento

adecuado [26,27,28].

Los antihelminticos son farmacos que destruyen o expulsan a los helmintos. El
tratamiento de la taeniosis, ha pasado por varias etapas: durante mucho tiempo

se emplearon semillas de calabaza como vermifugos, los extractos de ciertas
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plantas como el quenopodio (Chenopodium ambrosioides), el helecho macho
(Dryopteris filix-mas), compuestos como mepacrina ( 2 — Metoxi — 6 — cloro — 9
- dietilaminopentilaminoacridina); pero las reacciones secundarias y la escasa
accion antihelmintica las hicieron caer en desuso. Para el tratamiento de la
cisticercosis y la teniosis se utilizan farmacos sintéticos como el prazicuantel, el

albendazol y la niclosamida [29][20].

Praziquantel: EI mecanismo de accion no esta completamente entendido, pero
es generalmente aceptado que dafia el tegumento del helminto y produce la
paralisis del escolex [30]. Por ultimo cabe sefialar que el prazicuantel es el
tratamiento de eleccion para cisticercosis recomendado por la OMS a una dosis
Unica. 10 mg/kg (OMS, 2002). El tratamiento con prazicuantel (Figura 10) para

la taeniosis, se administra a dosis de 5 0 10 mg/Kg, en una sola toma.

Figura 10. Praziquantel
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Albendazol (Figura 11): Es un benzimidazol con potente efecto cestocida,
altamente eficaz en la neurocisticercosis. Los benzimidazoles causan muchos
cambios bioquimicos, por ejemplo la inhibicién de la fumarato reductasa de las
mitocondrias, disminucion del transporte de glucosa, y desacoplamiento de la
fosforilacién oxidativa. En el caso de helmintos se ha observado que produce
50% de inhibicién de la actividad de la Cu,Zn-SOD [8], lo que suguiere otro
posible mecanismo de accién. Sin embargo, su principal accion es la inhibicién
de la polimerizacion de microtibulos al unirse a B-tubulina. La toxicidad
selectiva de estos compuestos depende de la actividad especifica y muy &vida
con la B-tubulina del parasito, se produce con concentraciones mucho menores
que las necesarias para unirse a las proteinas de mamiferos. Después de
administrarse, el albendazol es metabolizado en el higado, hasta la forma de
sulfoxido de albendazol, el cual tiene actividad antihelmintica. El albenbazol
ocasiona pocos efectos adversos si se utiliza por corto tiempo contra la
helmintiasis gastrointestinal, destruye el 75% a 90% de los cisticercos y ha
probado ser superior al praziquantel en diversos estudios comparativos [31,32],
no solamente por su mejor porcentaje de destruccion sino también por su
menor costo, aspectos importantes, ya que la cisticercosis usualmente afecta a
personas de bajos recursos econdmicos. La dosis recomendada es de

15mg/kg/dia por 1 mes [33].
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Figura 11. Albendazol
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Taenia crassiceps

Taenia crassiceps (Zeder, 1800), es un céstodo cuyo estadio adulto infecta a
zorros rojos (Vulpes vulpes), lobos (Canis lupus baileyi) y perros(Canis lupus).
El estado larvario infecta de manera natural a topos, marmotas y ratones de
campo. En ratones infectados, los cisticercos de T. crassiceps se localizan
principalmente en tejidos subcutdneos y en las cavidades peritoneal y pleural

(Figura 12) [12].

Figura 12. Ciclo de vida de T. crassiceps en la naturaleza. A) Hospedero
definitivo; B) Adulto en intestino de hospedero; C) Huevos infectivos con heces;
D) Ingestiébn de huevos por hospedero intermediario; E) Crecimiento de larva
en hospedero intermediario, que es ingerido por un hospedero carnivoro; en el

que los gusanos crecen en el duodeno [12].
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Este parasito se ha utilizado ampliamente como modelo experimental de
cisticercosis; debido a que la reproduccion asexual, de los cisticercos en el
peritoneo por gemacion, le permiten ser mantenido indefinidamente en la
cavidad peritoneal de ratones, obteniendo asi grandes cantidades del parasito.
Se han aislado diversas cepas de T. crassiceps para propagar en el laboratorio,
algunas son: HYG, KBS, Toi, la mutante ORF (carece de escélex) y la cepa
WFU obtenida de la infeccion en un roedor silvestre en Norte América;

adicionalmente se han aislado cepas en Alemania y Japon [12].

Algunas de la caracteristicas que lo hacen un buen modelo son que la
ultraestructura del estadio larvario y adulto de T. crassiceps no difieren
significativamente de otros ténidos. Se han caracterizado varias enzimas de T.
solium y crassiceps y se ha observado que presentan alta similitud entre ellas,
incluso se han encontrado reacciones cruzadas entre antigenos. Su similitud y
homologia con T. solium son algunos de los atributos que lo hacen dutil. Las
propiedades bioquimicas, inmunolégicas asi como las caracteristicas
morfolégicas y fisiolégicas de este parasito son semejantes a T. solium
[33,34,35,36]. Los estudios sobre estas cepas de T. crassiceps, en especial la
ORF, han indicado que el balance hormonal y género del hospedero murino
son de gran importancia para la velocidad de reproduccion, ya que en ratones

hembras se reproducen mejor [34].
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ESTRES OXIDANTE

El estrés oxidante (EOx), se define como el desequilibrio bioquimico producido
por la sintesis excesiva de especies reactivas (ER) que provocan dafio oxidante
en las biomoléculas y que no puede ser contrarrestado por los sistemas
antioxidantes [35]. Las ER son especies quimicas capaces de extraer
electrones de las moléculas vecinas para completar su orbital, convirtiendose
en componentes altamente reactivos y en las principales sustancias oxidantes
en los sistemas biologicos [35]; por ejemplo, el i6n hidroxilo (HO) y el
peroxinitrito (ONOO_). Las especies reactivas de oxigeno (ERO), se generan
por la reduccion incompleta del oxigeno durante la respiracion en la
mitocondria, como producto de reacciones metabdlicas normales en la
membrana citoplasmatica, reticulo endoplasmico, los peroxisomas y por
macrofagos, neutréfilos y eosinofilos del hospedero [36,37]. Estas especies
causan dafo a toda clase de moléculas biol6gicas conduciendo a la oxidacion,
despolimerizacion de polisacaridos, modificaciones y ruptura de cadenas de
ADN, dafio a la membrana, lipidos, proteinas, carbohidratos. Ademas estan
involucradas en procesos de diferenciacion celular, crecimiento, mutagénesis y

carcinogénesis [38].

Estudios in vitro sugieren que los macréfagos son un buen mecanismo efector
del humano contra los parasitos. Se ha demostrado que los fagocitos matan
parasitos protozoarios intracelulares y extracelulares por medio de las ERO, a
través del estallido respiratorio los fagocitos liberan H,O, y O, el cual produce

OH' y el singulete (*O,) por medio de la reaccién de Haber-Weiss.
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ANION SUPEROXIDO

La reduccion univalente del oxigeno, genera intermediarios reactivos en una
serie de reacciones que involucra cuatro electrones, produciendo tres
compuestos denominados (EROSs), estos son el anidén superoxido (O27), el H,0;
y el radical OH. El O, se produce en el organismo durante el proceso
metabdlico normal, radiacion ionizante; y en respuesta a patégenos por medio

de los leucocitos en el estallido respiratorio.

El O,” no es extremadamente dafino, pero puede interactuar con el 6xido
nitrico y conducir a la formacion de otras especies altamente oxidantes como
los radicales OH, HOy, vy el ONOO [39]. EI O," es mas selectivo en su
reactividad y es potencialmente mas dafiino de esta forma; debido a que puede
difundir una distancia considerable antes de encontrarse con un posible blanco.

El O, es la base conjugada del radical oxidante hidroperoxilo (HOy).

El O,", es inestable en solventes protonados como el agua; a pH neutro es
suficientemente estable para oxidar compuestos como fenoles, tioles,
ascorbato, catecolaminas, leucoflavinas, tetrahidropterinas, sulfito, con hierro
libre o unido a algunas proteinas, por ejemplo los centros [Fe-S] y otros ERO
como el 6xido nitrico, los radicales fenoxi y el propio O,” . Ademas, este anion
inhibe algunas enzimas como la deshidrogenasa 6-fosfogluconato, la aconitasa
y la fumarasa o afecta la reduccion del NAD" y el metabolismo energético.
También inhibe a la tercer enzima de la via de sintesis de aminoacidos
ramificados, la dehidratasa del dihidroxiacido, la reductasa del ribonucleétido
que genera los difosfato de desoxiribonucleétidos para la sintesis del ADN y
una fosfatasa de la proteina la calcineurina, importante en la transduccion de

sefiales [40].
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Este O," se produce in vivo por enzimas como la NADPH en la fagocitosis.
Algunas enzimas que reducen el O, y generan O~ ; como las citocromo P450,
peroxidasas, celubiosa oxidasas, nitropropano dioxigenasas, O6xido nitrico
sintasas, triptéfano dioxigenasas, aldehido oxidasas y las indolamina
dioxigenasas. Ademas biomoléculas como adrenalina, noradrenalina,
dopamina, dihidroxifenilalanina (L-Dopa), FMNH2, FaDH2, gliceraldehido y
algunas tetrahidropteridinas se pueden auto-oxidar y producir O,". Cabe
mencionar que las tetrahidropteridinas son cofactores de enzimas como las
oxigenasas, fenilamina hidroxidasas y las tirosina hidroxilasas. De manera
general las autooxidaciones son lentas, pero una vez formado un poco de Oy~

contindan una reaccion en cadena generando mas O;".

Algunos de los efectos del O,” en el organismo son; la inactivacion de
proteinas por oxidacion de grupos que contienen [4Fe-4S] en el sitio activo

como la 6 fosfogluconato dehidratasa, la aconitasa y la fumarasa Ay B.

Se ha observado que el O," esta involucrado en procesos patoldgicos; como
dafio de isquemia-reperfusion, cancer y procesos de envejecimiento. Participa
en procesos de sefializacion en el crecimiento de bacterias, levaduras y
diferentes tipos celulares por medio de la via rac/ras-NAD(P)H oxidasa-MAPK;
y la activacion de la via de ras/rac-Rafl-MAPK via que puede conducir a una
expresion defectuosa de genes [41]. El aumento en los niveles de O, se puede
producir por diversos mecanismos, dando origen a diferentes efectos
metabolicos. La inhibicion de la enzima superéxido dismutasa incrementa y
estimula la proliferacion celular; por el contrario la sobre expresion de la
superéxido dismutasa de Cu,Zn la inhibe. La regulacion negativa de esta

enzima con cebadores antisentido inhibe la apoptosis, y del mismo modo la
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baja expresion de la SOD o la inhibicion de NADPH oxidasa, incrementan la

susceptibilidad a la apoptosis [41].

Los organismos tienen sistemas que los defienden del ataque de los ERO.
Estos se pueden clasificar en enzimatico y no enzimatico. Dentro de los
mecanismos no enzimaticos se encuentran el 3-caroteno, la vitamina A y &cido
ascorbico entre otros. Los sistemas enzimaticos estan conformados por
enzimas como la catalasa, las peroxiredoxinas, glutation peroxidasas, y las

superoxido dismutasas.

PEROXIDO DE HIDROGENO

El H,O, es la forma menos reactiva de las ERO. Su importancia reside en que
participa en numerosas reacciones que dan lugar a la generacion de ERO
secundarias. Atraviesa con gran facilidad por las membranas biolégicas, con lo
que puede dar lugar a reacciones de oxidaciéon en puntos de la célula mas
alejados de su lugar de produccion. Se puede originar a partir de diversas
fuentes: Por reduccion directa de una molécula de oxigeno por dos electrones
(O +2 e +2H" — H,0,+ H,0), por dismutacién del O, [42] 0 como producto
de algunas reacciones por enzimas como glucosa oxidasa, uricasa, asi como
por reacciones quimicas de autooxidacién. Por otro lado, el H,O, esta
implicado en la sefalizacion y regulacion de genes como los de la superdxido
dismutasa de Mn (lll), interleucina 2 (IL-2), factor de necrosis tumoral a (TNF-
a), antigenos del complejo mayor de histocompatibilidad y c-fos, a través de

NFkB y AP-1.
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SISTEMAS ANTIOXIDANTES

Todos los organismos aerobios requieren mecanismos que limiten el dafio
molecular causado por las ERO como O;", H;O,, y el HO  que aumentan por
exposicion a la radiacion, ciclizacion redox de xenobioticos o fagocitos
estimulados del hospedero [43]. Las ERO formadas en el organismo pueden
iniciar una serie de reacciones en cadena, que continlan hasta que éstos son
eliminados tras diversas reacciones con otras ERO o por la accion de algun
sistema antioxidante, el cual protege a los tejidos de los efectos que ellos
producen. Un antioxidante es wuna entidad quimica que a bajas
concentraciones, en comparacion con el oxidante, retarda o previene la
oxidacion de sustratos como lipidos, proteinas, carbohidratos y ADN. Unos
previenen la formacion de nuevos ERO, convirtiéndolos en moléculas menos
perjudiciales antes de que puedan reaccionar y formar nuevos ERO a partir de
otras moléculas. Para detener este proceso destructivo, los organismos han
desarrollado sistemas enzimaticos y no enzimaticos de proteccion del dafio
producido por las moléculas oxidantes [44]. Esta proteccion contra el dafio
oxidante puede ser por prevencion, intercepcion y reparacion. En la figura 13

se esquematiza el ataque de las EROs.
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Figura 13. Esquema de dafio de ER a la membrana parasitaria, el O;"
producido por la respuesta inmune (fagocitos) reacciona con la Cu,Zn-SOD
extracelular generando H,O, (molécula que puede cruzar la membrana) que a
su vez genera radicales libres como OH', que reaccionan con lipidos, proteinas
de la membrana y ADN causando dafio celular. Dentro del espacio celular, las
enzimas como la glutatién transferasa, peroxiredixinas (PRX) y la Cu,Zn-SOD
citosdlica reaccionan con las ROS, participando en la defensa y regulacion de

los procesos fisioldgicos, como sefializacion, diferenciacion y crecimiento.
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La prevencion de la formacion de ERO es la primera linea de defensa contra
ellos. Esto incluye a proteinas como la ferritina, transferrina y la ceruloplasmina
que se unen a iones metalicos (cobre y hierro) con el fin de secuestrarlos e
impedir su oxidacién o bien por utilizacion de pigmentos como la melanina que
protegen de la radiacion, impidiendo se generen nuevos ERO. La intercepcién
de los ERO, es el proceso de desactivacion de los mismos, lo podemos dividir
en dos clases enzimaticos y no enzimaticos. Los no enzimaticos que a su vez
se subdividen en dos subclases: a) sustancias eliminadoras o secuestradoras
que son pequefias moléculas que limpian el plasma de oxiradicales (un ejemplo
de esto son el a-tocoferol acido ascorbico, carotenos y glutation) y b)
sustancias proteicas como la lactoferrina, la ceruloplasmina, la transferrina, y
los sistemas enzimaticos, por ejemplo las tres principales enzimas
antioxidantes, la superdxido dismutasa, la catalasa y la glutation peroxidasa

[38] .

SISTEMAS ANTIOXIDANTES NO ENZIMATICOS

Este sistema consiste en la formacion de compuestos no radicales. Estos
antioxidantes capturan a los ERO impidiendo reacciones en cadena, o la
formacion de ERO secundarios por medio de la union a compuestos de alto
peso molecular; algunos solubles en agua como el acido ascorbico, tioles, urato
y piruvato, asi como algunos lipidos solubles como la vitamina E y el B-

caroteno [45].
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SISTEMAS ANTIOXIDANTES ENZIMATICOS

Los sistemas enzimaticos estan conformados por una serie de enzimas
antioxidantes esenciales en los parasitos. Las principales familias de enzimas
antioxidantes en organismos eucariontes son las catalasas (CATs), las
glutation peroxidasas (GPXs) las peroxiredoxinas (PRXs). Las tres presentan
actividad catalitica para descomponer H,O, y producen agua y oxigeno
molecular. También las GPXs, las PRXs y las glutation transferasas pueden
reducir hidroperéxidos lipidicos y carbonilos reactivos dando como producto
final agua. Las superoxido dismutasas (SODs) son una familia de
métaloenzimas las cuales catalizan la dismutacién del O," a H,O, y oxigeno
molecular y son la primera linea de defensa que tienen los organismos [46]. El
descubrimiento de estos sistemas enzimaticos representa un avance para

entender cdmo los parasitos se defienden del estrés oxidante interno y externo.

SUPEROXIDO DISMUTASAS

Las SODs, (E.C 1.15.1.1) son una familia ubicua de métaloenzimas. Se
clasifican de acuerdo con el metal que presentan en su sitio activo Mn, Fe, Niy
Cu,Zn. La enzima que contiene Cu,Zn presenta dos formas, la extracelular y la
citosolica. Todas las SODs catalizan la misma reaccion, son codificadas por
diferentes genes y difieren en estructura, localizacion en la célula y son

especificas para la remocion catalitica del O;".

La Ni-SOD se ha reportado principalmente en cianobacterias y en algunas
especies de Streptomyces. Son tetraméricas o hexaméricas con una masa
relativa de 13 kDa por subunidad. Las Fe-SODs contienen uno o dos iones por

dimero y se encuentran principalmente en plantas, algas tripanosomas y
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bacterias. Estas enzimas presentan un peso de 22 kDa por dimero, aunque se
han descrito algunas tetraméricas. La de Mn-SOD es homotetramérica y cada
monomero maduro pesa de 32 a 40 kDa; esta ampliamente distribuida en
procariotes, eucariotes, animales y plantas. En todos los eucariontes se localiza
en la mitocondria excepto en Candida albicans, que la expresa en el citoplasma
en ciertas condiciones de crecimiento. Los organismos complejos contienen
cuatro subunidades y tienen un ion de Mn por subunidad. La secuencia de
aminoacidos de la Mn-SOD es homologa entre animales, plantas y bacterias;

también es homologa a la de las Fe-SODs.

La SOD de Mn (lll) o mitocondrial es una enzima tetramérica que es codificada
en el ndcleo como la de Mn?*, sintetizada como un precursor con un péptido
sefial que le ayuda a ser transportada hacia la mitocondria, dénde pierde este
péptido. La proteina precursora tiene un peso molecular de 25 kDa y la
proteina madura dentro de la mitocondria un peso molecular de 22 kDa. Esta
SOD de Mn (lll) esta localizada en la matriz de la mitocondria [47]. La SOD de
Fe (lll) es un tetramero y se encuentra principalmente en organismos
fotosintéticos ubicada en citoplasma, cloroplasto de algunas plantas, tiene un
peso molecular de 22 kDa. Cabe mencionar que las SOD de Mn (lll) y la de Fe

(1) no se han descrito en helmintos.

La Cu,Zn-SOD extracelular protege a los organismos del dafio que el O~
pueda producir en la membrana; ya que el O, generado de fuentes
extracelulares, como los leucocitos, xenobiotico y radiaciones, no puede cruzar
la mayoria de las membranas biolégicas [48]. Se encuentra en diversos
organismos incluyendo parasitos como Nocardia asteroids, Schistosoma

mansoni, Onchocerca volvulus [48]. Es una glicoproteina con peso molecular
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de 135 kDa. En ocasiones se encuentra como dimero, sin embargo en la
mayoria de las especies forma un tetrdmero con subunidades de 30 kDa
unidas por medio de puentes disulfuro. Esta enzima contiene un atomo de Cuy
uno de Zn por subunidad, y es muy importante en parasitos [49,50]. Se ha
obtenido la secuencia del gen en nematodos como Caenorhabditis elegans,
Caenorhabditis briggsae y Haemonchus contortus. La presencia de esta
enzima parece ser un factor patogénico, ya que anticuerpos dirigidos a la SOD
extracelular de N. asteroides aumentan el potencial de los leucocitos para
matar a dicho organismo, en contraste inmunoglobulinas inespecificas no
tienen ningun efecto [51].

La SOD mas descrita en helmintos es la Cu,Zn-SOD citosoélica. Esta enzima
esta presente en la mayoria de los eucariontes y en algunos procariontes. Es
muy estable, en procesos de purificacion resiste tratamientos con cloroformo,
etanol, centrifugaciones, calentamiento, tratamiento con proteasas, dodecil
sulfato de sodio y urea. Esta Cu,Zn-SOD se encuentra ampliamente distribuida
en el citosol y el ndcleo, pero esta ausente en la mitocondria y compartimentos

secretorios [47].

Esta enzima es un homodimero compuesto por subunidades o monémeros de
16 kDa, contiene un atomo de Cu y uno de Zn por subunidad. Se ha
establecido que el Cu participa en la catalisis mientras que el Zn esta

involucrado en la estabilidad de la estructura (Figura 14 y 15).
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Figura 14. Estructura de la Cu,Zn-SOD. A) Representacion Ribbon del diméro
de la Cu,Zn-SOD, los metales se representan como esferas amarillas (cobre) y

en gris (zinc) [9].

Figura 15. Alineamiento estructural de las superoxido dismutasas de T.

solium(azul), Schistosoma mansoni [52] y Homo sapiens (verde).

