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La hidatidosis es una enfermedad provocada por el parasito helminto E.
granulosus. Las enzimas glutation transferasas (GSTs) son una superfamilia de
proteinas multifuncionales con roles esenciales en la detoxificacion celular de
un amplio rango de moléculas exdgenas y enddgenas. Los helmintos tienen
pocos sistemas de detoxificacion, y las GSTs se consideran el principal grupo
de enzimas detoxificantes en estos parasitos. Las citosdlicas forman el grupo
mas grande y diverso, donde la clase Mu es una de las 8 clases asignada a

esta familia.

Previamente nuestro grupo de trabajo identificé 3 GSTs citosolicas en E.
granulosus: EgGST1 de clase Mu, EQGST2 de clase Sigma y EQGST3 que no
se agrupa con ninguna de las clases hasta ahora descritas. En particular, para
EgGST1 se realiz6 su caracterizacion bioquimica y se reportdé su secuencia

completa. Es de nuestro interés, explorar la evolucién molecular de esta GST.

A partir de la secuencia de EgGST1, en este trabajo se identificaron en
el genoma de E. granulosus, varias secuencias relacionadas. Posteriormente
se realizdé una anotacion manual de los Hits obtenidos, que dejé cuatro genes
ya reportados (Hit 1 al 4), el Hit 3 se completé en este trabajo. Se analizaron
cada secuencia nucleotidica en busca de los exones e intrones, los resultados
muestran que la longitud de los exones coincide con lo descrito para los genes
de clase Mu. Ademas, se realiz6 una busqueda de motivos y residuos
conservados descritos como caracteristicos para las GSTs de esta clase,
principalmente aquellos involucrados en su mecanismo catalitico. Por otro lado,
se llevé a cabo estudios de filogenia. Resulta interesante haber identificado
varios eventos de duplicaciones recurrentes, entre ellos los casos de H.
microstoma y E. multilocularis. Finalmente, se analizé la expresion de dichos
genes por el parasito, identificando los ARN mensajeros correspondientes por
RT-PCR. En protoescélex, solamente se observdé amplicones para los Hits 1 y

2, indicando que ambos genes se transcriben.



La hidatidosis o0 equinococosis quistica o0 quiste hidatico, es una
enfermedad zoonética (enfermedad transmitida al ser humano por los
animales) provocada por el parasito Echinococcus  granulosus. Esta
distribuida en todo el mundo y se puede observar una alta prevalencia dentro
América del Sur en Argentina, Brasil, Chile, Pert y Uruguay (Who, 2014). En el
ser humano, la infeccion por este parasito produce una gran morbilidad, incluso
puede producir la muerte del paciente si no se trata. Se presenta de forma
asintomatica por un periodo que puede prolongarse por afios hasta que se
manifiesten los primeros signos clinicos, como ser dolor abdominal, nauseas,
vomitos, pérdida de peso, debilidad, entre otros que dificulta su diagnostico.
Para la deteccion del quiste hidatico se utilizan tanto técnicas de imagenologia
(ecografias, tomografias computadas, etc) como pruebas serolégicas, que
buscan anticuerpos especificos contra el parasito. No existe un Unico
tratamiento, por lo que se debe adaptar a cada individuo y a cada infeccion
segun la morfologia, el tamafio y la ubicacion del quiste. Requiere un
tratamiento farmacolégico prolongado y en la mayoria de los casos se debe
practicar cirugia para remover los quistes. La cirugia no se puede llevar a cabo
en pacientes que presenten quistes en mas de un érgano o si estan localizados
en regiones riesgosas. La ruptura del quiste puede producir una dispersion del
material parasitario provocando infecciones secundarias (hidatidosis
secundaria). El tratamiento con benzimidazoles como el albendazol facilita su
remocion y disminuye el riesgo de infecciones secundarias asi como de

recurrencia de la parasitosis (Who, 2001).

Los helmintos (gusano, organismos pluricelulares complejos) se dividen

en dos tipos: platelmintos (cestodos y trematodos) y nematodos. E. granulosus



es un cestodo parasito, una clase del filo platelminto (familia Taeniidae). Son

endoparasitos, gusanos planos con el cuerpo en forma de cinta, segmentados.

El ciclo de vida E. granulosus necesita de dos hospederos, uno definitivo y uno
intermediario. El hospedero definitivo que generalmente es el perro, es el que
posee el gusano en estado adulto en su intestino delgado, y junto con las
heces, va liberando los huevos producidos por el parasito. En las visceras del
hospedero intermediario que suelen ser herbivoros u omnivoros, crecera la
larva (quiste hidatico) al ingerir dichos huevos. Los humanos pueden infectarse
a través del contacto directo con el hospedero definitivo o por la ingestion de
verduras y/o agua contaminada. El huevo eclosiona en el estdmago del
hospedero intermediario y se libera la oncoesfera que es activada en el
intestino delgado. La oncoesfera penetra la mucosa y entra en la circulacion
donde se difunde hasta que se aloja en diferentes érganos siendo el higado y
los pulmones los principales, aunque también puede alojarse en los rifiones,
huesos, corazon y bazo. Una vez alojada la oncoesfera, se transforma en
quiste hidatico o metacestodo que va creciendo lentamente y en su interior se
desarrollan los proescolices (PEs). El hospedero definitivo se infecta al ingerir
las visceras de hospederos intermediarios que albergan quistes conteniendo
PEs. (Thompson R.C.A., 1995) (Figura 1).
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Figura 1 .Ciclo de vida de E. granulosus. Extraido de http://coursel.winona.edu/kbates/parasitology/tapeworms.htm