La SOD citosélica y la extracelular tienen un 50% de identidad en la secuencia
de aminoacidos, ademas contiene los residuos conservados requeridos para la

actividad y union a los metales, como los residuos de histidina, y el aspartato
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involucrados en la union al Zn y Cu, dos cisteinas envueltas en el puente

disulfuro y la arginina en la entrada del sitio activo.

REGULACION DE GENES DE CU,ZN-SOD
Se ha identificado el gen de la Cu,Zn-SOD en rata, raton, bovino, y humano. En

humano se localiza en el cromosoma 21922 [53]. De manera general los genes
de SOD en mamiferos estan formados por cinco exones interrumpidos por
cuatro intrones. Las regiones promotoras de los genes de Cu,Zn-SOD son
célula y tejido especificos, pudiendo ser reguladas por factores mecanicos,
quimicos y biolégicos como: temperatura, radiaciones X y UV tipo B, metales

pesados, H,0,, O3, NO, acido araquidonico, entre otros [54].

En los analisis de los promotores proximales de Cu,Zn-SOD de mamiferos se
han identificado regiones regulatorias como cajas TATA, sitios de unién para
NF-KB, AP1, AP-2, Spl, NF1, GRE, HSF, sitio de unién a proteina CCAAT
(C/IEBP) y regiones ricas en GC (Figura 16) [53]. En helmintos, se han
encontrado potenciales regiones regulatorias como cajas TATA y CAAT, asi
como sitios AP-1 en el promotor del gen de calreticulina [55]. Adicionalmente se
reportaron; un sitio para AP-1 y tres cajas TATA se reportaron en el promotor
del gen de la glutation transferasa de 28 kDa de Schistosoma mansoni [56]. En
el caso de los promotores de Cu,Zn-SOD, se han descrito sitios de inicio de la
transcripcion (TSS del inglés Transcription Start Site), dos cajas CAAT, y tres
regiones ricas en GC en S. mansoni [57,58], asi como la presencia de sitios
similares a elementos iniciadores en dos promotores de Onchocerca volvulus

(Ov-sod-1 and Ov-sod-2) [59].
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Estructura general de un gen de CuZnSOD de mamifero

T % o - Exon Intron
w || 5 m = & o <
mE;m&hmmmx%amE;/
o || x|l = 2 ‘ =
n.n:>'on:'“u%1"z"0‘(%wi—
I =
3500 2000 1800
pb pb pb pb
Sitios de unién a factores de transeripcion
| 152pb ‘ ‘ 97pb | | 70pb ‘ 118pb | \ 420pb ]
. .,
Promotor Proximal Region estructural

Figura 16. Estructura general de un gen de Cu,Zn-SOD de mamifero. Se
muestran en cajas las siglas de los factores de transcripcion que unen a la
region promotora del gen, en rectangulos negros los exones y en blancos los

intrones, con el numero aproximando de bases que los componen.

En helmintos se sabe que la expresién de genes de Cu,Zn-SOD puede ser
regulada por EROs, por ejemplo el O, aumenta los niveles de transcripcion de
la Cu,Zn-SOD en miracidios, esporocistos y cercarias de S. mansoni [54];
también aumenta los niveles de ARN mensajero de Mn-SOD y Cu,Zn-SODs en
el estado larvario de Caenorhabidits elegans [60], asi mismo, el H,O, aumenta
la transcripcion de Cu,Zn-SOD en S. mansoni [61]. Ademas los niveles de
actividad enzimatica de la catalasa y Cu,Zn-SOD aumentan en gusanos
hembras de Heligmosomoides polygyrus aisladas de ratones infectados con

diferentes fenotipos de resistencia [62].
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Cu,Zn-SOD EN HELMINTOS

Se ha encontrado actividad de Cu,Zn-SOD en diferentes estadios de desarrollo
de algunos helmintos; dicha actividad varia dependiendo del estadio de
desarrollo. Ademas se ha demostrado, que los estadios adultos son mas
susceptibles a dafios por estrés que los juveniles. Se han purificado Cu,Zn-
SODs de extractos de diversos helmintos como T. taeniaeformis, Dirofilaria
immitis y T. solium [63,64,65]; ademas se han clonado las Cu,ZnSODs de
Onchocerca volvulus (rOVSOD), T. solium, Fasciola hepatica [8,50,66], asi
como las extracelular (SP-SOD) y la citosdlica (CT-SOD) de Schistosoma
mansoni y Brugia pahangi [49,57,67]. Todas las secuencias de estas enzimas

contienen los motivos caracteristicos y sitios conservados para las Cu,Zn-SOD.

Se han identificado diversas Cu,Zn-SOD en extractos proteicos y productos de
excrecidn/secrecion de helmintos. Todas las enzimas son codificadas por un
gen de copia Unica, excepto en Haemonchus contortus [68]. Las Cu,Zn-SODs
de céstodos presentan identidad de secuencia primaria entre un 47 hasta 96%
con las de otros helmintos; en contraste las similitudes de estas con la
secuencia de humano y bovino varian desde 53 a 63%. También, es notable el
alto nivel de identidad que se presenta entre las enzimas de nematodos (O.
volvulus y Brugia malayi, y Dirofilaria immitis) y trematodos (Fasciola hepatica,
Clonorchis sinensis), que por ejemplo presentan reacciones cruzadas entre las

SODs de O. volvulus y Brugia malayi [43].
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Se han realizado estudios en bacterias como E.coli que demuestran que las
SODs participan en muchos procesos biologicos, en funcion del metabolismo
bacteriano, condiciones ambientales y estado en el ciclo de vida. Los efectos
de algunas bacterias mutantes con el gen nulo para SOD, presentan
sensibilidad al estrés oxidante y a algunas ER, pérdida de la viabilidad,

defectos en el ensamble de la esporulacion y atenuacion de la virulencia.

En el caso de la Mn-SOD, los ratones knockout ™, mueren pocos dias después
de nacer [69] y los organismos knockout (Cu,Zn-SOD™) presentan disminucién

en el indice de crecimiento y un corto indice de vida [70].

En humanos la Cu,Zn-SOD est4 implicada en procesos de envejecimiento y
fisiopatoldégicos como cancer de intestino, rifién, higado y leucemia; alergias
(intolerancia a farmacos); dafio cardiaco (isquemia y aterosclerosis);
enfermedades infecciosas (por influenza y Helicobacter pylori); desorden
genético (sindrome de Down), enfermedades neurodegenerativas (Alzheimer y
esclerosis) y problemas oftalmolégicos (cataratas), entre otros [71,72]. Los
ratones “Knock outs” (que carecen de la Cu,Zn-SOD) parecen normales en su
etapa juvenil, pero presentan problemas de fertilidad y un indice de vida mas

corto [70].

La Cu,Zn-SOD puede presentar un efecto pro-oxidante, en presencia de
concentraciones mM de H,O, y puede generar OH . La mezcla de SOD y H,0,
puede catalizar la oxidacion de diversos sustratos in vitro, como azida, sales de

urato, nitrato, triptéfano e histidina incluyendo los del sitio activo de la SOD [35].

Debido a la presencia de la enzima y la importancia que esta representa en la

proteccion al dafio que se produce por los radicales libres muchos autores han
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apuntado al uso de ésta como blanco de farmacos, asi como para componente

de una vacuna.
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2. HIPOTESIS

En helmintos se sabe que la expresion de genes de Cu,Zn-SOD puede ser regulada
por especies reactivas de oxigeno; el objetivo es conocer la estructura completa del
gen que codifica para la superéxido dismutasa de Cu,Zn de Taenia solium
(TsCu,Zn-SOD), su regiobn promotora y estructural, para entender como regula la

expresion del gen.

3. OBJETIVO GENERAL
Clonar y caracterizar el gen (regién del promotor y estructural) que codifica para la

TsCu,Zn-SOD.

4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Caracterizacion del gen (promotor proximal y region estructural).

2.- Identificar los sitios de unién de proteinas en el promotor.

3.- Evaluar la expresién de gen de la Cu,Zn-SOD en cisticercos de

Taenia crassiceps bajo condiciones normales y de estrés oxidante.
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MATERIAL Y METODOS

MATERIAL BIOLOGICO

Los cisticercos de Taenia solium y T. crassiceps (cepa WFU) se obtuvieron
respectivamente de musculo de cerdos infectados y del peritoneo de ratones
BALB/cAnN hembras con cinco meses de infeccion. Los cisticercos se lavaron
con SSA estéril y almacenaron a -70°C, o se usaron para la inmunolocalizacion

de la enzima y ensayos in vitro.
CLONACION DEL GEN DE Cu,Zn-SOD DE Taenia solium

Para clonar el gen de la Cu,Zn-SOD de T. solium (TsCu,Zn-SOD), se tamiz6
una biblioteca de ADN gendmico del parasito como se describié previamente
[73]. Brevemente, se obtuvo ADN gendmico de cisticercos de T. solium,
extraidos de tejido muscular de un cerdo infectado. Los cisticercos se digirieron
con proteinasa K y después se purific6 al ADN por medio de una columna
comercial de silica (Quiagen). EI ADN gendmico se digirié con la endonucleasa
de restriccion EcoRI. El producto de la digestiébn se analizé en geles de
agarosa, para despueés clonarse en el bacteriofago A-ZAP (Stratagene, La Jolla,
California). Posteriormente se infectaron bacterias XL1-Blue; las clonas se
transfirieron a una membrana de nitro celulosa y se hibridaron con una sonda;
gue consiste en un fragmento de ADN complementario de la TsCu,Zn-SOD
obtenido por RT-PCR con ARN mensajero, marcada con [a-*?P] dTCP.
Posteriormente, las membranas se expusieron a una placa de auto radiografia.
El tamizaje primario consisti6 en generar 120, 000 unidades formadoras de
placa (UFP) en una caja de cultivo Luria solido, estas se transfirieron a una

membrana de nitrocelulosa, para hibridarlas con la sonda marcada, 3 placas
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fueron positivas. Estas se volvieron a tamizar del mismo modo, para obtener 3
UFP positivas. Las placas positivas se caracterizaron por PCR y digestion con
enzimas de restriccion EcoRI, BamHI, Hindlll, para determinar el tamafio y
similitud de las placas. Las placas positivas se convirtieron a plasmidos
pBluescript utilizando el fago cooperador ExAssist (Stratagene). Las colonias
bacterianas transferidas con pBluescript crecieron toda la noche en medio
Luria-Bertani (LB) con ampicilina 100 pg/mL. Se purificé el plasmido por el
protocolo estandar de lisis alcalina y se secuencid en un secuenciador ABI
prism 373 (Perkin-Elmer, Applied Biosystems). Se realizd6 el andlisis de la
secuencia primaria y se identificaron los sitios cataliticos, asi como los motivos
caracteristicos utilizando el programa PCGENE. Para identificar los sitios de
transcripcion putativos, de las secuencias en la regién 57, se utilizé el programa
PROMO: (http://alggen.Isi.upc.es/cgi-
bin/promo_v3/promo/promoinit.cgi?dirDB=TF_8.3). Se reportan las secuencias
de factores que obtuvieron 100% de identidad con los descritos e identificados

por el programa.

CLONACION DEL ADN COMPLEMENTARIO (ADNc) DE Cu,Zn-SOD DE T.

crassiceps

El ADN complementario de la region codificante de Cu,Zn-SOD de T.
crassiceps se obtuvo por una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
usando 1 pg de ADN complementario de cisticercos y dos iniciadores
disefiados a partir de los primeros seis y los dltimos siete aminoacidos de la
TsCu,Zn-SOD (SOD-X1: 5-ATG-AAG-GCT-GTT-TGT-GTT-3’ y SOD-X2: 5-

ATT-GCT-AAG-AGC-GAG-TGA-3’), con el programa: 1 ciclo de 94°C por 30s,
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55°C por 1 min, 72°C por 1 min; y una extension final de 72°C 5 min. Todos los

productos fueron clonados en pCRII (Invitrogen).

DETERMINACION DEL SITIO DE INICIO DE LA TRANSCRIPCION

Para determinar el sitio de inicio de la transcripcion se utilizd la técnica de
amplificacion de regiones 5" de ADN complementario (RACE, por sus siglas en
inglés); empleando ARN total de T. solium, aislado con TRIzol (Invitrogen) que
se us6é como molde para la determinacion de sito de inicio de la transcripcion

(TSS).

Brevemente, se homogenizaron 100-200 mg de cisticercos de T. solium con un
politrén en un tubo sobre hielo, se adicionaron 200 pL de cloroformo, el
homogenado se incubé 5 min a temperatura ambiente y se centrifugé a 12
000xg 15 min. Después de las extracciones con fenol y cloroformo, la fase
acuosa se incubd con isopropanol por 10 min. El precipitado se resuspendio en
etanol al 70% y nuevamente se centrifugd en las mismas condiciones. El
precipitado, se resuspendié en H,O con dietilpirocarbonato (DEPC), y se
almacend 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 y 2
Polymerase Mix (Clontech), utilizando como cebador contrasentido Cu,Zn-
SOD3R (5-TGT-GTC-ACC-GAA-TTC-GTG-GAC-GTG-3) diseiiado a partir de
la secuencia de ADN complementario del gen de Ts Cu,Zn-SOD; y el cebador
antisentido  SMARTIl  (5-AAG-CAG-TGG-TAT-CAA-CGC-AGA-GTA-CGC-
GGG-3') para el gen de TsCu,Zn-SOD. El producto resultante de cada reaccion

se clond en el vector pCRII para obtener su secuencia.
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SOUTHERN BLOT

El Southern blot se realiz6 como se describio [74] utilizando 10 pg de ADN
genomico (T. solium and T. crassiceps) digerido con Hind Ill, Bam HI, Eco RI.
Las digestiones se cargaron en un gel de agarosa al 1% en TAE a 0.15V / cm,
y los fragmentos transferidos a una membrana de nylon (Amersham). La
membrana se lavé con una solucibn SCC durante 5 min a temperatura
ambiente y el ADN fijado a una membrana con luz UV. La membrana se hibridé
con la sonda marcada radioactivamente con de ADN que codifica para la
Cu,Zn-SOD de T. solium. La hibridacién se llevé a cabo a 60°C, finalmente las
membranas se secaron y expusieron en placas de autoradiografia durante 24

hrs.

INMUNOELECTROTRANSFERENCIA DE GELES DE DOBLE DIMENSION

(2D-WB)

Se utilizé la técnica descrita por O farrell [75], para la preparacion de extractos
crudos se sonicaron (500 mg) de los parasitos cuatro veces a 40W por 1 min
en 250 puL de un amortiguador de lisis, reposando 1 min en hielo entre cada
pulso. La suspension de los parasitos (100 uL) se procesé con el estuche 2-D
Clean-Up Kit (Amersham) siguiendo las instrucciones del fabricante. EIl
sobrenadante (300 pg) se utilizé para hidratar las tiras de 7 cm (pH 3-10 para
gradiente linear) por 16h a temperatura ambiente. El electroenfoque comenzo a
300 V (1 h), aumento a 1000 V por 30 min, y se mantuvo a 5000 V por 2 h en
una camara IPG-phor | (GE Healthcare). Las tiras se equilibraron por 20 min en
un amortiguador de rehidratacion, se corrieron en un gel SDS-PAGE vy

transferidas a una membrana de PVDF (Millipore). Las membranas primero se
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incubaron con anticuerpos anti-TsCu,Zn-SOD de conejo producidos en nuestro
laboratorio (1:500), se lavaron tres veces con SSA tween-20. Los anticuerpos
en las membranas fueron detectados por un segundo anticuerpo conjugado
con peroxidasa de cabra anti-IlgG anti-conejo (1:2000) y una solucion de
diaminobencidina y H,O,. Las membranas fueron lavadas toda la noche, como
se describid antes y posteriormente incubadas con anticuerpos anti-Triosa
fosfato isomerasa de T. solium (TPI) (1:1,000), siguiendo el procedimiento de
deteccion previamente descrito. Como control se usé una tira de la membrana

con el extracto de cada taenia y se incub6 con IgGs normales de conejo [76].

ENSAYOS DE INMUNOFLUORESCENCIA

Se realizé como se describié previamente para otras inmunolocalicaciones
landa [77] . Se colocaron cisticercos completos de T. solium y T. crassiceps en
Tissue-Tek (Miles Laboratories), y se almacenaron a -70°C. Se prepararon
cortes congelados de 6-8 um de grosor en un portaobjeto de vidrio y se
incubaron con 100 pL de anticuerpos anti-TsCu,Zn-SOD (0.4 mg/mL) en SSA
con albumina de bovino 1%, 0.05% Tween 20 (SSA-BT) durante toda la noche.
Los cortes se lavaron tres veces con SSA y se incubaron por 60 min a
temperatura ambiente con un anticuerpo anti-lgG de conejo hecho en cabra
conjugado con isotiocianato de fluoresceina (Sigma) diluido 1:50 en SSA-BT.
Como control se utilizé 1IgG normal de conejo a la misma dilucion. Los cortes se
lavaron como ya se describié, se montaron en una solucion de SSA con glicerol

(9:1), y se fotografiaron en un microscopio de epifluorescencia Nikon Optiphot.
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ANION SUPEROXIDO PRODUCIDO POR EL SISTEMA XANTINA-XANTINA

OXIDASA

Se utilizé el método descrito por McCord [78] , para producir O,", se disolvié
xantina (Sigma) a las concentraciones de 0.001 a 0.200 mM y se mezclaron
con tres diferentes concentraciones de xantina oxidasa (30, 45, 56 mU) en un
mL de amortiguador de 50 mM K;HPO,4, 10 mM EDTA, pH 7.8, 0.019 mM
citocromo C (Sigma). La produccion de O,” en cada mezcla fue medida por la

reduccion de citocromo C a D.O.s50 nm por 2 min. (Tabla 1).

Tabla 1. Velocidades de produccion de O~ (nmol/min), usando el sistema
xantina-xantina oxidasa. Se combinaron diferentes concentraciones de xantina
(0.001 a 0.2 mM) con tres diferentes concentraciones de xantina oxidasa (30,

45 and 56 mU). Se presenta la desviacién estandar junto a las velocidades.

mU XO 30 45 56
Xanthine (mM) (nmol/min) (nmol/min) (nmol/min)
0.000 0.000 0.000 0.000
0.001 0.87+/-0.05 0.12 +/-0.07 1.16 +/-0.07
0.003 1.78 +/-0.09 1.81 +/-0.01 2.34+/-0.17
0.005 2.22 +/-0.09 2.08 +/-0.2 2.86+/-0.18
0.007 2.27+/-0.08 2.63+/-0.16 3.69+/-0.22
0.010 2.36+/-0.06 2.81+/-0.16 4.46 +/-0.21
0.0150 2.67+/-0.09 3.17+/-0.17 4.43+/-0.18
0.020 2.86+/-0.08 3.4+/-0.18 4.71+4/-0.21
0.030 2.8+/-0.07 3.49+/-0.21 5+/-0.13
0.040 2.77 +/-0.07 3.57 +/-0.61 5.26+/-0.18
0.060 2.91+/-0.08 3.63+/-0.2 5.57+/-0.14
0.100 2.92 +/-0.07 3.63+/-0.21 5.74+/-0.14
0.150 3.11+/-0.08 3.6+/-0.18 5.71+/-0.15
0.200 2.90+/-0.07 3.80+/-0.23 5.83+/-0.14
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VIABILIDAD DE Taenia crassiceps Y EXPRESION DE Cu,Zn-SOD BAJO

CONDICIONES DE ESTRES OXIDANTE CON Oy" Y H,0,

Todos los cisticercos de T. crassiceps y se preincubaron en medio RPMI
(Sigma) con CO, 0.5% por 4 h a 37°C. Grupos de 20 cisticercos se incubaron
en: 1) RPMI por 0, 1, 4y 24 h. 2) con RPMly O," (0, 1.9, 2.9, 3.8nmol/min) por
0.5, 1,9y 24 h; 3) con RPMI y H,0O, (0, 0.25, 0.5, 1 and 2 mM) por 0.5, 6y 24
h. Finalizados estos tiempos los parasitos se incubaron por 1 h con bilis de

cerdo diluida 1:3 en RPMI para evaluar la evaginacion.

La viabilidad se determiné por tres parametros: 1) Evaginacion: la capacidad
del escllex para evaginar. 2) Movilidad: determinada por movimiento de tipo
contractil y 3) Dafio: por observacion de la pared del cisticerco en un

microscopio invertido (Nikon Eclipse TS100).

Se determinoé la expresién del ARN mensajero de Cu,Zn-SOD y TPI en los tres
grupos de cisticercos antes mencionados. Utilizamos el estuche One Step RT-
PCR (Invitrogen), con 1 pug de ARN T. crassiceps total como molde y los
iniciadores SOD-X1 y SOD-X2 para amplificar los transcritos de la TsCu,Zn-
SOD, y para los de la TPI, los iniciadores TPI-10 (5’- TAC-CTG-AAG-TAT-GCT-
CAG-G -3’) y TPI-12 (5-CGC-CAA-TGC-AAG-GAA-TGA-C-3’) que codifican
para los aminoacidos YLKYAQD y VIPCIGE. Se utilizé el programa 50°C por 30
min para la reaccion de la transcriptasa reversa y el PCR se hizo con el
programa anteriormente descrito. Para determinar la expresion de la proteina
de Cu,Zn-SOD y TPI se utilizaron 15 pg de extracto de T. crassiceps por mm
lineal se cargaron en un gel de poliacrilamida con SDS-PAGE al 12%, se

transfirieron a membranas de fluoruro de polivinilideno (PVDF) y se incubaron
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con anticuerpos anti-TsCu,Zn-SOD vy anti-TPI, siguiendo el procedimiento ya

descrito.
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RESULTADOS

ANALISIS DE LAS SECUENCIAS QUE CODIFICAN PARA EL GEN Cu,Zn

DE T. solium Y DEL ADNc DE T. crassiceps

Las secuencias completas de TsCu,Zn-SOD y TcCu,Zn-SOD ADN
complementario se depositaron en el GenBank (1444642, 1444649). Las tres
clonas aisladas de la biblioteca de ADN gendmico de T. solium fueron idénticas
en tamafio (~3000 pb) y secuencia de nucleotidos. Como se observa en la
figura 17, el gen de TsCu,Zn-SOD mide 2841pb, presenta tres exones de 66,
279 y 111 nucledtidos, separados por 2 intrones de 286 y 1448pb con los sitios
donador y aceptor NGT-AGN situados entre los codones 22, 23,115 y 116.
Ambos intrones presentan una secuencia de reconocimiento putativa para Ul
flanqueando el sitio donador (Primer intron *°GTAGGT®®; segundo intron:
SSGTATGT®®, numerados desde el primer nucledtido transcrito, ver mas
adelante subrayado), y la region rica en pirimidina para el factor de unién
asociado U2 (U2AF) (Primer intron ®°*CTTTGATGTTATCTTTAG®?; segundo
intron: 2°®TTCCCTTTCTTTGTCCAG*'®") posicionado en el sitio aceptor
(subrayado). Se encontré un sitio de poliadenilacion (****AATAAA*%) al final de

la secuencia.

La traducciéon de la secuencia primaria de T. solium y T. crassiceps, revelaron
un 98.47% de identidad. Ambas secuencias primarias mantienen los residuos
conservados H*, H**, H*, H®® y H® H®, D% esenciales para la unién al Cuy
Zn, respectivamente. Ademas, tienen la R conservada que estabiliza el
cobre; en donde el O," se coordina para producir O,. Las TsCu,Zn-SOD y

TcCu,Zn-SOD estan formadas por una estructura llamada barril 3 compuestas
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de dos hojas B conservadas unidas con 4 laminas cada una [79].La primera
hoja B esta formada por los residuos K>~G®, G**-A%, A®-E®* y A% D® y |a
segunda hoja B por los residuos G*-H*, N¥-G%¥, SM3_H17 y A12_G E|
canal que conduce al O, al sitio activo esta formado por dos asas, uno con los
residuos S°-K® y la segunda con los residuos H'?®-G'*. Es notable que

ambas secuencias carecen de triptéfano. Interesantemente, se observa la

130 ,, [133 132
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presencia de los aminoacidos que corresponden a y V¥ en la

y
Cu,Zn-SOD de S. mansoni [80], importantes para conducir al O;~ hacia el sitio

activo.

El sitio de inicio de la transcripcion (TSS) en TsCu,Zn-SOD, se ubic6 a -22
nucleétidos rio arriba del codén de inicio de la traduccion (ATG), en donde C es
el primer nucledtido transcrito. El analisis in silico de la region 5° de TsCu,Zn-
SOD (-542 pb antes de TSS) revelo6 tres cajas TATA putativas (a -404, -247 vy -
136), al igual que revelo sitios de union para CCAAT (a -521 y 514), AP-1 (a -
491 y -414), YY1 ( a -426), y NF1 (a -179 y -99), no se encontraron regiones
ricas de GC. En la tabla 2, se presenta un analisis comparativo buscando sitios
de inicio de la transcripcion y elementos regulatorios putativos en los
promotores de genes de Cu,Zn-SOD S. mansoni, H. sapiens, Drosophila
melanogaster, comparados con T. solium. Schistosoma mansoni presenta dos
cajas TATA que podrian ser funcionales y tres regiones ricas en GC, pero
carece de una caja TATA. En contraste, el humano presenta sitios TATA y
CCAAT que pueden ser funcionales, ademas de otra caja CAAT lejana y tres
regiones GC. Del mismo modo D. melanogaster presenta una caja TATA, una
CCAT y una regién GC. Notablemente el mismo analisis no revelé regiones

putativas de union a factores para NF-1, AP-1y YY1 en el promotor de Cu,Zn-

58



SOD de S. mansoni y humano. En la tabla 2 se presenta la diferencia en

namero, tamafio y posicion de los intrones en los genes analizados.

El southern blot que se realizO6 con ADN gendmico de T. solium and T.
crassiceps reveld un patrén de restriccion similar, una banda al ser digeridos
con las enzimas Hind Ill (-8 kb para T. solium y ~7.0 kb para T. crassiceps),
Bam HI (~9 Kb), y dos bandas cuando se digieren con Eco RI (~6.5y ~1.8 Kb,

para T. soliumy 6.7 y 1.8 para T. crassiceps), ver figura 18 A.
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Tabla 2. Sitio de inicio de la transcripcion, y potenciales sitios de unién de
elementos regulatorios de regiones promotoras de genes de Cu,Zn-SOD de S.

mansoni, H. sapiens y T. solium.

Organismo (Referencias) TSS Caja TATA CCAAT Region GC Posicion de intrones (nt) (Tamario)
5. mansoni (Mei et al,, 1995) +1(G) 0 =142, -195 =203, -334, -351 2
150, 435 (4600, 2700)
H. sapiens (Levanon et al.,, 1985) +1(G) -29 =72, =131 =90, -135, =172 4
153, 522,706, 1164 (273, 114, 340, 262)
T. solium +1(C) —136, -247, -404 —421, -414 0 2
88, 367 (286, 1448)
D. melanogaster (Seto et al, 1987) +1(A) =321 -137 -293 1
224 (725 bp)
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Figura 17. Secuencia de nucledtidos y aminoacidos del gen de Cu,Zn-SOD de Taenia solium
(TsCu,Zn-SOD) y ADN complementario de Cu,Zn-SOD T. crassiceps (TcCu,Zn-SOD). El sitio
de inicio de la transcripcion, corresponde a C marcada con una flecha. Tres cajas TATA
putativas (en los sitios -404, -247 y -236), Los sitios de union putativos para CCAAT (-491 y -
414), AP1 (-491 y -414), YY1 (-426), NF1 (-179 y -99). Las secuencias aceptoras y donadoras
de intrones (AG/GT), estan subrayadas; los intrones estan representados por // y el tamafio de
cada uno esta escrito arriba del signo //, y el sitio de poliadenilaciéon est4 en negritas. Los
aminodcidos caracteristicos que forman en barrii B de la enzima, estan en cajas. Los
aminoacidos que forman las asas del canal, estdn marcadas dentro de las cajas punteadas, los
aminodcidos involucrados en la catalisis estdn marcados con ¢. Los codones de inicio (ATG) y
de paro (TGA), la secuencia de los cebadores usados para amplificar la regién codificante de la
enzima estan subrayados. Los diferentes aminoéacidos entre T. crassiceps y T. solium estan en
negritas.

61

230

Ts 2226  CTGACTACTATTTRATTGCACTGCTCCCAT TR TCACGARRT T T TACCARTGCGGGTTTGTAATCGACTTCATARRTTTTCC



ANALISIS PROTEOMICO Y LOCALIZACION DE LA Cu,Zn-SOD DE

CISTICERCOS DE T. solium y T. crassiceps

Para determinar el niumero de isoformas de Cu,Zn-SOD se separaron los
extractos crudos de cisticercos de T. solium y T. crassiceps en geles de 2D-
SDS con un intervalo de 10-100 kDa y se transfirieron a membranas de PVDF.
Los anticuerpos anti-TsCu,Zn-SOD detectaron dos proteinas, una de ~32 kDa y
otra de ~16 kDa en los extractos de ambas Taenias con un punto isoeléctrico
cercano a 6. En contraste, se observaron dos proteinas de ~27 kDa con puntos
isoeléctricos cercanos a 6.4 y 6.6 en los mismo extractos con los anticuerpos
anti-TPI usados como control (En la Figura 18 B se observan Unicamente los

patrones de T. crassiceps).
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Figura 18. A) Southern blot de ADN de Taenia solium (Ts)S y T. crassiceps
(Tc) digeridas con las enzimas Hind Ill, Eco Rl y Bam HI. Los marcadores de
peso molecular estan ubicados a la izquierda. B) El western blot con extracto
total de T. crassiceps con los anticuerpos anti-TsCu,Zn-SOD y anti-TPI. Las
IgG aisladas de suero de conejo normal se usaron como control, dato no
mostrado. Los marcadores de peso molecular (10-100 kDa), y punto
isoeléctrico (pH 3-10) estan ubicados a la derecha y sobre la figura
respectivamente. Los circulos marcados con 1, representan la posicion de la

Cu, ZnSOD. El circulos marcado con 2 la posicion de las isoformas de TPI.
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Los anticuerpos anti-TsCu,Zn-SOD ubican a la enzima de manera abundante
en el tegumento en el citoplasma de células subtegumentarias, células de
musculo y células formadoras de canales, ademas esta distribuida a través del
parénquima y la pared de ambas Tenias (Figura 19 A y C). No se observa la
tincion fluorescente en las secciones de cisticercos incubados con anticuerpos

normales de conejo (Figura 19 B).

Figura 19. Localizacion de Cu,Zn-SOD por inmunofluorescencia indirecta sobre
secciones de la pared de cisticercos de T. solium (A) y T. crassiceps (C) se
expusieron a anticuerpos anti-T. solium Cu,Zn-SOD. Como control una seccion
de pared de T. crassiceps (B) se incub6 con anticuerpos normales de conejo.
Las letras y flechas muestran el tegumento (T), las células formadoras de
canales (CC), los miocitos (MC), y células subtegumentarias (SC). Las barras

representan una distancia =20um.

64



PRODUCCION DE O,~

El sistema de produccion de O,” consistid6 en combinar tres concentraciones
de xantina oxidasa (30, 45 y 56 mU) con diferentes concentraciones de xantina
(0.001 a 2.0 mM), para producir O,” que es determinado por el método de
xantina y xantina oxidasa con citocromo C. Los datos de la Tabla 1 revelan que
las velocidades de produccion de O,” cuando la xantina oxidasa se mantiene
constante a 30mU y mezcla con las diferentes concentraciones de xantina, se
observa que la velocidad de produccion de O, aumenta de 0.87 a 2.8
nmol/min, mientras que cuando la xantina oxidasa se mantiene constante a 45
0 56mU y se mezcla con las mismas concentraciones de xantina, el aumento
de las velocidades fue de 0.12 a 3.8 nmol/min; y de 1.16 a 5.83 nmol/min,

respectivamente (Tabla 1, Figura 20).
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Figura 20. Las velocidades de produccion de O, (nmol/min) generado con
diferentes concentraciones de xantina (0.001-0.2mM) combinado con xantina

oxidasa a diferentes concentraciones (30, 46 y 56mU).
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EFECTO DE O, Y H,O, EN CISTICERCOS DE T. crassiceps

La viabilidad de los cisticercos de T. crassiceps expuestos a concentraciones
de 0, 1.9, 2.9 y 3.8 nmol/min de O, por 24 h no fue afectada en movimiento de
contraccion y relajamiento, evaginacion y morfologia. Todos los cisticercos
evaginaron, mostrando movilidad normal y su morfologia se mantuvo intacta al
igual que en los cisticercos control (Tabla 3). No se expusieron a la maxima
concentracion de O, producida por el sistema (5.83 nmol/min), debido a que la
xantina oxidasa fue téxica para los cisticercos a concentraciones mayores a 45

muU.

Asimismo, cuando los cisticercos se incubaron con H,O, 1y 2 mM por 24 h,
permanecen sin dafio aparente. En contraste, cuando los cisticercos se
incubaron con H,0O, 3 mM por 30 min, sélo evaginé el 40% los cisticercos, la
movilidad, disminuyé hasta 60%, el color de los cisticercos cambié a
opalescente, presentaron dafio en la pared celular, determinado por la
liberacién de moléculas al medio. La incubacion con mas de 3 mM de H,O, por
mas de 3 h destruyd completamente a los cisticercos. Los cisticercos usados
como control incubados Uunicamente con RPMI presentaron 100% de viabilidad

(Tabla 4).
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Tabla 3. Efecto del O, (1.9, 2.9, y 3.8 nmol/min) en cisticercos de Taenia

crassiceps incubados en medio RPMI a diferentes tiempos (30 min, 1, 9, and

24 h).
Tiempo CONTROL CONTROL CONTROL
Solo Xantina Xantina 1.9nm/min 2.9nm/min 3.8nm/min
(Horas) oxidasa 0.2mM 0, 0, 0
RPMI 45mU
10/10 10/10 10/10 10/10 9.5/10 10/10
0.5 ++++ -+ 4+ +H++ -+ ++++
S G G © ¢ (%
10/10 10/10 10/10 9.5/10 10/10 10/10
1 ++++ ++++ ++++ ++++ -+ ++++
(& % C C e C
10/10 10/10 10/10 10/10 10/10 10/10
9 +++ -+ 4+ 4+ -+ e+
¢ e C C c C
10/10 8/10 10/10 10/10 10/10 10/10
24 ++++ ++++ ++++ ++++ -+ ++++

[

(%]

(&

C

&

G

Se utilizaron como controles, cisticercos cultivados con xantina, Xxantina

oxidasa y RPMI. La viabilidad se determind por A) el % de cisticercos

evaginados obtenido por: #

parasitos evaginados/ total

de parasitos

cultivados. B) La Movilidad de los parasitos fue descrita como Alta ++++;

Media +++; Moderada ++, y nula -. C) El dafio en la pared del cisticerco fue

descrita como: C= Cisticerco completo, M= Dafio medio y N= Dafio nulo.
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Tabla 4. Efecto de H,O, (1, 2, 3, 4, y 5 mM) en cisticercos de Taenia

crassiceps cultivados a diferentes tiempos (0.5, 6, and 24 h).

Tiempo
CONTROL 1.0mM 2.0mM 3.0mM 4.0mM 5.0mM
(Horas)
10/10 10/10 10/10 4/10 0/10 0/10
0.5 ++++ -+ ++++ + 3 E
C C C M N N
10/10 10/10 10/10 0/10 0/10 0/10
6 ++++ ++++ -+ - - -
C 6! C N N N
10/10 10/10 10/10 0/10 0/10 0/10
24 A+ - ++++ + - -
C 6! C N N N

Como control se utilizaron cisticercos cultivados en RPMI. La viabilidad fue

determinada como se describi6 en la tabla 2.
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EXPRESION DE TcCu,Zn-SOD EN CONDICIONES OXIDANTES

Los niveles de expresion de ARN mensajero para la Cu,Zn-SOD vy la TPI
determinados por RT-PCR no cambiaron con respecto a los cisticercos
controles en los ensayos realizados con cisticercos incubados solo con medio
RPMI por O, 1, 4y 24 h (Figura 21 A), en los ensayos con cisticercos incubados
con Oy" (2.9 y 3.8 nmol/min) por 30 minutos (Figura 21 B), ni en los ensayos
donde se utiliz6 el H,O; a las concentraciones de 0.25, 0.5,1 y 2 mM (Figura 21

Q).

Por otro lado, el método de western blot con anticuerpos especificos determind
cualitativamente que los niveles de expresidn a nivel de proteina de las
enzimas Cu,Zn-SOD y TPl no cambiaron en los cisticercos de los ensayos
donde se agregd RPMI solo o diferentes concentraciones de O, y H,O, asi

como en los cisticercos controles (Figura 21 D).
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Figura 21. Expresion de Cu,Zn-SOD y TPI en cisticercos de T. crassiceps
expuestos A) RPMI por 0, 1, 4 y 24 horas; B) RPMI’, con xantina (X, 0.2mM), y
RPMI con Oy" (2.9 y 3.8 nmol/min) por 30 minutos; C) RPMI y RPMI con H,0,
(0.25 a 2mM) por 30 minutos. D) Expresion de las proteinas Cu,Zn-SOD y TPI
determinada por western blot, usando extractos de cisticercos incubados solo
con RPMI, RPMI con Oy" (2.9 y 3.8 nmol/min) y RPMI con H,0; (1 'y 2 mM) por
30 min. Se utilizaron anticuerpos anti-Cu,Zn-SOD y anti-TPI de T. solium.
Como control, 2 tiras con los extractos de cisticercos de T. solium and T.
crassiceps se expusieron a una IgG purificada de suero normal de conejo, dato

no mostrado.
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DISCUSION

En este trabajo, se clonaron el ADN genémico y el ADN complementario del
gen de Cu, Zn-SOD de T. solium y T. crassiceps. Los analisis computacionales
de la region promotora y estructural del gen de Cu,Zn-SOD revelaron que la
estructura del gen de TsCu,Zn-SOD es diferente a otros genes de Cu,Zn-SOD
en longitud, arreglo y posicion de los intrones como se presenta en la tabla 2.
El andlisis computacional de la regién 5 de TsCu,Zn-SOD reveld sitios
putativos de unién para la proteina de unién a la secuencia TBP y sitios CAAT,
que participan en la transcripcion. Cabe mencionar que los sitios que
encontramos al parecer no estan en una distancia apropiada para ser
funcionales Figura 22 anexo. El mismo analisis revelo la presencia de sitios de
union putativos para NF1, AP-1y YY1 que son reguladores redox positivos y
negativos (es decir que aumentan 6 disminuyen la expresion). Esos sitios de
union para factores de transcripcion no estan presentes en los genes de Cu,Zn-
SOD de S. mansoni y de Homo sapiens. Es de hacer notar que, la regién 5 del
gen de TsCu,Zn-SOD (Céstodo) es diferente al promotor del gen de Cu,Zn-
SOD de S. mansoni (Trematodo) en secuencia, y organizacién [56,57]; ademas
ambos promotores son diferentes al de humano, indicando que los promotores
proximales de los genes de Cu,Zn-SOD no estan conservados (Tabla 2, figura
22), esto también sugiere que los genes de helmintos pueden ser regulados de
forma diferente. Sin embargo, se deberan realizar analisis de tipo funcional

para validar estas aseveraciones.

El analisis de la secuencia primaria de las enzimas de ambos parasitos revel6

la presencia de los sitios caracteristicos y de aminoacidos que participan en la

130 ,, (133
L I

catdlisis de la enzima; ademas contienen los aminoacidos similares a

y
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(L2 y Vv*%) Cu,Zn-SOD de S. mansoni, y son diferentes de la enzima de
humano. Se han sugerido éstos aminoacidos como blanco para el desarrollo de
inhibidores para impedir el camino del O, al sitio activo de la Cu,Zn-SOD de
parasitos [80]. El resultado de nuestro en este sentido, se describe mas

adelante.

El andlisis de tipo southern blot sugiere que los genes que codifican para la
TsCu,Zn-SOD y la TcCu,Zn-SOD son de copia Unica en los genomas de esos
Tenidos, como se ha descrito para otros organismos [43].

En los ensayos de Western blot de una dimension con T. crassiceps, la enzima
es desnaturalizada con calor; en la presencia de SDS se observa una banda de
16 kDa; sin embargo los ensayos de 2D-WB se encontr6 el dimero 32 kDa y el
mondmero 16 kDa de la enzima. La no ruptura del dimero se debe a la alta
resistencia a agentes desnaturalizantes como el SDS y la urea, descrita para
otras Cu,Zn-SODs [43], asi como a la mezcla compleja del extracto y una
posible ruptura parcial de los puentes disulfuro de la proteina por parte de los
agentes reductortes . Por otro lado, la Cu,Zn-SOD de T. crassiceps, no
presenta isoformas. En cambio, encontramos que la TPl en ambos parasitos
presenta dos isoformas, lo que concuerda con resultados obtenidos por

Nguyen [81].

Por otro lado, los ensayos de inmunolocalizacion revelaron que la Cu,Zn-SOD
esta presente por toda la pared del cisticercos y en células subtegumentales, lo
gue sugiere gue es sintetizada por estas, y distribuida en el parénquima de la
pared, alcanzando la maxima concentracion en el tegumento, lo que coincide
con la localizacion de otras enzimas antioxidantes del parasito como las

glutation transferasas de 25y 26 [82] y la 2-Cys peroxiredoxinas [77].
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La sobre expresion de Cu,Zn-SOD vy la catalasa, puede aumentar el indice de
vida de Drosophila melanogaster [83]; la resistencia al estrés oxidante se ha
asociado con la alta expresion y/o actividad de dichas enzimas antioxidantes.
En el caso de los cisticercos de T. crassiceps pueden resistir 3.8 nmol/min de
02"y 2 mM de H,O; hasta por 24 horas. Notablemente, esas concentraciones
son mas altas que las que producen los leucocitos in vivo (1.03nmol O, /1x10’
células) [84] y 0.01 nmol de H,0,/2.5x10° células [85]).

Los experimentos de expresion del ARN mensajero y proteina de la Cu,Zn-
SOD con cisticercos de T. cracciceps expuestos y no expuestos a diferentes
concentraciones de O," y H,0O, revelaron que los niveles del transcrito y
proteina para la Cu,Zn-SOD son constantes, lo que indica que el gen se
expresa constitutivamente. La no respuesta a los estimulos por Oy y H,0,,
puede deberse a que el promotor no contiene sitios que puedan ser regulados
por estos compuestos manteniendo la expresion constante. Por otro lado los
sistemas generadores empleados para producir O,” en otros organismos, en
donde si hay variacion de la expresion de SODCu,Zn, requieren de
acetaldehido, el cual mostré6 ser toéxico para T. crassiceps. Es posible ésta
variacion en los niveles de expresiéon de ARN mensajero en esos organismos,
se deba a los sistemas generadores utilizados, asi como a la toxicidad de los

compuestos que se utilizan.

La estabilidad de la enzima, la alta eficiencia catalitica (~7 x 10° M™'s™ para
0,7) [86]; la localizacion en el tegumento y la expresidon constitutiva del gen en
todas las células del cisticerco indica que la Cu,Zn-SOD juega un papel
regulatorio y defensivo contra las EROs producidas por el metabolismo normal

y las células inmunes del hospedero [43]. Es claro que las células deben
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mantener un delicado balance entre las concentraciones de O, producido y
que debe removerse, para mantener el metabolismo normal celular.
Actualmente, hay poca informacion respecto a los mecanismos que controlan la
expresion de los genes de SOD en los céstodos. Ademas, se deben realizar
estudios para identificar las moléculas de sefializacion y factores que pueden
ser importantes en la transcripcion de Cu,Zn-SOD, asi como entender el papel
que este gen tiene en la relacion hospedero-parasito.

Ademas de los resultados obtenidos en este proyecto, es importante resaltar el
de nuestras colaboraciones, en donde una vez obtenida la estructura
cristalografica con apoyo del grupo de la Dra. Adela Rodriguez en el instituto de
quimica de la UNAM [9], se realizaron analisis de docking en colaboracién del
Dr. Arturo Rojo en la UAM Iztapalapa [52]. De acuerdo a nuestros resultados, la
basqueda de farmacos se enfoc6 en compuestos que se unen a las diferencias
qgue existen entre la SOD de Homo sapiens y la de T. solium. Se utilizé la
biblioteca LeadQuest, que contiene las coordenadas bidimensionales de la
estructura quimica de méas de 50 mil compuestos organicos. Inicialmente se
obtuvieron alrededor de 2,500,000 conférmeros. Se ensayaron y evaluaron 15
mil orientaciones de prueba en la colocacion de cada uno de los ligandos sobre
los dos sitios potenciales de union localizados en el receptor, restringiendo la
mayoria de la simulacion del anclaje molecular a dos sitios ubicados en el
canal. Bajo estas condiciones se observo union por parte de los primeros 30 mil
conformeros de la base de datos a dichos sitios. Se hizo un refinamiento de los
complejos para obtener mejores puntajes y lograr un reordenamiento de los
mismos en funcion de la afinidad predicha. De los resultados obtenidos en esta

altima simulacién del anclaje molecular, se seleccionaron los 500 mejores
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puntajes (los mejores 500 complejos proteina-ligando simulados),
posteriormente se seleccionaron de entre ellos a los mejores cien compuestos
de acuerdo con criterios como: energia de interaccion entre el ligando y la
molécula receptora; nimero de enlaces tipo puente de hidrogeno formados con
cadenas laterales de la molécula blanco ausentes en la SOD humana;
complementariedad geométrica, hidréfobica y electrostatica y peso molecular
menor a 400 g/mol. Estos compuestos fueron ensayados como inhibidores de
la actividad de la Cu,Zn-SOD de T. solium mediante experimentos directos con
la enzima. Siete compuestos tuvieron actividad inhibitoria parcial y uno total, sin

afectar la actividad de la SOD de Homo sapiens.

Es importante que los parasitos tengan mecanismos de defensa contra las
EROs que se producen en la respuesta inmune. Existe poca informacion
respecto a los mecanismos que controlan la expresion de los genes de SOD en
los céstodos. Se deben hacer mas estudios para identificar moléculas y
factores que sean importantes en la transcripcion de estos genes, para poder
entender el papel de enzimas como la Cu, Zn-SOD en la relacion huésped

parasito.
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CONCLUSIONES

Se describi6 la estructura y organizacion del gen que codifica para la TsCu,Zn-

SOD.
La estructura del gen es diferente a otros genes de Cu,Zn-SOD.

Posiblemente el gen de la Cu,Zn-SOD, es una enzima de copia Unica y se

expresa de manera constitutiva.

La enzima no presenta isoformas y es parcialmente resistente a agentes

desnaturalizantes como el SDS y urea.

T. crassiceps resiste concentraciones de O,” y H,O, mas altas a las producidas in
vivo (1.03nmol O, /1x10’ células) [84] y 0.01 nmol de H,0,/2.5x10° células

[85]).

El conjunto de resultados obtenidos, abre la posibilidad de desarrollar un farmaco para

causar dafio a estos parasitos, utilizando a la Cu,Zn-SOD como blanco.
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Figuras Anexas

Figura 22. Alineamiento multiple de secuencias de promotor de Cu,Zn-SOD de

S. mansoni, H. sapiens, y T. solium. Aqui se muestran los sitios regulatorios

como: Regiones GC (Subrayadas), secuencias CAAT (Cajas en gris), Cajas

TATA putativas, en negritas y subrayadas los sitios de inicio de transcripcion de

cada secuencia
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Figura 23. Alineamiento de secuencia primaria de SODs Cu, Zn de T.

crassiceps, T. solum, Bos taurus y Homo sapiens.
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ANEXO REACTIVOS
Amortiguador de lisis 2D

Urea

CHAPS

Pepstatina

Leupeptin

Fenilmetanisulfonil fluoruro

DTT

Aforar a un litro

AMORTIGUADOR DE LISIS (Bacterias para ADN)

Tris

EDTA

Sarcosil

Ajustar pH 8.0 y aforar a un litro

8 M

0.5M

0.6 pM

0.2 mM

0.5 mM

50mM

0.1 mM

0.5%
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Amortiguador de rehidratacion

SDS 2%
Tris-HCI 50mM
Urea 6M
Glicerol 30%
DTT 0.5%
Azul de bromofenol 0.002%

Ajustar pH 8.8
Aforar a un litro

AMORTIGUADOR SALINO DE FOSFATOS (SSA O PBS 10X)

NaCl 137mM 80.0g
KCI 2.7mM 2.0g
Na;HPO47H,0 4.3mM 11.5¢9

Ajustar a pH7.4 y aforar a un litro.
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AMORTIGUADOR SALINO DE FOSFATOS pH 7.8

KoHPO4 50mM 6.809g

Ajustar a pH7.8 y aforar a un litro.

Amortiguador TE

Tris-HCI 10 mM

EDTA ImM

Aforar a un litro

MEDIO DE CULTIVO LURIA BERTANI (LB)

NacCl 5.89

MgSO,4 7H,0O 2.0g

Tris-HCI pH 7.5 M 50.0mL
Gelatina al 2% 5.0mL

Todos los componentes del medio de cultivo se diluyen y aforan a 1L con agua
desionizada. El pH del medio se ajusta a 7.0 y se esteriliza en autoclave

durante 20min a 15Lb de presidn en ciclo liquido.

PREPARACION DE GEL DE AGAROSA AL 1.5 % + BROMURO DE ETIDIO

Para cuatro geles: Disolver 2.4 g de agarosa en 160 mL de TAE 1X, adicionar
36 pL de bromuro de etidio, mezclar bien y verter en los moldes. Dejar

solidificando a 4 °C.

83



SSA-Tween 0.3% (AMORTIGUADOR SALINO DE FOSFATOS-TWEEN)

(SSA 10X)
NaCl 137mM 80.0g
KCI 2.7mM 2.0g
Nap;HPO,47H,0 4.3mM 11.5¢g

Ajustar a pH7.4 y aforar a un litro. Hacer una dilucion 1:10 con agua destilada

y agregar. TWEEN-20 0.3%

SSC (Buffer de transferencia de acidos nucleicos) (20x SSC)
Tris-citrato de sodio 88.23g
NaCl 175.329g

Agregar aproximadamente 800 mL de agua destilada. Mezclar. Verificar pH

entre 7-8. Aforar a un litro.

TAE (Amortiguador de electroforesis de ADN) (50x)
Tris base 242 g
Acido etilen diamino tetracético (EDTA) 18.6 g
Ajustar pH 8, con acido acético glacial

Aforar a un litro
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Characterization of one typical 2-Cys Peroxiredoxin gene
of Taenia sofium and Taenia crassiceps

Felipe Vaca-Panisgua - Ricards Parre-Unda -
Abraham Lands

Rl 28 March 2009 Accepied: 24 Apel X000/ Fub bshel ontne 3 by 300

i SprngerYerlay 2009

Ahstract The Taeehy gomes & capable of ving for long
piods witin @5 boms Repors bnve shown g dhis
soocemsfal esublibment & releed o is efficien: defamse
mecbanies agamst bost immume mspoose md i bigh
wolemece o ondasve seeas 1o s wodc, we descmibe e
gmomic segqoences of one faewke soflm and Taeeds
craspieapy tpical 2Cys paroxiredonims | B 2 OwaPrr, Te
Oy} gemes, which ore W% densical & premary
saquence with te typical 240 vs Pos camabysic mosifs. Bod
gmes bave fe mme gemomic amhiedom, sowing o
TATA box ond Imitiator {lor) sequence in ther proocimal
P, feo evons split by o d Tbp type 1] mdme ond ome
emigeer mEscopoon sam sie bomed mside the Inz We
show dhat T crarslcaps oysticemi are highly soleram: o
Hy, presenting a lefal concenmation 30 of 3.0 mb and
demonsmite dat te typical B2CyaPrr gene i pof indoced
by Ho(hy, shoveing o bebavior of on andiconidand beoveselreep-
oy geme. This smdy desmibes for fist dme e gane
smactare of a pvpical 2-Cyvs Poo o e Taewds paoves.

Lt mie o

The cemode Namhs sodim & e cmmal agent of oystcer
ooats i beemans and pigs. This pamsiee & presens @ most

Thes work wiee supporad by the Comeo MNacond de Cronea y
Toenaligg i (ODMACYT A01 M) and Direcsin General de Asinie del
Ferwml Acielésrecn, 1P0ANM (D4R TY 20531 FVF W
supportad by COMACYT (195340) snd i soalent of FICH

F Vies-Fanagg s - B P Uhdds - & Landa (T3

e el Bl bl gy Porncio log i, Facu el
dhe Ml Lt lsal M el ki B e Mol
bz A Mo pim, Cudied Uneyerctars,
Mol iy 510, Ml
el sl s B skor uren e

momedevelopad counmies md massive bemon migraton bas
speead ® to developed coummiss as well The most savem
form of e dbeme, Deumeysioemons, is of workdeide
irportan ce doe w0 i impact = beman Bk and eoomoemy
med akbough mmy effors bave bem ofentad to pamsne
oomrol or emdication, it is sgll a poblic beakh problem;
theratore, more stndies are masded to fully aocomplinkh this
goal (Cambin e al 20040

Sevem| mporss Pave showm than te soccessfisl esmbe
lishment of Sis menild ad ofer Belmindbs in de bost
mhied fo @5 evasion of the mmmome reponse and is
maiowidant deferse (Alvarer o al 30606 Vica-Pardagen a2
al 00 Bama e al 1993 k i keoam tha i e Taemdidae
family of pares e woems the engymatc anson dant sysem
& composed by o Co@n sepemuide disvatsse, two
ghaatione Fosfemsss, o diomdons gl bione mduc
e, amd ome fypacal 2 vs Peronradons (Voo Pordagem
e al PO0E; Toemes-Rivera and Lasda 2008, Rendéa et al
3004 Leid aned Suges 1984 Salimas et al 1995 Salioas
amd Cardogo 30000 Li & al 2004; Bomillh & al 2006
Craler = al 1999 Pemximdonims (Prx) am aotiowidan:
ymes ta radoce bydmgen parcands (HaOe) to waser
e o wide range of vdropemocides o Se comeponding
akcobol (Rhee et al 2008) They am chsified @ 1-Cys
Pras mmd 240 ws Pros depending on if Sy me one or teo
cvatemes for coalysis. The 2-Cvs Pos ore fumber divided
= ppdcal and anpical mgadng o ey are dimesc or
mesomenic, respectively. b boman bel mingh p arasi e, oaly
owpical 2oCws Pros bave beem foomd and chey bawe been
damaterizad primcpally in tremmodes and nematcdes, o
o cemodes ther sadies are lmsed They are involved @
mdox mme balamce (Savad et al D00E), signal and
mmescrptional regalason (Wood e al 2000 ), and assoni-
dant and parm e defemse (L et al 3004 For eampde, @
the memanode parswites Sokiraoroma maenoel and Selino

£ Springer

104



=

Parseetor ] R (2009 1057 1-787

foma japoricam, thras typical 2Cys Poos bave Besm
damnaazed, of which Pl & mdeced wnde owidam
comditions, while Pol and Pocd am boussheeping paes
ozmagai et al 2004 Sawed and Willirs 2004 Saved o2
al 300). The sikmcimg of gpical 20vs Pras gees wih
SR A dratcal by mcmased pamisiie s sibdley agamstH O,
Saved e al 2008) The lad of catlase and e B S =0
Bidgh Hameducng acovity ghoathione paoidee bas been
foond i e Plabedminges phylom (Callaban o al 1955
Mim oamd LoWemde 1997) highligh: e Bickogical mle of
ovpical 240w P as a major soerce of Hak detonificasion
i themme pamsies (Péme Torms o al B00E Lo a al 1555
Momover, e bomlrmton of T sofvs 22Cvs Pos on e
PIrERE fepament sugpess th thew ore im diea comtact
with the bt e mespoese (MolmaeLéper 22 ol 3006)

Heme, we desaribe e genomic smacomre of a T rolem
mad 0 Kewla cramlegpn opical 20wvs Praogeme (TR
O Pry, TeCywiPrr) and show dam T OpaPor is oot
mcdoced wnder oxdind condiions. Addiiomally, we show
s T orasskaps & bighly resimant to Hals.

Materisk and methsds

T sollum owtoerd wer divedad fom soumlly efeced
pocie, wishad Sree omes wih smaile phosphate bedffemd
saline {PEE), and sorad @ -7 wosl wse T crannl aips
WU smam was evmaed fom Se paionewm of mfeded
BALBcAnN female mice killed with OO md wished
e times with serile PRES (Everbart atal 2004)

Chomimg of B2 -ChvaPrx and Teld- CvaPrx genes

T solwm ond T, cvarsieaps gemomic NA wos axmacisd as
described previcesby (Campos & ol 19590) Briefly 14 g
cysdcemi was digested with Prossoase K for 223 bz 8450
= TRIE S0 M, EDTA | mid, and sam cayl O 8%, follwed
by cenvrifa gadion m 1,000x g for 15 min, phemal bl cenform
evramions, and isopropanal pracpraton. Feoll ) digesied
T sollum gemommic DA was asad for the consmamion of a
WFAP Hbmry wsimg the Und-ZAPPXR vecior Sysem
Smiagme, La folla, Ca, USAL One hondmd and seeniy
thomand clomes wem srermed cvemight @ 8000 wiba
e FACT P dgbeded Tri-CysPrx probe compeising de
complete complementary DINA A} saquemce of Se
g hbeled by midemmshson wihh ramdom primers
{Amerstam Riceciences). After secondary ond femiory
aTernimgs, phage-poarve clomes wem comveried io Blue
saripe. plasenis ming ExAssist belper phage (Semagend).
Bacterial ool oodes contaming Se plommid Blescorp: wem
gowm overmdght @ LB ampici i (000 pgiml) mediom

'a Fpainger

Plasmid [BA was preparad with almbime hwis sunderd
mebod ad segenced on o awomated flecmscen dve
A seqguencer AB] Primm model 373 (Pericn-Flmer,
Applied Bicaymerns). © crasnlceps 2-Ova Prx gene cloning
wns dome by pohmese chaim raaion (PCR) amplifics:
tiom g 100 mg of pamsie DNA ond primers desigmed
from & amd 17 mooccoding sequemces of Te2-ChaPer
foremd: FTSGOCANTGTGTT TAAGGOTAGE ™3
md mverse: £ CANCCAGTT CAMMGAGTGOC ™19
wih the ol bvarimgg program: 1 owele of 8490, 30 cwcles of
o0 for M0 s, 5890 for | mim, TEC for | omis; and ome
fmal extemsion of 7240 & mim The POR prodec: was
chomed o pCRD dml promoter (ovirogen) and S
plemid pepamson W segqumoed a5 mentoned befom.
Potatve rascopiion facior binding sies were deer
mmed wih Se sageence amalysis progmm PROM:C
Bizpe'fal g Jmiape es'eg b mfpromo_ v promopromoimit
cgitdirDE=TF_£ 1)

Tram soripsion start sie detemmd nation

T osobw ond T cranrboepr total RNA was prepared wich
TRIzel {Ievizogen ) and wmed & amplite for mesoopeion
sun sie (TR5) detemmiasion wwing e Sman RACE
WA Amplifimton Kit and Advamtage @ Pohmense
M (Clomtech) Bodh & parmsite Poe RACE fragmens wem
mvplifiad by PCR using reverse pema PociR ($5AACA
TCTTTOAGTTCAC CATOGACA M- and forward prim.
& BMARTIT (FAAGCAGTOGTATE AAOGCAGAGTAC
GUGGG-37, Rllowng fe mansficra's dmctoms. The
¥ fragmens of T sollm actim pATS geme win dome wsing
e mvarse pemar PATER (YAGGGAGGGGANGACAG
CAOGAGGT) deigrad from S pATES gene (Campeos et
al 1 550} amd SMARTIL The resuling basd of mch PCR
maton wis chooed into pUR1 and segeencad.

Detemnmation of T crarniceps viahlty ender condasve
comditons

After a premostaton of 4 b @ RPM 10 Sigma) wih
A0 O af 3T, parssites wem mmmediantely mosbated @
medizm with 1-74 mM of Hyly for | b a the same
conditions Afereards, parasises were wished and imooba-
ad i 02 mlof pig bile diksed 123 i RPMI 1640 for 30
&0 e fo evaher e s colex evagination, which wis obeerved
= Evemed micmsoope (Mios Echipse TR100)

EOvaPrr mesenga RNA expmession

Thee differees growps of T orarsieps cvsti comi wem wmed
for the exporssion stadies: (1) im RPMI 1840 mediom for O,
L4, amd 34 B (2} i moediom wid Hp(hy, (0028, 0%, 0 amd
2 o) fior 30 mim; and () i mediem with HyO, 1 m fe
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ma

008 1,2 3 and 24 b Grougs 2and 3 were premcshated
4 b as mentomed before the addion of the madiom wih
Helly. Memenger RNA opremion win deermmed by
mverse imoaipere (KTPCR wis One Saep RTPCH b
{levimgen) wwing | pg of T crarriogps tota] RNA samplae
el primem PRME (FCTOCGTGGTCTCTTTATOAR
aedd PRASR (SSCTATC TIGAGE TCATGA A 0 ame
plify 2Cws Pro Libewise, Pacs amplificstion wm done
wih pomem PATGS (CTODGGTATGIGEAAAGCC-3)
aeed PATEY (GTGATGRCAGAPC TTCTC C- 2 B
cally, we deesnmeddar i X cychesof POR amplificasonall
Se amplicons wme within Se lmear range of prodect
formuion and did oot plateas as o smamed product The
progmm sead i all resctions was 30T for 30 min for mweme
m R riptase reaction and 30 cycles of S49C for 3 5, 3000 for
1 mim, of 240 for | mis; and fimal exiesion of THC 4 min
for POR macton. Amplicons were vissalied by deomopio-
mak w2 agaoee gels s med with edidom boomide.

B2 e Prx profein expession by Westam bl

Pemodbated T orarsiceps oyss wem modhased @ RPMI
mediem with HeOs (0, 0, and 2 mb o 30 minjand wsed o
repam anade proein evracts. Approximaaly S0 mg of e
wns sondcaiad foer tmes ot 40 W for | mm leavieg | mimon
o Berrmnen aach pube i 800 gL of hsis baffe fore & B
CHAPS 05 M, pepematn | pbl, beapepain 06 phl, plenyl-
metanegaifooy] fleoride 02 mbd, DTT 0% mdd) Ome
b mdred procroliers of e poresie sespension was parified
widy 20 Cleanlp K# {Amerstam) following e momefic-
s sons. The resalting pelles cmaining e ool
anade prmie s wem maspamdad @ 100 gL o cenaifiagad az
I ey for 3 mim @ 4°C The sopematm wis guansified
By e Bradfond mebed, aligeotad, and sorad el ose an
=HAC Prote everss (15 pgflene) masgricy wis deemmimed
m 12% sodiom dodecy] mulfme polvacrylamide ge elacone
hoesis (SDE-PAGE) with Lomerapecetanol and samed
it i conminsie: biboe. Por Westem blot, 1% SDEPAGE gels
wity 2 pg of podsn evmos por millmetsr of lee wem
moslemed w0 PVDF mambrames (Towbim & al 1575
Membranes were inoshated wih mabbit senom ams-Til
P (121000) or rabbdt oot Pacin (Aboam, 1220000,
wnsbed, and ircuhaed with pemoidase congugmed ond-mbia
lgle Boend maihodies wem mvaaled with 1V.d oot
wdime and 1% Hals

Bezulis

Azalysis of 20vs Pra gene sioacsane

Thee FodeOhaPrr and Tl O P gemes weme clonad fom a
goomic A-ZAP lsmry ond by PCR using gemomic [IVA,

maparivaly The gemommc sageemces of bot gemes wem
deposited B (renBank onder accession nombem PR 16
mmed FJSE ST, respeatively. Both Pous bave e pypical 2-Cys
Poos casalytic mosifs (TPVCP, "YSEVCP 1T for BCvePrerg
md SEVCFR, TEVCP T for Tt CaPrx), whem amine
wrmmal coalytic and mmhving carbony gmrmimal | cywemes
e bocmed. They alo bave residees and mesis similar s Saz
mpried for phosphonyhtion B 5 and cvemaidstion
G and "M i B2 CesPy md i TelCvaPr
57 FIGOVO™ md "' (Wood ef ol W) As sern i
Fag. 1, sageence malysis showed thee bosh  ponomal
pemmnctem bave a TATA box and an Indseor {lon) sequemce,
m well i potive binding sies for WF-1 faz —62 mmd -85 po
for TelCvaPrr and Tl CpaPro, respeatively), Nefid g —dé
amd — 1483 oo Fe20hePrr and at —49 for Te2OvaPr), and
Spl {m 274 for B2-OhvaPrx) | & miemsting o moe dat
bt gemes contam e 3 and +4 guanines (o mpes tothe
mmskition san codon; Y NATOG) desaribed by Komak o
b eramsslati om endamcem (Kozak 1967) Boty genes bad mao
exons sepamiad by ane sl pe 11 meron of 67 by dat b
NGT-AGY doncs-acompeor sites placed i oodon 102 for B2
Ciafex and 101 for Tl OwPrr Saguence analysis of bod
mmes showad a puaeve Ul moognition sequence | B2
ChaPe: "SGTGAGT'™, Te2 Cyafrx "GTGACT '™, mam.
spanming the donor site (enderlimad), and o pyrimidine ridy
ma for UL Assecimed Fagor (UZAF) bimding | B2 Ovafra
PTACGTTOOTCTTO CTAGS . Tl Cufrr TAG
COTTGCTCTTOTTAG ) posiiensd i the accepior sie
emderlimad). Por T2 OvaPrx; exom | 5 (M4 pb mdexem X s
454 g, while ewom | amd 2 oof B2OwPer am 130 e
454 me

Traess oription start sie

Analysis of S saguences locmad opemeam of Se ATG @
TP and TeldoOvafrr mdicanad S presmee of an
ke saguemce amd a TATA Box To koalioe e TES i bodt
gemes, we periommed #° RACE expeoments and sageenced
of e amiplified podacs of TodCwPer and Te2Owafea
The TES & Fr2Cwfex was mapped 20 o opsream of e
mmslition st codon (AT, whers in TeleOwPor &
wns locmed 17 ot upemeam of te AT 1o both s, g
TAS comesponds to am A locmed wikin lor sequence
CTGAATTOC, for T2-ChaPrx and TGAATOD for Te2-
Cyafra;, whae the A 5 S fioe moscobed mecleotde;
Fag 1) Parder sequence smalysis showed due the Ior amd
TATA sequemces of TelCwPa and Fel-OwPre am
commerved i e Cemods gemes, such as T osoliew acem
gemes pATS md pdTa, as well & oo de Eokiwococcss
ravdones oo genes Epacdd md Epacdl (Campos et al
1550 da Hilva et al 19%3); moreower, the mackocide
disance beswen bod clememis B ocomsmved B oall Se

£ springe
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T TR AT T TN T DT AR TN T PR T TG MR
M OO RGERARA TR M TR TR TGO TAN T RS R R TR TCAGes!
e

e

Tn

To

e

" v

Tr

e ‘J(T_J- .-r
£

7o

e
ETCTETANTCN IGTTTRGRET,

T T "mh.m-.-.- R AR T AT RCRR TR DI, - 216

|m1:-|::u TCTTCCTRC TRCTOGRCTARGNT
¥ LT TIC T TR

CEE ]

dady

22 Ha3e

TP
i e tm bl Mo Eade sl sveno sl sy sdenoiad wih

saquences amalyzed (Fig. I b order to kmow if Se TES
locaned in e lor sequence of Se Poos gaes sadied &
oommervad | T soldlsm pd T8, we conducted mom & RACE
experimenis, which mapped oot geme TES also inmide te
br sageence (Fig. I} This mack demonsmmies seguence
commavaton baween difforent menids geme poooimal
promotes. The T sollaw splice leader sequence repored
for o grep of poresie genes wis obeent @ all mescops

I||111l\.-l.l.l. sl
STTTGEOOCOGOCAN. ey
€ ® & om IT2
]

TTATTOT POG AR DTCLTTARGCOTTO0: TITRETTCATGTGAT 125
TAR-- E13

L34

AT TR TOE TR TOTT TR B

arterrkr and ditr, repacdely. The Tal-CePre polpel oy fan sie
= il with @ gl Puldve spicng St s Boe U1 and
UZAF s onderthed Fusitve mnsrpian fete bndng sies s
welkm shive ther comesponding meisl

Vabiliny of T cramiceps and B2-Cvafrx expmasion
ender cnidant conditions

T coder i hmover if X evanniegpr 240 Prx geme & mdocad
conducted wiing [ oraskcdpr cysicemi im commolled
oondiiors. Fow, we asablsbed o concemmston cumve o
deamime viabdley in cysticer mcabaisd = madnem wik

malvead (Bekem @ al 2002 Hel: for 1 B Viabiley of S pamsites wis assomad o the
TATH ing
EgmetI <31 TRTRARRGOOCTAGANATCACTRGARGS GATCACTTTGEGT TGAGT COAGTAG / /RTG ]
EgaetTE 31 TRTRETTTACG OO ARAC AR AN AT ACTOTTSCT RGN T AR 17
PATS =4p PRTATRAN T CTG T CT T A RS R T AP CGACT TETGoTSTATC TETRTCCEl TGTCIGOARCARE 44
BATE =1 g 15
TaPEN -3b RTG 13
ToPrx -31 SCOTTCAG TGATE ]

Fig. 2 Mol sy o Cemtonkia p Sl

Mem-cskng ¥ qm m:ﬂd’ﬂy\ml&uar:ﬁ]-ﬂ.:ﬁ
11§ Egacal, EgacitT) i Scva e w193, T aobiors wctins pdT5 sl
AT (M9, MIFITT), Ted-CrrPre (TaPre, FIE2 159), snd T3-

£ spuinger

CearPra (TeFra, FIR2LS0 wore moaualy aigmal TATA boxand Inr
sy, s AT s colon are i bold The T35 = oderdned.
The symbal ' demoes the moeng nwfeotde 5-A04% (A-
A AT OO TT TG T A"
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m|s

20

100 T ] 1
80 LCha = 30 bl
I

40

Wiability (%)

204

o1 2 3 4 &5 & 7 4
H, 0, (M)

Fig 3 Dewmmnstm of the kel onemirstm (LG of T
et B Myl Cystoens woe expossd o Efenmi Hay
oty for | h (rbnglen pror vebsiy defernemdtn e
“hlgeray and methods™] Panodies icubiied n maediem wethou
iy were wad s s oomiral (open beer|. Tl sre men = 510 (n=3)

apuciy of cysteemi scole ewgimaton, o follow B i
owcle o aduk woom W foond dar pamste viabdliey &
mdrad when Holy cmomemicn & Domsal Poasse
bty remais wmaffactad wp fo 2 mid of Holky, omed after
i poncenmm ton, it begins to doese wntl # maches wem at
£ ol This viabiliny kimeetics showad San bebal concenmmision
L) of Halk, i 20 mb (Pig. 3] These data wime izsed
o determime condiions for TetiiaPrr meseoger RNA
imENA) and pootein epmsmion smaws. We svakased S
opmmon pofile of e goe D prmies Dodbaed @
mediom wi o ooidative Eeal These experiments shomed
g TelOvwPrr mRMA sxpesion el remamad oo

a Wiithout H,0,
th o
E Hy0, 1 mia

thl o0 o5 1 1 3 4
e ——
~ EEEE

Fig 4 Gene eprssion prfle of B3-Oafn bon cpscens
sl i Ha deemmnal by REFCR sl WA Detmminton of
exresion of Tl-Crafrs miA in cpsfoms 2 nodtel in REM
mebum withowt Hy 0 @ 24 b b eqpead b dSmt B0,

darged i oysticard moshated i madiom for wpio M b
iFig. da). Themdome, we mmed 4 b of premesbation priceso the
Eodhation of paresies with Holy As sem i Fig. 48, Te2
Chafrx mBNA epmssion kevel did not dange @ panmsies
imoabarted for 30 mim with Hy(y, come enmations meging from
O 2 mM Abo geme mRNA epression level wos oot
cramged i parasies moshanad with | mM of HyO, for0 S, 1,
L3, and 34 B (Fig. 4¢). In e experiments, the expression
level of TelCwaPrr mBNA wis consmam ond the i niemsiny of
e bameds wns simler §broaghoet S e and concenimtions of
Helhz esmad. Om dhe ocber band | T 2 Ovalbr poocedn enpression
lewel e med the same i parasnes moshaed wik O, 1) and
T of Ha(h for 30 min (Fig. 4d)

(LB TR ]

We bave clomed e geme of o typical 20ws Pl T
solivm ond T crarriegpr. Ther gemcomnc ambredoe amd
bigh ddemticy ar the lewel of primary and mecleosde
saquence Faggest tha both gemes are homelogous. Come
pamional amalyses showed feo pulative sites for Nrlt @
sy ponaioter s aguence, o factor Evalvad im tkhe regalation
of angiondore gemes (Lo and Jobemon 3004} Besides we
foomd prsasive sites for the msscoption fadgors NP1 amd
Spl, 5 kmown thae these mesen pion famors can menact
with membem of S bl mamsoripdon fictor mockimery,
sach a5 TEP asd TFIBE (Xiao ezal 1994 Kim ond Roeds
15%4; Emili ez al 15} Howeve, foctonal smadies
anoiald be dome w0 commbonme these fimdings.

T proocimal promoters of o genes hove o TATA box,
m o sequence, and o sing le TAS dat commsponds toan A

b 30 min HyO,

{mM} & 035 05

30 min Hy0y
imM] o132

Pra ———
Act -

fimes d Detrminition of TelOyFren profen expesin o passie
incubatad 3 min n BPMI wch Hik | snd 2 o Bepreson
experments wene done by Biptoe snd §-scin wis sl o cmin

e irgons for 30 men and ¢ expoved & HaOp | mid S bferent

A el nd ot of cah experment = shown

£ Springe
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located within the lor saquence. This resull i oonsiment
with the data reported for o sebeet of mamalian gemes
whae TAS & lomted o e lor consemsas sequence
MTYANWYY) comprising -2 w0 +2 and which bas a TATA
bom Jocassd af =28 o -4 fom e TS Smale amd
Kadozaga H0; Sondalim & al W07 Additional saguance
malysis of ciber Ceminda genes sbowed Sat pd TS, pdld,
Epaod, md Egaail pooimal promoters poesent song
similani e o S ones mpomed @ this work, simee all have
1 TATA mdan br segeence with o comserved A placed i
e mupped TAS oo T OvaPrrand Te2 0P Therefom,
e mapped the TAS of pd T8 and found ® moces oo S
TE8 of Te2-Cyvafrxand Fel-Cvalra, which soggesss San te
bor present im e gemes analyeed could be fomotonal and
e TES of pd TS, Epaad, omd Epoedl is conmerved. The
smoctural regiom of Tt OvePry and TeOpaPrr bas o
iPadgez et al. 1984 Schellmbeny & al 2008 These
malyses showed fue proimal promoter segomces, sach
& lor mmd TATA boxes, damaeried im mammakian gees
mrealso present in Coasiods gemes ond ot splicing s igeals i
Lenda gemos are not diffrent from ofer esiaryosc
CEFATETG.

Besides, we showed I vimo fae T oreend cepr cyeacaci
Barve o DOm0 Holk of 3 mM. This exseme concenmation
af Hyll, &5 mever mackad mthe bost. Therefooe, the lack of
catalame and probably Se presence of o low GPx acdviy
wowird Ha(ly o these pamsies soggess S resismce o
Biigh Ha(: cone envmasion im the mediom could be condermd
mainly By e typical 2-Cys Pras Inhiis condent, repeosts on
£ moerowl and 8 foporkcum show tar dem am dree
mvpical 2-Cys Pras wofomns in schisos omatids: a otosolic
oveaonidation memaiive Pol, which & overexpessed
umder coidane comditions md'lhi:hcml‘!w:i:mh
maponsive andionidand defemse agminst exogemons Holy;
md a cywesolic Pol and a peptide-margeted it cchondrial
Prad, which am both bowseheeping games. The lazer o
e prone to overonidation by Se presence of o Cermimal
eweeandasion FM moa £ which & similarto @ ¥F mosfof
e Tomla gemes sudind Soved and Williams H00d;
MolmaLopez etal 2006} The absence of a it cchondrial
sigmal peptide and the pmsence of the C-tammal YT moaf
suggest far TtOviPrr md TeOvaPrr are oitosolic
overonidation sumceptible Pros, swdy 05 schistosomal Pra
W foemd e @ dhe RNA and paein kel B2 OvaPex s
oot oveepressad wnder oovidant conditions. This expres-
sion patan bas been observed @ ofer oypical 240 vs Pros,
such 05 bemnom Pocd (Dhe ef ol 3007), e memasode
Hremomelay comonter 2Cys Prx (Bagnoll od Kote
), e £ omosrosd Pl (Saved et al 2008} amd
Flammodin falciparam PITPX-] (Yoo et al 2008) Lack
of mdecton of Ted-ChaPrr saggess Sat tis pootem oould
b o om oovidan ¢ s ineeping gene for endogeno s Ho O,

'a Fpainges

gt poewwi by porticipates & 4 radon mgulator, rater dana
ESpOTATVE e IS T anogens ool i ve srem. This &
o acoordamee with our previos obsevations made i T
Cvafrx, where gene expmssion pemiss Sonugh all e lie
ovele of T soflm, even @ S aduk sage which & not
mujact to condative smess (MolimaLéper & al H0E) It &
lieely dat oiber mon-emmymatc antonidant s ywems could
act o poodect the parasie, as seen @ S mavenowd, whes
ooidant oond fons indece al bamin 5 kot g opmsaion as
 sacrificial peoisn prone to condation (Sayed et ol 3008
The shamd proocemal peoenoter ancbiiscure foond = e
Camods genes presemied beme suggess that dhe mmescopeion
machimery im these paraites & similar w0 dhesr mammalian
countapart, md the Cenoda genes poasess TATA and b
saquences that serve for TS positioning. This is de first
mpoet which desaribes o prowimal promoder segeence of o
g | comodes (hr findings provides mew Ewights for
farder Dvesigmions of gepes @ memisds of medical
Erems, which could contmbeste for e emdicadon.

Achaanbedgmieat We thenk MDD ARcs Ochon Sdacher e
techreesd help The suhors declare that the experments comgly with
the cirrent Dras Srr e e s coare | 0% 06 2-T00800 1900y o F the
wouniry inwhich they wene perfomad
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Crystal structure of Cu/ Zn superoxide dismutase from
Taenia solium reveals metal-mediated self-assembly

Alajandra He rnhdu-ﬂan'lwn"_. Ahraham Landa®, Edith GnnzHez-Hondragén{
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Taweka sodiim = the cestode resporsshle for porcne and haman cysicenoms.
The abalty of ths parasie 1o estabbsh fself m the host s relaed o o5 e
saom of the smmmme resporse and ws artondant defence swetem . The ltter
i b s emrvmnes sach as oviosobe Ca2n superonide demrtase. In fasars.
cie, we desorihe fhe crysial stroctare of o recomberant I oseliee Cufn
superomide dermmtise, representing the first stnactare of 4 protem fom ths
organsm. This ergyme shows a different charge destnibation at the entrance
of the active charme | when com aned with homan o/ sepenonde d s
tase, gning i menesting propentes that may alow the desgn of speafic
ardhsbetors agasrest ths cesinde. T he overall foqokogy = smndar do ofber soper
omude dherong dase strochares; however, there are several His and Glu ressdaes
om the sarface of the proten $at coordmate mewl wrs both mima- and
mtermolecalarky. Inerestngly, one of e jons, located on e fi2 smand,
extanishes o metalomedated mierm odecglar fi-fi mteraction, mofadng a svme
metryerelitad mokecale The fictars reporshle for the abmormal prosm
proten ivterac o rs that lead to olgome nzation are still unimown ; howewr,
Figh metal bevels have been immqplicased m these phenomena, bt exacty how
ey are mwolved remams wnchuar The preent revdlis saggest that this
stractane oodkd e wmeful as a model to explam an aFemmatwe mechansm of
prote n aggne gason commonty observed m s boble Sinndlar deposits.

Cmtasaxe
Theasmicesannase and mmicmrr fctars love bea depmzed ia g Fowin
e Bane mker the socemton mumiser SSED

St ured digitel akatract
* Cufifn SO Mnds e Cufin SAND by dymenic g smeemng (Yiew lorasion | 2
* Cufin S0l anch ma (o /s SO0 by mem pasamary avskes of compioes (Vies e

uifn SN Fad s Cnfds SO by moleola mevng (View Imemcsan | 35
» Cuffs SOF Bads o Ol SO0 by ooy o yeallogmeiy (Vew asracon)

Introduction

Superonsde derotases SO0, LIS are meallom:  peromde and mobswlar oxvgen (XM + HT
zymes thnt we CoZn, Mo, Feor Mim ther actve ssies HyOy + Oy) The metal sors fmcison as cofactors that
to transform saperomsde radicals (077} mio bydrogen  play moponant rodes mothe defence against oxygen-demed

Abbrevmima

AR mrrdad £ AL, o irophi: el sk FOS, Prosn Dats Sank, A0S, msctive ooogan specas 900, s cada d i S,

T, Tawred scfos

EEL-
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free radicals; dherefore, thess enmvmes ane EnpOnEnt
from a pharmacesival pomd of view [12] There ans
twn forme of Co/fn-S00 epymes one extrace balar
(ECC e Zn-S00) tetramer composed of 3k D s bom-
i, and a ovtesolic (o An-500) dmer with an M,
vl of lékla per sobonit Saguence abgnment
hetwraen the fero erevnes showa S0% 1denisty, and hoth
conim a bevacear C'a't', Zn'* centre per sulbomai
[34) Cu & mwhed in the catalyine reaction m two
s first, Cu™" reduction by one mobecule of (5 pro-
duces molecalar oxyen, and Cu”™ oasdason by anather
07 molecale gererates HoOy In contast, #0°° plays
a siroctaral role. The strociars of Oo 205005 from
defferend edicarvoies fave been mvestgated extensvely,
ard each monomer s a fatensd Gresidey fhanne,
characternzed by eght ansparnalel fi strands (fi 1)
compecied v seven boops (LL-LT) (58] Two of these,
e slacmastatic (LT} and Znndmg (L4} boogs, Witk
some resduoes of ihe fbamel, form dhe walls of dhe
active site cavity that steer (1~ from the enzyme sorfice
o the active Rt Several poestvely charged remdues
within the elctostatc boop ereate a charge gradient,
which dews e sobetrate o the melal sle at wiach
catalvas oocars (1]

Amn mporiant carackenste of mman CeZnS00
ergymes 05 that they are mwolved m mflammason,
tamour probferaton, agng, cell gowth and nearode-
generasve dseases, such as ampomopiee Len sclero-
25 (AL} [1,235)

Im hebvomibe, such as Sekivosomss maorrosd and Tae-
ke roliws, both CoZn800 ezvmes have been com-
sdered as targets for drog and vaocme dewlopment
becamee they are mpontant for the detomdficazon of
reqotive onyEEn speces | ROR ) [ 16 Reemtly, the crvs-
ul straceare of & mares Co/ZnS00 a1 1% A reo-
Fbtvom bas been reporied. Thes enzvme = defferent from
boman CoZnS00 with regard do two amimo ackds
iLeal3l and Wall3%) which are lombzed at the
entrarce of e chammel die kads 87 w0 the active
sie [11)] We prodoced o recombmant T nolives
CiaFn 800 (Tl An-80D) that presesss the o=
cal motfs and mochemmcal propertes of cvosobe
epymes fe e stedes showed that the enmee =
completely mbshited by S00mw thabendazole and
300 o ez ods; m comirast, met b r o e e e
affecied bowne Cw/ A0 (LX) 1t s worth mentson-
g that T rolem & the comal agent of faemdoss m
bemars and cwstwercoss m bemans and g workd-
wade IOTEOVEr, MENFOCYRICENCORS M humars = 4
dehitatng  and somedmes monal desase  whach
T i e rsne treniment [13]

Im this article, we report the crvstal stroctare of o
recombmand Tela A0 S00 and some of ds reevant

ok Bl rmrsacing Bl oo by o T moabivesy O Zn-S00

feataren The presmoe of His and Gla readues on the
sarface of the profen Sivours prosn-prolen mierace
sors through metal coordmazon The fi shest formed
by e fil, fiZ, i3 and fidstrands = a key motd that
entabiishes fi-fi mieractioms with semme oy mol ecales.
The fii strand, m pantoalar, promotes protem obgos
merzatin through the metalmedined sef.assemhbly
of dmers of Telo/Zn300D. We confirmed dese
aggregaton pheromena mothe presence of defferen:
concemtrations of metal wons usng gel filraton, mass
speciromedy analwes and dvmamic Bphtscatenng
expermenis.

Results and Discussion

Enzymie prop ion, thermal stability and
aligomerization analysis

After expresaon m Erckeriokiz coll m the preence of
i amd O0'* wors, sequental punficaton weang 4
DEAE column at pH 74 and pH 2% respectively,
viekded the dmens holoersyme (0o dn-5000) wih
a molsoular mass of 32 kDa and a spesfic actuy of
2040 Uhmg ™' This vabme i comparable with these of
oiteer emiaryoie S00s, soch as die oman and bowre
enzymes [14], and = obiumed when the protem s com-
pletely metallated.

The punfied holergyme preents greaier empern-
fare subdiy n the presence of addional O’ or
It wms Figore 1A shows how the acinvity of
TelwZnB0D decreases with moreasmg temperatane,
oot = wmaffected mothe mnge 1637 %0 The actnaty
abrapiy decreases by 30% at 300 md s bevel =
then mamiamed for 3Wmen Incohazon at WO for
mare than Smen compleely deactivates e enmme
When Limw Oof* or 2% woms are added to the
reacton cell, an merese m the thermosabebty of the
enzyme 5 ohservad. At 33 %0 m the presence of adds
womal medal s, the engvme acinaty & oot affected
for Wmin (Fig 1B), whereas moohaton of the
enmare at 1000 remals m 0% of ms ongral active
wy, as shown m Fig. 10 These resabis show that medal
wns dmumish the thermal mactvason of e holo-
enzyme, a5 has been reported for the porcme and
E coli Cu/Zn S 00 ez ymes [15,06).

Another miersiting chancenstc of ths proem =
that sz modasalar mass dsinboison changes oo the
preserce of dfferert comemtrators of Ardlly, as
determred by gel fitraton (Fig. 51} For example, the
pare holoproeim @08 mgmL') s dimenc m 00 M
Trm, pH 8.5, 02 m Nall m the abeence of A0Sy Om
addtem of (%10 ma Zn80, to the proem soleon,
a mew broad peak cendred ad approsesmaiely &4 kD

FINS Scaaral 78 G211 1) 2008201 618 590111 Thas Auchom Saaral aompision & 59011 FE0S Tad
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appears af the experse of the dmene spemes (32 kDa)
These resalis wene confirmed by muss speciromeny,
wiach showed several speciss from monomer 50 Eiras
mer or even higher molecalar weght species, mdiating
that the prowsn obgomenzes m e presence of metal
poms § Fag 2} The moleoalar mass of one monomer of
natve TalaAnS00 = 18 043 Do motahly, § we
compans thes valee walh the Sieoredcal vales obtamed
fromn the amino ackd sequence (19 53845 L), de dd
ference can e explamed by the presence of one 2o
and one Cu®" won, m the actve ste, and appross
maely two to thres evtra 205" wons per monomer. In
accordance wiih these resalis, the crystal strocfare

& Hen b 5 i il at

L

Inismiy x 10

EEFLT
| |

W AN MOS8 48 W 500Sh THEm m0m REE
L

Fig 2. Mameacrss! losr  SuaTpSn  mnsEn e UEie
i spciam @ Thaesa aotes CusBn supansada &arni
Tt IS0 Soval chgomamsen geene wan oharsad
w100 o By v sdebnd B B proSan sk Sm

reparted m this work showed dinee meul wes m
regeores emposed 1o e solvent fmee below)

Dymamec Bght-scattenng measgrement allow s 1o
analyse the aggregaton processes mothe preence of
'J'_"nz_, Co®* and M kms As the scaftering imden.
sty | poportonal to the second power of de pans-
ce mas, the cominbuiion fo satenng fom lrger
partchs dommaws the satenng sgoal [17], as
shown m Fig 51 It s intenssting 1o note that, m Tos
toffer, pH &0, the profem at a comcemtrafon of
Limgml = a etamer Ths rewdt dffers from
that obimed m gel filration, where e proem
behves as 4 dmer, as a comsegquence of the kower
proten conenmatm mo e Lter expenment. After
additsom of the wors, dstimct species appeansd m e
spe dstnboton evmapolied fom the dymame lght
soaftenmg daia wang MALVIR K DTS software (Malvemn
Irsstraments, Malvem, Woroesiershare, UK} Fgare 52
shows the holoemzyme bebasvioar m the presence of
deffererd wrs. When | mee SnS0y was added o the
dvramee Bghtscatenng cell, we oherved obgomenzi-
wom with o peak cemtred at apprommnaely 300k Da
iFig- S2A). When CufS0y was meed, obgomenzaton
was also observed, however, teice e comcentrafon
of Cu'" woms was needed to obesrve a peak centred
o A kDa (P 53B) Comversely, [mm Bl
produced the oppoae effect and the dmenc sate
was obimsd (Fig S30), soggesting that this wom
coubd fivour a momodsperss stae m onvsulizason
comdit ars.

There exst m the Beratare conficting satements
abvot the role of O and En' dors as poomaters of
algomenzaton, monetheless, several repors have deme
crstrated that Ao'T efficenty mdwes the aggregaton
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of ymthete amvlod i (AR} pepisde wmder cond st ons
sdlar o physalogcal condstsors m the normal bram
[13.15). Moreover, Stellato ¢ral [3§ have demom-
srated, wang Xeray absorpiion spectoscopy, fhat
Fot* favoars Afi pepiade aggregaton, soppontimg oar
resalin. I the e of ALS, where Womeo saplens 50D
= omvohved, o has been reporied fad dhe mnmatone
rAsEN! ENFVIE B prone fo aggregmiim as 4 newalt of
the ghserce of metal wms or mesmedlaton (21
Monetheless, for  TelaZnd00,  obgmenzason
occars through a deferent mech ansn.

Crystal structure owerviey

Telwni0D cnstals grew m about | week with a
rod-staped morphokogy and difftacted at 23 A resoba-
ton. The amabyss of the diffraction patem shosed
that the crywials belomgad do the space growmp P4,
with wnit cell parameters of @ = 41174, b = S350 A
ard ¢ = 1T 26 A. The caboulaed Matthews' coeffis
cent [1I] for two monomens per asymmeinc o s
213 AMD™ and gives an estmared solvent conient of
4230 The refimed strochore confmms fw0 o IO,
cach corssimg of 52 mmmo acd reedes and WS
ardersd water mobsobs, with o fmal B of G0%2
ard M, o oof 0345 Detads of the refinement statists
are bxted m Table 1

The Talw'Zn-300 stroctare shows the canonical
featarss cormervad dhronghowt the pivla, mckeding the
Greek-key fiharrel moddf (Figo 24} The acine ste
mehodes o catbitially actve O wom and a strac-
toral Zrt* som Fagure I8 shows secondary stroctore
eemen i wilh ther canomwal nomendaune mdioed
[23). The Co' fon m both moncmers & coardmated
b four Hism resacdoes m o dedoriad dedmabedral gecme -
iy, Solverd mobsoabs ane observed @ 248 and 291 A
fram fhe Cu'" won m the acine site of monomers A
ard B, mespecimvely (Fig 44, O} In gemeral, when
com pared with & ome sephes 500 [Proten Data Bank
(PR} erdry 2VBA), water molecabs arcand the O™
won oocay smlar possors and ane smmlar o memher
ifoarg only monomer A m TeloZn800 lads one
of these molecabes. It s word mensonmg at thes pomi
that the cutalvic actvily of Cu'dn 5000 seems 10 be
wrrelaed 0 the presence of water and that the elec-
tron iransier s not waker medaed (4] The Co
Hisbid-r imodazolie brdge that = mict m both
monomers s conmsent with OofT In the reduced
form, the med e alate hrudge = raptansd and the catas
Iwte metal & three coordmated [2%), wheres, f (o =
omudzed, i B coordraied do four His resmdees and =
also commacted to Fn through o hndgng His readus
[28). Im the Toemie enzyme, Hmbd mokes a bndge

b Bl et et ey 2 T mobigen QoS00

Takbla L Dt ] e v n
(ST P
B-Fary s Esmanbna B12E MELE
hesabngh & 0
S g PRy
Ui call (A, dag Am AT, be 1),
em MM ambwew B
Ferazhn maga (8" ElR-222p-2n
VW CRY O} 2
Fimga (8520 1B 158
Coanpl s (94" WA A
Tortd P HEM
Lk mafacims (R
Foomt ke A3
Linifs O
Bfmas of data fram A4
WPhbam pot A%
Fefimmmnt
P ot e g (24 ETRETE R
Pt of ol ot 1A () B
Pl (B R TR Wi
Fumad bt kg &) [T
Fmd biwd el e (dagg) L2
Frosamn sl Fli i}
Pt i Cusdn 5
Gl makaadas 2
s i b b e
v riaga B dar (A%
P s v S Sl A B2EVIEA
e gyl
Faamnadwn e ot (.7
Frafamsd 52
Al mgoim 4H

"iehiem i paenSEcen comand S SE e masduien sl
B ™ BEM = ol E Elclad, wiam subsmp & ot
ik e i, L 6 e ey of Sy e ke
mlwam md che B Se men sty B e A
LT A Ely, far ] b, wivea £, ard £, aw e olser st
el ol sucm e s, ey, med b defiiEs e
s Ry, ool adog oy for e S nelecan,
ratanly s beted ael aodudad from S fnamae. " Fam -
i e v e B ol readucs clar ten Gly aed Ao

terween On'* and Zn®* boms, spanmng G0 amd
£33 A for monomers A and B, respecsiwly. In oxi
dred Z0Ds, a typecal Co-dn sepanzon should be
arcand b.ll‘l.-"\.. whereas, for the reduced enmyme, ths
distance showd he > &5 A [26) therefore, m this
work, hoth TeleAAn&E00 monomers have been caps
tared in the oxidzed form. The Zn'* wom i foor coor
dmated with free His and one Asp (Fig 4B, D) ma
etmahedrl geomedy. Interestngy, ebwtron density
maps show that Telw'@n5300 contams three adds.
momal Wrs, one in monomer A and two m monomer
B, coordmated to remdus exposed o the salvent
{Figs 3A and %). We inchded Zo'* ims in the laster
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Fig 1 Saucars o Taeed st Ouwln

& Hamn b 3 St el

metalaegue st nng protEns B newsmary to ensure el
T ostate condral [27]

Amother mieresting feuture of the proem s e
entrance of the channel connectn g the actve site, which
shows that T soliem and 5. maesond Co/Zn800s
differ from the boman ereyme. This are, known as the
chadrostiie loop, comiams several hoghly corserved
charged resudues and has been proposed to be nesp ons-
e far the bomg-range rowtimg of sepercmade towards te
catalvie sie (23] In buman o/ fn- 5000, ths amra =
praitvely charged, wheras, m TeCwZn80D, non-
polar readws predommate. These ammo acsds play an
mnportant role m e cordormason and chargs desdnie-
mon for sobetrate airacton Indesd i wire stodies
have shown that the Talu dn &S00 enmae 5 come
pletely mibnbeed by 2060 mw alterndayole, wheneas ths
comn poind doss ot afect the hovime ereme [12)] T hes
comld e explimed by the bydrop o e natare of alben-
dazcde,, wiech mmteracts more favoarably with the hydro-
prob ammo ackd resdues ol the entramce of e
chvtosttic bop These stodes sgest that Telo
FreR00 codd he med as a targe proben 1o desmgn
agerds for dwe dreatment of oyl nooss

Irttes rim o o na hysis

Eniaryote Co/ZnS00s are dimenc stroctonss with
comsrved pierd The mieracton of e
tan monomers = hased on A comtact regon defined by

(TalwZnil0) @) Flldon presarsto o Se dmae TadwZn
SO0 whas Sa masls e shown s sphas in wlow Gopea
wid grwy e B Supmipaten of TE0w 000 mamanas
Each oo oo im mn aighbes @ osasbeich (9180w s
Temrgm (L1 L7 (i il rwsrrsa i i inechad et

postrs on fhe fass of metal coordmaton, resolis
from dvmamic Bghiscattenng sxpermens with difer.
ent wrs and approprate hetavionr doanmg nefinement
Space group SYMmMeTy earsson shows that, m mono-
mers A and B, addtomal metal soos (£nl) are coond-
natwed inmamoecaary by two Hs resmdees (64 and
107} and a solvent mobsmabe Thess wrs stahiice two
very fiemshle regors the metal brndmg (L4} and de
dareei-ioey (L&) boops, as shown m Figs 34 and S0
Thes could explain the higher femperatare stabldy
obmerved when metal s are added o the protan
sobosors. The dend wm, whech & kocaied m monomer B
{#nd), = pentacoordmaied mienmo s lardy by resdoes
He=d, Ghadl and Hs2% of o symonetrverelatad mobe
cule, and O and O3 of a ghoerol mobecale which =
present as the founh Bgand. These resals are m bne
with the proposal that phyvmologoal #n hmdmg by

four chasesm The first corssts of the [l and
fil strands of ech monomer, the second & loaed m
the loop formed betwemn the fid strnd and helbix 1, the
thard i formed by reades boomed mothe L& (Gresi-
oy} boop and the fourd = formed by remdees m de
fi# strand (Ctermmal). The Faeks (his work), Selds-
wosopsa (POB enry 1TO04) and baman (PDE entry
Biba) CofnS00 mierfaces are very smolar and
comast of the same chesters; however, they vary sightly
i their @i oed Com oe s

The Co atoms of the three soctane were Supenm-
poeed, showimg rmsd values mangng from 037 to
04 A m monomers A and B, respectinely. The most
mportant diference = observed when the dmers of
these three 5008 (Fig &) are compared. They saper
mopose with med vakees of 0064 and LA A for baman
[28) amd Sekinosomsa [11] Co/ZnB00s, respectwly.
Imerestmgly, alfwugh the sequence wemimmes of
TeCaZn80D with e Soeirooms and heman
o PnB00s are TI% and 575%, respactvely, sinoc-
tarally the Toesle ereyme 5 smdar do e boman
erme

The three ergymes present four conserved hvdrogen
honds among remdoes elds, Ghdd oand GILL
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Hian7

Hg 4. Ozor-ap vew of Sw wrw e 0 k\\

e Tawrds solaen Ou/Zn spacods dm-

e (T3 Ow 205000 (A G Cosndnwnn

wwaimat o OF " kns n mmanes A .y
wr! B 5 O Zocbodng osadms nomons

s A et 5 Tiv St e e o

L T T S e T )

Fg. 5. Owsabe of g wd8uood imed Lot
g 25 - 5 Ghw) et K- Figuail
hcron Gimy g of Seoe e (A 5 Hasda
Ancen s caxdnated by B0, Heetad
v b i mammees A et 8 0
Sadduwaon of LA LE bops by mesd ion

©) 27" ko ad i
A Gt o mnane B Halof s
s areodsond mobeoub A et s gyound

Tim ]

e

o B Coc NG e ad e mnd schant Motad i g ko op (L6 Grosk dowy loop (LY

vt mcdeode e s

(numbenng of TsCu/ZaSOD) at thewr mterfaces In
all cases, monomer A has a geater contact area rela-
ve 10 momomer B, which s mare mobde These af.
ferences are hghlighed m Fig 6, m which it s clar
that the b the two in the
TsCowZoSOD and Schivtosama Cuw/Zo-SOD dmers

Mate-mamtuted wetaxoanty of Toaotivn Ou/Zn-S00

HOTA

dffers by abowt 177, whereas thes dfference for human
CuZaSOD s only about & Hough er o [29) have
repored ths dmer merfice alemson o the crysal
structures of two mutants (AladVal and Del13T00) of
Homo sqpiens Cw/Zn-SOD, confirming that they are
sgreficantly desubioed P with wid aype
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Flg & Stuchrs shgnman® of CwZn s nsdds & Soss fan
Tawra sodess bhm) Soldvloncrsa (et and Hors aagvees (g
iyl e it e il

HO The AladVal mstant accounts for appromae by
2% of the S0-Enked ALS cases [30] Smndar resulis
have been observed for other armioodogen protems,
sach as Bght chaims, which, after aberason of their

irderfices, show an monmsed fendency to form amy-
lcad fitre [11,33)

Imtermolscular packing imersctions

Analves of the mtermokscalar paciong comtact rewal
smierestorg mderactsoms (Fag. T The micet nelevant come
tact i obmerved with momomer B, m which a paralel
fimencn Wi 4 gmmeneeled moleulk =
esthlished mwohing £n° G coordmation (fop
it} T e strames imop Bcated in this i meraction gener-
ate 4 peradic sack with strands that are perpendioular
to the direcsion of the longsudinal aray (Pig 7).
Motahly, when we sapenmpoes ths regeom on Se
fiaman enzyme, the later presens a fi-balgeSice stroc
ture m strand fii (Fig- 7, bottom msed), and o difer
ence of ahowt 28 A s observed hetween the Co atoms
of these strands in both proters. Several reponts hawe
indbcatwd fat proters can acgure sractaral adapu-
fwms that emable them fo awed wndesrned proten
aggreguizon and fibnl formaton, and fi alges are con-
sdered to be amtiaggreguibon mos® [13] 1t is wonth
mensonng that the matrve boman 50D bas bss ten-
dercy io aggregate than ALS mveiaris (28], whersas
the Telw/Zn-500 obgomenzes, prohahly became e
latter does mot presend the fi bulge (Fig 7, hotiom
irset) and therefore estahishes the panalel [ mierace
fwms medated by metal wons coordmated fo sewral
resmdus (Hs and Gha) apossd o the solvert. This
typee of mieracton fas nol been descrbed previomshy

A Heamass e ol af

Pig. 7. Cryatl plaking indenecsions of Testhe st CZn duper
ceada S Tew T-S00 ) B nsretan Soagh ol
exEadn AN e e Sl e v th el et moksuka Tha
A7 0 i vl B oshown & 4 pupa splem el S8 eoidEs
wrpkstal N SE met o ceadiEon e e n B ssda Tha
ap et o 8 dicsap vese oF Se B2 amngann® Tha bos
man nssd snwes Se Eoukgela sucum S Se haman saana
parmm |, b et S Telus B S00 o mga |

for other 30Ds Monetheles, the metalmedaed
seifammembly of namml [34) and engmeensd [35] pro.
s has already bem repored moseveral samphs m
which hbodis with nonmieractn g sarfaces wene O
mlad o aggregaes by metl coordmaton. T henedore,
mostants of aman 500 contumang His, Gl or Asp
redues mposed w0 the solvent could preent ths
tehmionr, and soch chemical cominal of protem-pro-
fein imteractons might be phyveckogcally reevant or
oz prvodved monearode gere ratnve deeases.

Proten obgomenzaton, aggregaton and the forma-
wom of mmolbdnle amvlosd deposis are commonty
abserved m nesrodegenerative deeases, bt the factors
mitiatng and modulating the atmormal imteracsons
that bmd o obgomenzation reman minoesn Metal
sors have heen mnphcaed m Sese phenomerna, bt Ge
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stractoral bass for dar mvolwmert remairs wncbar
[18). Huang er al [37] have shoen evidence hat medals
are the mitators of e obgomenzaton and amykosd
fitnd formaton of AR m Alhemer's deeane Inienest-
mghy, Chermy eral [3] haw demorstraed that
homogen pation of Alheimer's demse hrams i bofer
comtammg chelitors Bherates more AR than bofer
allome, medcatng that metal s ane key components
m mEntammg the stroctoral imegnty of amykosd
deposts. Later, Dong eral [3%), usng Raman spece
moscopy, demorstrated that Co®* and Z6° hend AR
satanss m hram plgee emyioed ihroog Hs readoss
Im addbisom, o has been obeerved dbad dssoes affacded
by ALS are rich i metal kos, including Zn°7 dons
[44).

In homars, ALS = a progressve newrodegeneniine
dmorder sebacimvely affecimg motor nearones, m which
2% of the sotal cases are assocated with mutations m
the gene codmg for the engyme Co/An-5000 T he caases
of motor pearone death m ALS are poorky andersiood
m general, i, for CoAfnS00Enked fimibal ALS,
aterrant obgomenzation of 500 mutant protEns has
e sirongly mopboated Several awthors have sag-
gested that metal-free homan 5000 s prone to agge ga-
zom as a resdlt of conformational changes thatcan een
form abnonmal deafide hndges (2034, Based on oor
fimd imgs, we magpest that TeCwa Zn-5000 conld be wefal
as an aftermatve model for die mtepretaton of e
mechaniams mwhved I proten aggregaton and Se
fommaton of weokable fibnllar deposts that ane come-
oo by obee rved o nesrode gene rative dseses

Materials and methods

Protein expression, purifieation and
crystallization
Rezombesass Talw/Pe-B0T peceis was 4 ad

Vel Bl —rrnctin Bl oot By o T moabiven QB 200

Crpmalimbos pesments wee cadinl ol ol o
Gmmgeatae by (ke Busgegodeos vapeer dfffaies fecke
sigue Dhogs comtaimed a | ;| volime sabo of (ke reomibe-
sl Tela 7500 4 mpml ™) aed peecipite solulos
45 om Crptl Seees 2 (Hampoos R, Alle Vi,
CA, TBA), which ischules 20% wos pedyedplese ghool
e Byl elker 1000 b= Bevakpdoate 00 M Tes bafes
pH 3.5 asd 0001 W saeiel o) o Meeude

Determination of Cus Zn- 500 sotivity

CoF=-500 amiely wie deermised mdeenly by 2
mlibaive  of Cplochsose ¢ oselucties @ 25 TC TR
el e e maluee malies onale SEtles 10 ges-
erate degeroide sl The woaal volume of S sEmcios
was | sl s 50 s plosphate bl pH 7.3, coatisisg
L s EDTA asd 57 @l of madkise coddaze, 100w
cprirome ¢ asd 50 pu masibme The coscestmioss of
CoFe-S00 el fe ke amay wem from 0w
Sppml™ Ose wmi of 300 achicy s defeel as D
Gt usisg 0% mbkatios of d seducios of oy
s ¢ [41)

Efftects of temperature and metal fons IDuh or
Z*) on the thermal stability of TeGu/ZnS00D

The efiert of wEmpemioe o8 cogmme snklly wWas dem-
mised b= 50 s Tos HOL pH 73, iscubatisg TalwTe-
SO (100 Uml™] i= a waks bad o esgeatee of 10,
25, 37,80 asd 100 0 We added |00 s CuS0, os FaS0,
o ke pendss adets 1o deermise Sels e on peoiss
fermeal Sabelity Algeos of 0 gl o dESess Smes (0
510, 20 aed 30 ms) were maesfesed 1ooad 0 bk aed
msayed by Se madise gedise midise sekod Fsidel
awwly was detessised afer Momis A coetol Be e
wsay, Tele Fa-S00 wilk befer and widhow! meuls was
el

pedfol as decdbel peevicsly [12] Bricly, tmsfemel
barena costlgsing fe pREET secir Wil ke oolisg
segos for TaDwZa-S0TF were isduosd wasg |00 e e
poopyl Sicpoglancade (PTG, 02 s CeS0y asd
017 s 7250, (el were Baveded by cesisifsgmes
ad ke bavlesial pelel Wi sosicaled i 10 s Tee
awetate, pHTS, wik 0] @ phesylmedasesfony
Sucdde pmd 075 M sucrese The suspesdce dasel wie
cemtrifaged at 1] 000 gt gee a s suge=amsl Bal we
mplial o a HPzp 1670 DEAE FF ooless  Bousd
piess wex cliel wsg a beear salse palies: Fuae
moes Wil D eS0T atidly were pocind, dalsed =
) m TrisdHOL pH 49, e dppiind 10 e 5 me colums
Fual Swseas wes dalmel agamst Tes baffs md
[EEr S

Maonitoring of TsCu/Zn-500 aggregation by gel
filtration

Tal T B0TH (15 syl ™) alipeeds were imcabatsd Wit
diffewm 7S, cecmraioes fom 05 1o 10 s O=e
busde dmiecaloe albguos of ke espme mmpls wene
appiind 1o o sme ewiusics Sependen 75 HL 1680 olums
(GFE Healtmse, Sweles) is o Si57 peogss hqud cheoes.
ograpky s The colums was egulbaed wid 40 W
Tds, D0 e Wall buFe pH 3.5 asd tke Sow s was
se1 1o |0 ml-min Fletes of S speris fomel dusisg
makation was deleried by mositccisg e abiobasce al
Bl em The colums wie cbleged wed snsdeds of
oW moleralar mass (ebiguite 3 5KTh; cyckeome O,
12 kT, Bes white Buogese 43 KT, Sausatise
M Tk, bovise senum dibuses 864 KTk
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Characterization of Telw/Zn-S0D wsing mvtri-
mssisted lnser desorption lonization time of fight
miEss spectrometry

The esoyme dose of = ke geesce of FaS0, at dofeaea
Coecestalices Was minel Wil ssapisic acd = 3% acee
sitsle, W water asd 01 % wifeceaceic acd, asd asaly
sl =g MICROFLEY saisi-assisd bes decepios
osimdon  Smeoffight isstnemest  (Breier Dubosik
CimbH, lepey, fessasy) eyuppad wid a J-He ssvoges
ases. Spevien wese motaled i e podtie Do mode S
e mass mege 2000-70 000 Tha

Dynamic light- scatbering misssurem ents

Theme datn were oblised =g o Felsiae Neo
dysamic g soniisg deviee Som MALVERN lssse
meats at MO0 aad Sned wsisg ors afiwace fee Maves
lzstrumens The Tal e 78000 Sieed sl o size,
023 ) were plaoed =g gt cavene (50 Rl asd wsed
e R e eTert of menl s (D290, FES0, asd Nl
addetos om e cligomedaiatos belaves, The baSe was
Enered ipose sze, 027 pm) immelaely before e asd
ce was Hkes o selur cetimisagice of e samgies by
Bt A e 15 meiperemeny wem collaitad S eack sase
Pl S dimaiices i perestige voluse wem cloaited
sing MAIVERN |mstrumiesy wdfiwam by appeocskisg (ke
protEs i a skerical el

Data collection and processing

Tl ses dam wese colleme] wisg seckoses maduabos
at ike Nathosal Sysckend s 1 Soassce: (MELS), Beoai-
Baves Nuthosal Labormesy (Uptes, WY, LEA) o= beams
B=e XIIB, widk a2 ADSC (Qastesmd OO dewcws o
100 K. The crpatal wis crpopecaanind with | 5% ghossd i=
e moder Dguce The dateel win isdeved o megoated
Witk AR [47] asd seiel wik scas B1], cemnmed s the
cowd copstlogrebic padiage [44] A ssmsan o dam
colechon asd protmseg is gives is Takie |

Structurs determiination and refinement

Asalss of fe wm el coalest suganted Be prsesc: of
W proiss molorale = e aspESele Sl eosdgies
Witk a selvest coswsl of 4173% [1] The Sneiee was
sodved by molerdd replaemes] useg B progams Plises
[45] as mmplemestod = PR [46], aed, o a template, the
copal structiee of 5. mananl O 7e-S00 @ LS5 A see-
batice (FIVE ety oode DT [1V]) was wsed, which shore
TI% ulemsty wel ToleTeR0TH The soletes of ke
molaralas seplacemesd gave a f=al T woe of 365 asd a
log Eieibood gais of 1405 Refsemes: win cassed oo
Witk PIENDC [46] usisg a redos s ose of 10% of ke
sefeptons for rosscvindagos Boefy, we wed o osgad

& Han b s St il at

Toly sefmement Sllowed by asvelated assedlsg asd guo-
ocmave waads of Canele el esgeaise Dows s
mmmies Witk masel e bullisg b= Doot [47] AR of
e arie-ale selis, @ wel as thee addidesal meunl
ale, wem waible = S deeios desaty maps from e
fral sl of sefsemest Neoscopellogiplic symmels
crEEmisi weE sl mgoeel 1o essuse Sal polsdal
St diferesces betwees (e mosomen Weie S0l
! Waiter molecaten wes added 1o fe model sew
e gl of de sefaemest by oaoseak peocedes Based os
prais cleerved = e dfeesce mags o bomd dstsce
citesia. FROCIECE [4] was wed for ke asalyas of e
Sereiciemidey of D sl el valdasos Mokcda
comparisoes Wil olber S0TE wee perfemel wd fe
AL peogrm [49] and Sgers peepnmd wits Pyl [3]
amd Chmen [51] Statias e dan collestios ad mfee.
mes ae sepoatad B Table |

PDE scoession numier

The alomi coordisaes and sifaclefe Sictoes Bowe bees
depoatel & ke Protsa Thita Baal Wil oovssios susbes
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Novel inhibitors to Taenia solivm Cufin superoxide dismutase

identified by virtual screening
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A. Bajo-Domingue
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Absiract We desoibe in Bk work a suocessfal virmal
scmenmy and exparmmental wsung amed o fe wdendfi-
cion of povel inhibros of sopemmide demame of the
worm Taemls solim (Tr0w'Ze-8S00)), a bemm pamsie
Comformers fom Lead(pen® daubase of dnagdie com-
pounds were seleced and fen docked om the sorface of
TrlaFe 800 Reschs wem screened kocinng for Hgand
COnUOE WiER moepeor skdechains mol oomseved mothe
Fmarn Bomalogee, wnh o sbeegues development of a
sCofe opImPADon by o set of ergy mmmEm oD seps,
amed o wenafy lead compoonds or in VM experimens.
Sm o of fifty exparmnentally waed compounds showad

[EL far wgppls ¥ fall  The eoline vemim of des
sttade odeac D000 WS OA2 200 199030 ) con o sigpeme oy
e, whech i gvaeldde oo deciol wes
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g de Microhinlogta y Pansinlogés, Faculrsl de
Delelinsing, Ui emsiobin] Mmool Aui e Mol vy,
AL Mo, DF., Mego

A BuokigesRomer s

D de Hi ddvlis, lrming de Qo
Umvemikel Nacmal Autmoms de b goy, 045 01 Mége,
Do F, Blénion

A Buge Do guee (1)
Diepmurtarnent de Ciencisn Namrsdes, Univ erilsl Audnoma
Bectrunpos tsrvi Chsginudgss, Pk A de s Sarmos 84

ol fan Mignel Chagmltepre, 01130 Mitdin, [F, Mério:

emal sonjuo o i s m me

b mhibinory ac vy towsard TrOa@e-S00 Teo of tem
swowed species selecoviny mimce did mor mhibm the
B ologoiss beman eeyme when asaved movem

Revwards Tacsa solrem - Sepercasds demesme
Cue-500  Mewocysicacoss - Ibibmion - Dodoeg
Modecular operming envimamen:, MOE

Intreduetion

Cvancarcons 15 4 panasn o dissse aused by mfedon vl
e larval sage of Taembe sollvm which ocoos when
oo become the mewermediase bost m othe Idfe cvele of
e helmimdy (1] The pamsme indeces the cenval mervous
svstem ts prodoc ng e ystceros s (NOC), comsid-
emd the mos commen prasmc deease of the ONS mnd
affecs millions of people | developimg coomenes of Lagm
America, Afra and Asa, as well as m developed o
wies with a bag b migration moo of sebgeas from andemn e
amas [2-4] Thas comdinon 15 swocued wrh svem Do
rological mmbesutons indudmy eplepay, beadaches,
seipams ol odter pesrodo gl deordes [§]. Conservave
exmmmime descrie 50000 deobe wod dwl de every vear due
w mewrocymacoss B] The memmens e NOC m
bomms & based om two diags albendazole and pram-
gunel Borh dnsgs can cmme advase sy mpooms 1D the
Boat, bt i ogemeral am owell wolermad These dosgs are
ofen admmismemd with dexamabomone o decrems the
mflammanory reacton produced by fe bost In response o
e death of e parasme, a4 macton than some DTes can
abso il fe bost (7] To date, fwer & only one report on
dnag-manunce w pmrigune] and abendamle m Cemode
mfeions foend oo patent with newocysacemoss 5],
b masance o these and odher dnags has been repomed

&) Springsr
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for adher belmmds soch o schisosomes and some Rem-
arcdes [9, 10] Themdfore, thare 15 on ergens nead to develon
rew dnogs wrh drfferen: medantens of acon.

Buparonide dumzmases (3008 ) are a goep of meallo:
engymes o st il for defending cogans meagams: codason
By e mape o ade ambom (05 ) [ 11,12 S0Dscanlvie inmwo
seps e dempuson of fe (07 to moleodlar covgen o
Bvdrogen paronade. Albosg b Ok B amild redesons, £ can
came direct or indwect damage wo cell b amsdl [FNA
[13]. Three major dasses of 500 bave bean des aibed om
e b 5 of i prosthn i g oowpes - Fe, Min, or Cw'Ze Sofar,
tree tvpes of SO0 @mvmes bave bea deeified = Rel-
i the minocbomdrial Me-S000 de cyuosolic and an
exmacelialar Co@e-S00 | 14, 15]. Organi sme lacking dhese
engymes ex bbe o deareased growth mue, shomer b s pan,
Ervpe st oy tomarnds redon cwclimg oom pounds sach a8
pamgeat and gumones, and 45 SOrement IR SN Ao
miztageness and deash rmes (10, (2] As a ofher parasmic
argan ke, T pollam s remove e dogenons and exage-
o pmduced by i own membolic processes and,
becime s larval ond adelr mages Ive i deaees, the ome
prosdaced by Bos mfl ammasory mapoese | 16].

As mpored by some asthors [9]. abendazole miabes
il oromeivle foemaion m parasre by bmdng oo foeln,
Bovwever, as shown by Simches Moreno ezal [17-19], tus
dnag aleo inbibhes SO0 meymes m belmmes, bog o bagh
comenmations 1n fw case of T rolluw, as repormed by s
|20, Gomez Commmras o al. [11] mpomed recendy the
avmibels of bensop|phdalinne davamves which selec-
gvely mbibit Fe-SOD acoviny and groaeh of Trypamonoma
crupl. Bermadasole, o dnag comendly meed agaes mypamo-
UMK oot tmagh Indeding drmason of fowe oo vgen
meubolivs sach & sepemxide anwn and bydrogen per-
cmade |12

These and other mpors seggest tar 500 enmvmes are
mvolved m parasme defemse [ 18] Our bypochesis & dar
macovanon of fis mryme may coninboe o seaken the
dedfense medansms of e paraste and md dewmmwing 2
s SO0 cam be consderad a good mrge for dnog design.

Recamdy, we resatved the arveual smacmere of racomid-
pamt Tolu/@n-S00 ar 27 A maoluoon, an bomodimer
wieh 151 mandoes and one (o and one Zn asom per actve
st by mono mer | FIB enoy IMNIY) (23] 11 possesses the
chsacal moofs of Cu¥e-500 eomvmes All madues
drealy or méracdy mvolved 1n menl bndemg ane com-
plesely comsrved Meveardeless an andlvas companeg the
ammo ackd sequence of Tola¥n- 500 weh ofer S00s
repored m damabases, svowed low global idenry of ST.2
579 and 59.6% with mommalk sech as Sar serofiz (pagh
Moo saplees (boman) and Bos ssarer {bovime ), respecs
avely, saggestng dar differnce m Tole/Zn-500 con be
med 1o design specific mbibrors
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Materialks and methods

Molaoelar model mg, elscoic parmalchage smgnason,
lgamd conformer, searchimg of powenmal bindmg snes,
emrgy mEmAmEaoss, veslpasos amd dockmg were
pedformed wih mokozlar operming esvironmens | MOE)
|2d] padmge wih defick pammesrs, onlew ofersse
saed Emergy mmmpaions were camied out wmil an
RMED {mor mean sguane deviason | foroe bower zhan 00001
was obamed wing CHARMM T, an all-mom force field
pammenreed for proems, of MAWFFML, parameearmed
for smnall cogamic mokeciales im madicl sl chemsany.

Generanon of 30 conformens fom Leadpues™
damabuse

Exelgen LuﬂQuH'dﬂuhue [25] was msad as dee inmal
chemical space for tus smdy. Each of e 51068 com-
pounds was prefiliered wam g Lipmsi i die noles as follows:
molesilir weghe <00, Logh <7, domors o acceptom
12 romamable bomds 7, and rasformed moo 30 molec-
wlar simcores wmimg fmpord Databore MOE Them, we
geneaned a chemcally drveme 33 conformanonal dama-
base of doug- Hioe modecubes wih Conglomer_bnpors-WOE,
wang a cutoff confommmiczal aergy of 3 kcalémal fom
e mimETET energy snacnre of each compoend, as cal-
culaed wih the MMFFM fore fiebd The adopeed pro-
codure allowed te gamamon of 4 demically diverse 30
conformmicomal damabase of mzkiple conforme s for eady
malazile, which was ten med for dociomg The Roray
smacaore of Toln@e - S00 and beman Cofe-S00 (Bl
Fr A0, FOE enry IVOA) ware med & poeln mges
for doclong procedures.

Powental bmding sies were wdend fied with te S -
Flnder - MOE and weh CASTp saver [28]. Al avsalla-
graphic wmer molecules wem mmoved fom fe prosem
smpxcmres before dochomg Hydmgen asmms amd parmal
charges were added to S engyme maing e CHARMMIT
foroe filld Charge for Co ond Pn owas sen o 31 Daoek-
MOE mudies mad e alpba-sie-rangh method [27] w
baas the comimion search of de ligmd o meanmgiol
vk, and fw dodong soore fammion pamed Affely 257
was wed m ompemenwed m MOE (5] GWSTHOLG
{Lapatiedh) & a nrosine omase mhboor tha B o posser
ol mbabicer of epn dermal govesh facor meepeor {BOEFR,
EribB-1) and ErbB-2 Koy smocore of EGFR bound w
GWETHIG was well resolved and publsbed [29). Thm
complex (FOB eory IXKK) was meed as a doclong vali-
damon Dodoeg score foend et MOE was 113 wrha
Fos meAs s devimion of fwe pose fmm te origmal
Hgand of 1.5 A
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Dociong on Tr0e'Ze-500 Xoray st mcore

Iz a firs screemmg, 150000 coemmions of poses om
poendal bmding siwes wem poved and evakmed for eady
comfommer fom each oomipound in he 30 conformasonal
damibare; the op wen aconng pomes for eads condformer
were WIREn oot 1o 4w drabase [0 In g seccnd step,
comformers of compoonds winh good soones (doo iong scones
T8 umns) were resdbmined forevalmzon, bat allowmg
m s came the search of 1000000 pomes. Omly dwae com-
poemds for whach fe top scoting anergies achoeve valmes
lower dhan — £& wem sebeced for famher amalvas. Enagy
i i zasiom of the best andior the mos fregeend v found
diolped poses for each compoend was carmied oot oo refine
e oriemmanon of fe hgand in e recepior sne, and o find
e bocal enemgy mmmmiem of the Bgand-erevme ineme-
goms. Thaee poeconls were desiged for oprmmiang the
lgmd-enzyme complenes. In medod 1, the racepor was
remad a5 4 Ogd smacmre ond the ligand was allvwed o
relan mio the amve spe For medwd 3 madees of the
acmmve sne (<45 .F\l and dhe mhabeos ware alloead o relan
while fe ma of e moopor wem fived; 3 Fmally, m
meded 3 all meidoes ar 4.5 A fom the ligand were sohe
Jected o an eprgy mEmEEon wnh e oo ondinmes of
e Bgand fined, ten only e hgad was relamed wit the
fixed pew posmons of te pearby madees; and fimally mew
enrgy mmmpmen of contact resadues win camed oot
agan with e hgand fieed Thes hoe medwed wos the
most effciens m fode beeomg fe Bpand-eomyme
CESTEY EAEraHon.

Adfer visml mspecoon of the mmimiEed pont el R-oom -
poond complen, ase of oompoends were seleaad for m
vEm wsung of fer mhbeoy powncy agams pore
recombinan:  ToCw@en-S00r and commercal Mrla@n-
S0 (Sgma) on basis of several gmeria: we sardhed for
hijgand bimdmg contacs w0 ponconservad side dams of the
ermvme, shape complememtaily, doclomg soore before
i g energy of complen, pedicied Logh less than
55, momber of bydrogen bonds formed, among odhers (see
Resales o dicession for more demails).

Compoands 1-6 wem dodked on Halue- 500 Xoray
snacmare Wit an evtems e search of 100000 s of ead
confommer in order o determime Sier doddng score and
compar ® wEh Telan 500

Iz order oo compare dociomg sooness from Dock-W0E for
compoiands -4, we camed om oan ewemsive doclomg
procedure g alematve softeam. The Awmolhook-Vise
i Vima) sofream [31] wm wmed for flexible dodong s
lagors. The compoends 1-6 were docked moo hmdm g see
1 om TolwPe-S00 serface. Bedore dodom g, waner moke-
cules were removed from e Meray srecmwe  Polar
Evdrogens and Gaseiger dargs sem asugred wmng the
Awiolock-Tooks 1pamface [32]. Thew, e swe of ssard

wﬂneﬂlmnmmu..}'aﬂzlﬁtm 1 wm
2o Mo WA wrh cemer m - 10TESL ﬂ.ﬁﬂ? amd
105K, for sme X dimersions are 34 o= 34 om M OA wEh
comter m o~ 13T <132 amd ~ 1389 The odwer Vies
defich opmmoon [ wege m d for
doclomg mimalason. Doclong scores for the bes posss for
compoends -6 accordimg 1o Vime shoen m Table 8§ m

Supplemensarny Mawedal.

TrleZe-S00 epzyme inhihition Esavs

Recombinan: FoluSn-800 enmvme was expressed and
parified as descobed previcusly [30). Exsyme macovason
was deremmmed mdrecdy by mesrmg mhduoon of
cvinchmme ¢ redemion cused by O, whach is prodoced
by e xandvme - xandtvme condase system [33]. The reace
don was camed o ma fimal volome of 10 ml = ke
presemce of 10 mes of recombman: eeyme (specific
aanmEy X940 mdmimg, 15 ugy eeyvmes) mosbwad for
A mim ar ¥ A0 wid 100 uM of de sedlected Lead(joes™
compoands [20]. Jme wnn of 500 & defined as e amoon:
of engwvme tha camses S0% mhitoon of de redecoon of
cyvichmme ¢ wih moohaion tmmes of 2mm [33]. Ondy
comprends wmh ipbdbmory acnmy (more tham 30EE)
agaes TeCnPe-S00 wae moshawed agaes: Mr(aTn-
SO0 (Sigma, specifc axnvay 400 mes'mg). For those
compoands wih o percemtage of inbdhmion of TrCw@n-
SO0 greater than e Sresbold of S0, o complae ser of
measremt wi performed o de armne the 10 valoes

The wsed compoonds wem pordhamed fom Exelgen
Iec ifcemerty LeadCres™). Pamy reposted by e mase.
facnarer was graaer tan #5% decked by LOMS . Stocke
solumons (10mM) of cach compoumd were made m
DME winkh somlar abiguons of de pum sohvent @ blank
CEPETTTLA.

Resulls and disoussion
Condormer seardy

MOE & o dog discovery package [24] wmed 1o perdrm
seveml ks m B wodk In order to simelane B gand
flexibilny in owr dockmg swdien, we genemied a set of
lovwepergy confommn s for each of e abos fify dwomand
compounds of the Lead(reest™ daiobase o5 des oibed in the
Maredials and medods section A baghedroughpes fag-
mees-based conformanonal seaxh [I4) allowed the wans-
formanon of the origmal 51068 compounds Hbmry imo a
rew damiban e of aboe 2 mallion conformers winh energies
=40 local fmvll respeces 1o the bowest minmmem oondorma-
gom of each componnd. I s sepse, Pemdaand Charafson
|34] foremd dhaz a 20 kalimol mengy cus-off would ream

&) Springar
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aboir 806 (506E) of hooacowe ligmds wih 1-3 idedi)  Miolecolar doclong

rozamable Bomds For compuimional comvenience we 2aad

s same freshold and sccomfingly we ewpect: owr come Before saming owr dochomg calolmions we determ ned
fommmional exsembles 10 contain o signaficans momber of  powendal sres for bgamd beding from che 3D asomic
clogally kvt coofomases. Ths pew ipbouse  comndmaws of the Tola'¥a-500k Acive sies ane wally
dambase was fen wed for dodong sodes agams the  Bpdropbobic pockes tun mvalve side dam asos oghdy

Xemy snaaee of Tolw/Fe-S00k padoed [15]; s we smardhed for thewe smes omothe
Table | Seucture sl Hdogod ativiey of Leskuse® ompound idenifal by s procabiee #ia shownl o vitn nkibito
stiviey fire Talh TS0
Compound  Arwdiee Aot wvee st Tl o 5000 Frefral binling aie T Tn- 500
il mpenad fie hioman homodoguel  aordng oo bt sore 10, (M)
] —-A6{-55] 1 _t
]
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Pt
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* I, velues were omly mesiml] when the % mhibton wis 8% o U0 i of compound Gee Saeriads sl mothols Sy oo deislsy
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moleciale sorfice by fikermg o sins winh sgedficm
comver sefaces oo eposed o sohent The madues
drealy or mdrealy mvolved = meal beding are cone
served among the Cu@n-S00s fom all specwes so far
examimed, fmm bacaia 1o mammals; Serefone mooder o
amaim speces selecovny, the cavies fom fese snes were
abeo discardsd. Om this bk, mom than twaty posensal
shes wem detecied anddisribened over S enore sarface of
e Aoy, whack ware labeled as sme 1 sme X mie 1 and so
on {mee Table | m Sepplemensry Mareral for the whale
s amd descnpoon). Sres | and? am the mone promment m
s they ame locased mear the inedface regeon and foomead
by anome from 32 o 20 diiferens resdos, respeanely, a
reflaction of dwnr large sie dmesson. Sie | and I oare
locaned in opposed parts of e dmer merfice, so Sar
poaersial bindmg snes am facimg away fmomn cach o Sme
1 bas om entended stape while sme 2 B mone compact one;
bty sres are mch im bydropiobos residues. Moreover, snes
1 amd 2 am mot swcdly comsmerved berween Tl a@a-S00
and Moo n-S00 seguences, which mamsiorm these snes
I o B ve targer s for desdy ming species-specific mb beors.
Iz oomsmsr, the rew of the posenoal smes (322 are msd
smaller, exposad o solvent, omd = many cases, well cone
served maped o S aman mEvIme.

Iz firs sage, e previcesly gememed conformes for
each Hgand were soammed agmess all sres on de TrilaPn-
S0 sesface, waing 15000 poges of probe for each con-
fommer. We noticed Sarsins | and 2 aleays presenied the
baghes dociong soores while cther snes aleays showad
lovmar soores; tharefone m the mobmeguens mep, ligand s wrs
doclomg soores bemer fan - T8 (ca S0 diffemns com-
pounds) were mesmnned only on s | oand 3 bes mow
wieh 100,000 poses of each conformer m onder 1o include
vimually all orensnons for bandmg each of dwoee oome
poomds. This procedure viedad complexes wih mmd
bemer doclomy soores, those whose dodong scores were
bemer than &6 were den schmimed oo enwgy

ORI A0 R paess B order w improve the ineme sons
at the bmding smes This opUmpmon procsss wis care-
fully desigmed estmg and evalostng differens schemes of
pamial mimm zasons of the stacoe of dhe oom phenes (see
Mawnals and medwds for mom dmals). We foumd a
procedore ammed o find o beser posnionm g of the Bgmds
mto the hindmg sne, as jadged fom lowang the previ-
cmly obtamed hgand-eomyme enagy mumacion Ths
procedore consis @ (1) first all maadues = 4.5 A from the
hgmd wem sobgecied 1o an enagy minmmEason wihthe
conrdmans of the ligamd fived, (2} S onl v the Bgand was
relmed wih the fived pew posrons of e pearky msad we,
and fimally (1) apew mergy mmimzason of CORMCE fes-
wues was camed oot agam wnh the Bgad fived Thas
Lomep methodol gy opomived fe potan-hgand oontacs
by allvaing o bema rearmegerment of the mide obam s of the
b dimg e and the poamon of fwe hgand as s mfleced m
e potential emergy of the prowem-Bgand contacs (mee
Table 4 m Supplementary Manamal for more indormazion)

Orverall, e search for conformens md bindmg energy m
dree seps wed m ths work mtended o mebade part of the
confomn o iomal repon s of the eneyme due oo the preence
of the ligand in ms bmding sre. From oo msoks a ser of
fifty compounds ware sebeciad o be esed @ Vo agams
recombirant pare Toln/Fn-500 enmvme. The final come-
poend selecsion wiach vielded te serof S0 compoonds,
mchaded a final soeming from the bighest scored bgands
wenafied by dodong, & abo mcheded conmdemzons of
doclimg soom, Band-ensvme eergy inemoDon, hwdros
philiciy, seleaiviy, molaculir weght md robesmess of
pradizion. Smce B B oowr expeence far By dmosohoc
compoands aggmgae when desclved fom DMES0 sod
sodomon mao ageecss mbibaion wes we privileged
Ewidrapiil wmy m che final selecoon prcess. Wik respect o
mlEanmy we gave prefgence to compoumds formmg
commads feg bwdrogen bomds) o pon-comseved smde
chaims of e mcepior, 10 gan sebrove inhdbmon ©

FESTTRACTE

Nl NWLDLONVTA SHIITANDNED EDEVIDLIIN SC1ICESTAS EIOCADOLEND Z---NELNTE TEMACERLAC ENIOLRD--
I WIOGIVTA GREATLIL TORHIILTES EEVIGRELVD ETFDOLISG - —dELSLL TRMAGGRVAG S1INLAERE
e . -

R | T T T

Fig. | Tiu@n-300 el ACuTo-500 sojumee signment
Sevra Glmity 51.9% mohe ae no omwevel beiwom
sopors. Roilis n o (245 41 with s -6 o e |
m the Tl Tn- 300 srfex ae ndoial by civcler. Black color
ol bt thist the Bgand intemats with the roidus in the cheim Al
B grory el indicstes e the i inem o with the ridie unly

.
n me dun. hinchen disulgole cpeicne msls, copeval
sl in e wtive siie, awl vl i Choand 7o bnikng are in
bald betters. Linwer bellow the cheler indiesdte the mmber of hiplngen
Bols betwemn Bgarl and resdis, see Fgure | in Supplemeniary
Befteriad i mone deisls

&) Springar
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pamsnic SO0 il resped o fe homan enevme. I s
repacy, By | oshows T0nPe SO0 and Melele 500
seqguence aljgmmens {demeny: 5795, Resadees | comtact
wih Bgands 1-6 arsie | om e TrOaPe-S00 sorface,
accondmg o our dockomg ressls, am mdiaed by anles:
sevral remdoes prsent caly m TrCe@ e300 mierace
with 1-6 trongh bydmgen bomds. Fmally, with robesmess
we mean the fegems findmg of shighely dfferens poses of
the same compound with bigh soores, which means dhar
amall changes m onepuson sull veld a good prediced
dociomg soore. Inaddmion, we abo molded tem oom-
poizmds i mediom and bow doclong s core o e them w
Eegmive commrols {smacnres, densficatons and sooms for
all componmds wed are depioed in Tables2 ad 3 m
Sepplemenry Marenal) Ths mclades compounds wih
low affingy for swes | ond 2 and some of e best Byands
for odher bading smes. All cancdhdare compoends were firs
evalured for ther abdicy 1o mbdbin the acovey of Tolo!
Fo A0y ar 100 pM: smoof de fifly esed compoumds
demons mied =30 mhibmion of the ensvme az ph oone
cammuons. Tabde | ond Fig I show the smocmres of
aome compoends (1-6) and fe remdml sy of
recomnbiman: Tl uFe- 5000 chumed after moshation s
100 g of dhwese compoumds, nespecovely. Exammanon of
these amve compoonds revealed o dversny of dyemical
snacmne, tey have moleoslar weghes beraean 430 and
560 D, emmrased Logh [38] bvwer dan 5.5, mo mome than
10 H-bomd acoepoors and a low flexbaley. A common
smacral femum preen: @ compoonds X, 4 and S moa
prereme  groop. Thme cther dwemical clisees are

I
1 E ¥ 4+ B L]

Compound

Fig. 2 lnkehitam of T, aodfom s humn Cu@n-500 wtivry by
imubaion with adive LeslOQuse™ ompriesh, defeminal by
sntine-mnine-omloe methal. T odom (dack dam, 10 Umis,
A5 py enxpnei sl oo Co@o-500 (grey bare 10 Ui ) wene
icubainl in preese of L0 o8 Sr 30 nen & 35 °C of cmpousds
L2 A Sanl &, and 50 p of compounid 4 B ot of comgaou sl Jun
bumn ewyme cull mt be seaml boous unespeel sl
sl prospiision o te macon malium s deoval

£ Springer

oo ed by sl fom amide, Papaperidmy] and aoemnsd de
denvatves. Clearly, el inhdhaony capacmy comes fom
ther aght fimimg oo e bindng sie more dan beimg vas-
anons of dervasves fom a common sTacee. Six real @
vEm bms oour of fifty pomive mhibiors nepresss am
expormatal dir raso of 13 [(&S0) = 100), which
demonsmies e socesm of e vimul amening poce-
dure. The rest of dw wmeed compoonds, mchading the
megmive conorols, viekded very bow of mo inhdhaion and
wem conadend as macdve The am of S work was w
find agemss thar seleaively macthvare TeiCe@Ze-500
Themfore, i orde o desymine the dochomg soores of
compoinds 1-6 1o Helw/Ze 800 we cared om m
extensve doding prcedur on the sarface of Sus boeman
enmvme We found tha the doclong scores were alwavs
lower for the Baman enzyvme than for e T rollum 500, m
good agreement with oor expammetal mseks the bes
score oooirs when compoond £ binds o sme 2 wmhoa
doclomg score agaal o~ 55

Fmally, we foond thar the Vimg dodong soones amd
poses for compoends 186 over s | on TRCw@R-S500
wem m good agreement with Dock-MOF resdhs (see
Table & m Supplemenary Matedal

Enzyme mibihimon o sy

Coneenmanon of 100 uM of compoend 2 denmashed the
Trlefe K00 acoviny = T3 in conmasy, Se same con-
commuon of e compound dd not show any effed on
HoCa@e-30D acoviy. Compoond ¥ bod on impormans
mpact on g Tolw'Pe 500 acnmy, showmg 1005
mhbmon Lefomsmanly, effeas on emon eneyme could
oo be asmayed becasse wexpeced and systemamc pre-
CpREon mihe redon mediam wis observed, hemoe the
lackomg bar for this ssay m Fig. & However, fe msadual
aanmy of Hele/Ze-500 and TrlwZe-S00 @ 10 pM of
the same compound are 935 and S1E, respecavely. The
mos remarkable madks were obumed with compoond 4,
which affeaed TolePe-S00 acoviny m %% @ 50
whemas n bad mo desscuable effect on Buman Oue 500D
anthe same concenrmon. Wk respect o compoands 1, 8
and &, they consderably affeced te enmvmmic acovey of
TrlnFe S00 49, 45 and 45% of mbibason, respecd vel ¥
aftr moohmon @ 100 bl b affecomg fe acoviny of
bomon enmvme @ amile kevely; derefore, tey can be
comsaderad as momspectic mhabmors The 10 for com-
poomds L boand 4, (E09 1009 and 259 ph respecohvely,
Fig. 3) confirm tha theie compounds are good | nhabmom,
and e last ran am abo specific for fe neni ez yme. The
mactvanng effect of L 3 ond 4w concammnon depen
dems s notad th the moctvasing asrves were sigmoadal

The procedere and resshs presated bere ane oomsuand.
my dee o the denoficadon of povel kad compownds w
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Lisad i 1 Dt bk
(50327 Corrpousids)

[ Low-Enengy Conformations
4

2 il s of Sractusl
Combrmen

Lﬂlild Mclzcular Docking

BO6d Coiigataiads
(Be=ge Soare Compleses)

Irecgy Minimbstion

Fig. 4 Flow chat showing the sanh S bewl coogomb o
ihiben of ToOwTn-S00 wivity by wiud wreming fliwal
by exprmenisl moap. Nawben epreod te snount of moecle
sclevie] afer cah dage

devel op more poeerfiel compoends 1 o e ammed o the
design of specific dnags agams parasies (Fig. 41
Acoordmg toowr dociong remels, oom pounds 16 bind
mear the dmmer maaface (le snes | ander 1) whem phe
Erwacion wid vanos cessved and moncosserved
residues & swong. For example, oompoond 4 presensed the
bes miabrory amivey toward Trlafe-S00 and dd pot
b e MO Fe-S00 arall Insereqimgly, we found dar
all the doclond complees of tas oomnpoend wrh dockong
scores below T8 could coly be mdencfied ar sme |
(Fig. 5. Compouond 4, docked m 25 mos fegoes pose on
e TCn¥e-300 sofice fomms o bwdrogem  bomd
berweem e M asomn of me pyvemadine rimg and e Bydronyd
caygen of e pon-ooesaved Serfl (8 (S llE, cham B
Ancdter bydrogen bond was esublsbed barseen te (0
arop of the carboovhc et ester momety of the ligand and
the MH gmep of MetRl, abo o pos-commved resdus
Fembermore, the bagh pradwcmed subdicy of g complex
remaled akso from agood shape oomplemenzanty, and alo
T dipole ~dipole ad van der Waak memcoons wih
reaty resldest the ppermme moeny & locawed mear
Mecd 1, Lyad 2, Lewd 100, Secd 105, DeA? 10, and Ded 145,
while e pymmmidee ong & sorommded by Lewi0l,
Terk 104 and e 10, Grooed bindmg poses for compoumds
L 5 md & le dodong soores =75 e adencfied

&) Springsr

i bimedy i both sites 1 and 2 Composnds | and 3 sasm
wo bamd exclusmely o sme | oas previcesly descobed for
EOII'?D!H 4 In Fig. 1, the commm resadoes (loser than
45 A) B bmding me | for all acove compoumds are
mdicaned, and e proem resdees which form vdnogen
bomds am haghlighted Selecinmy might anse from drffer-
ent shom and medim dEmmoe Dreacions. Some of the
mat relevan: shor-dmance coniacns molade pamsne res
wdees Thritd, ond Bydmgen bonding o Seri0f, Merl,
LyslS0, Serlfl. All these residoes @ mema S@yme ane
drfferens in the beman ombologee. Figere & shown bmdmg
poses of ocompoond & m smes |oand I oon the sofice of
TrlaFe-S00 emeyme afe dociong and the boatm enemy
minmmdrason potoosl. Schemes of prossim-ligand maer
amwoes e shoem in Fipere | m Sopplemanary Masoal

Iz mizs be consid ered thar docong soores ane des gred
a5 a fas evalewion of mekiple poses of every oondormas
gom mralvad from each powensal bgand, o sl che wop
szorad oompoends as an enrched sobeen of Sie chemoh-
brary, and not as an acoerane pedcior of bimdng affery or
baologacal acovity. Albeln i some publcasons cemam
comelizon barseen 10y ond doding soonss can be fommd,
® miza ke commdaed thae for e above mason, o bagh
comelizon berween dodong score and 10, s moo be
abways expeced [17).

We found m owr coee of stedy thae alhoeg b docliong &
SO TS B 5 O QSO EC proc ad o, Beman meinen
o g advansage of robes e and selecoviny may sl be a
good Egredens dormg the analvas of dodong resohs .

As far as we mow, this B the fise ame dar inhdamon
fave bem propesed and esed dor ts ensvme; specific
cally, compoumds |- cam be comsmdmed as move] i pRdhmom
of TeCuZr-S00 omd could commmete o ser of summg
poins w0 design more powerfol InhERon OpEIRE 4 Dew
way o tackle mfecoons of T sollam and odher pamsins.

Mmy erpvmes md pracies am regulmed by cher
guemary srecere mdlor by Ser asmocuson m oo
amdlor Betemeoligomer complexes. Thes, these prowem-
FoEn moamons n be good wrgess for blodong or
modulating proein functon deropesdoally [35] Esiary-
cne CofPe- 500 bas o suble fbame] fold ond o dimer
assemibly, shows diffeson-Bmmed caulvss and elecros
st gudance of Ser fereradical soberane. Demepoon of
e QUEETTATY STLEEE appedrs o dedere the ambic
amnvEy: Bano and coworkars |19, 40) hove mplicad o
Evdrophobdc remdees (FeS0 and Gly®l) an e dimer
mrerface of the boman ewyme, produwcmg a sobdble
monomer Wit a miad lower acevey (aroend 1068) than
that of the madve dimernc exsvme Using Xy diffmcson
[41] as well & MNMR techeagues [19], thewe oethom
observed danges m the conformanon of the oo | nes does
130-13) mapasible for genmummg the cleoremmc
porendal for drving separon de anions o the maallc ons
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Fig. 5 a Badagpoe of (a)
oompomd 4 in te THCwZn-

SOD baday site | aer

dociny sl te Jatep ener gy

mEniacdion prredre

b Neswork of hydmogen lools

(red daded lhes) berween 4

s the svrn b ia the TaCa/

Zn-500D bndagsite | See

dexxpton in the text

{b)

) speinger
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Flig. 6 Binding poaes of coegeard 6 in sies L ind 3 on the s of
TuCufn-S00 encyme sier doding sl the Fatee ey nining-
satiom praridre

an fe wove sne Abo the backbome mobdlity of rhe
TR MR AN was Evestganed el molecelied veam-
s smmzlisons ond compared 1o tha of de drmeric specie
and ® was conchaded thac as far & modons @ che paco-
seoomds [0 mamcseconds Imescae we concamed, fhe
region consbing of madmes 131-142 i5 bess mobdl i the
TR MRS mitnd San in e demere wikdoovpe proe s
Smacmaml flwms a0 ons m s region have been seggesed o
play a roke @ asrung e soperonde mion @ aldng
nowards the amive ame (45 43)

O these bames, we soggest fat compoends 16 affect
the emmyme soovity erber by disnopeing the momomer

E) Springer

monomer mraface of by resTicong S movemens of the
loops ot each momomer, thes Bmising te dffsdon of the
subermie 1o the realmom e,

Forther studies are being carmed oo m onder o esuabish
e molecalar mechanism of the mhibnory scoom of dese
COMTs

Conclusion

In memmory, s mew mhibmors of te TCw@e-S0D
eraVmmK wmvEy fave been ducovemd wang o me bod-
ology developed here which coosswd = gmermmg a
confommmenal drabase fom fe Lead(uen™ daubase
iz g proc edures, species selecenany fikenng, and fimally
a proposal of s hgmd op on bped on
e ey MEMMPANOR Seps over e bes prosem-
lgand complex scores. Thme of these oom poonds showed
excelle selecmviy o Tl Pe-S000 since they affecsthe
aanEy of tis emzvme an pM mege b did mon show
mhbmon agams HelePe-500. Resds obimned bere
am vay pomsmg, md pow fuher sadies am bemg
camed 0@ w0 dxamme e mechansm imvolved In the
mactvadon civerved agams TCe@n-S00 md Helwf
Fr- 5000 for compounds 1-6
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