1.3 Glutation transferasas

Las enzimas glutation transferasas (GSTs) (E.C.2.5.1.18) son una
superfamilia de proteinas multifuncionales con roles esenciales en la
detoxificacion celular de un amplio rango de moléculas exdégenas y enddgenas.
Las GSTs catalizan la conjugacion de un nucledfilo celular, el glutatién
(y-glutamil-cisteinil-glicina) (GSH), a una amplia variedad de compuestos
electrdfilos hidrofébicos. Una vez conjugadas al GSH, las moléculas lipofilicas


http://course1.winona.edu/kbates/parasitology/tapeworms.htm

reactivas se convierten en sustancias mas polares y disminuyen su reactividad,
favoreciendo su eliminacion (Hayes J.D. y col.,, 2005). Segun estudios
evolutivos dicha superfamilia se puede agrupar en 4 familias: 1) citosdlicas, 2)
mitocondriales o clase Kappa, 3) microsomales (MAPEG) y 4) proteinas

bacterianas con resistencia a fosfomicina (Board P.G. y Menon D., 2013).

Las GSTs citosélicas forman el grupo mas grande y diverso, contando
con miembros en todos los organismos aerodbicos. Existen 8 clases asignadas:
Alfa, Mu, Pi, Sigma, Omega, Zeta, Theta y Phi, donde esta ultima no esta
presente en mamiferos. Para esta clasificacién inicialmente se considero:
especificidad de sustrato, sensibilidad a inhibidores, secuencia de aminoacidos
y localizacion de sus genes en cromosomas (Frova C., 2006; Board P.G. y
Menon D., 2013). Mas tarde, se observé que sélo las GSTs de mamiferos
cumplen con todos los requisitos y dada la amplia variedad de GSTs en otros
organismos que no siempre los cumplen, en la actualidad el criterio mas fiel
para su clasificacién es el analisis de la secuencia de aminoacidos. Las GSTs
citosdlicas son proteinas diméricas tanto con subunidades idénticas como
diferentes. La heterodimerizacion esta restringida a subunidades de la misma
clase (Board P.G. y Menon D., 2013). Cada subunidad presenta dos dominios:
el dominio N-terminal y el C-terminal. En el dominio N-terminal se presenta el
sitio de unién para el GSH, denominado sitio G, altamente conservado en las
GSTs citosélicas. Es un dominio tipo tiorredoxina compuesto por hélices a y
hojas B (BaBappa). Por otro lado, en el dominio C-terminal se presenta el sitio
de union para el sustrato hidrofébico, denominado sitio H. Esta compuesto a-
hélices y es menos conservado, lo que le permite la variacion en la
especificidad de sustrato entre las GSTs (Wilce M.C. y Parker M.W., 1994;
Frova C., 2006).

Las enzimas GSTs catalizan el ataque nucleofilico del sustrato fisiologico
GSH, a un centro electrofilicfo de diversos sustratos dando lugar a glutationil
conjugados (GS-X). Se representa la reacciébn de conjugacién al sustrato

universal 1-cloro-2,4-dinitrobenceno (CDNB) en la Figura 2:



GSH + CDNB — GS—-DNB + HCl

Figura 2: Sustitucion nucleofilica aromatica de GSH y CDNB catalizada por las enzimas GST.

Cada GST presenta un residuo caracteristico en su sitio G que es
fundamental para la actividad catalitica. Dicho aminoécido participa en la
activacion del GSH y se ha visto que dependiendo del tipo de GST puede ser
Cys, Ser o Tyr. Por ejemplo, para la clase Omega el residuo catalitico es una
Cys, que formaria disulfuros mixtos con GSH. Por otro lado, las enzimas de
clase Theta y Zeta presentan una Ser, y las de las clases Alfa, Mu, Pi y Sigma
una Tyr, donde los hidroxilos de las cadenas laterales de dichos residuos
cataliticos, favorecerian la formacion y estabilizacién del GS-anion y posterior
ataque nucleofilico sobre el sustrato (Frova C., 2006). Asimismo, otros
residuos, altamente conservados, se han descrito como involucrados en la
catélisis y/o forman parte del sitio G. Por ejemplo, para la clase Mu de
mamiferos, los residuos que forman parte del sitio G son: el Trp8 en la posicidn
adyacente a la Tyr catalitica, y Arg43, Trp46, Lys50, Asn59, Leu60, GIn72,
Ser73 y Aspl106 (Wilce M.C. y Parker M.W., 1994).

Los helmintos parésitos parecen tener escasos sistemas de
detoxificacion. Se han reportado enzimas involucradas en la inactivacién de
especies oxidantes tales como las peroxirredoxinas, glutation peroxidasas,
tioredoxinas (Torres-Rivera A. y Landa A., 2008). Sin embargo, no se han
encontrado o tienen poca actividad las enzimas como catalasas y glutation
peroxidasas dependiente de selenio (Dzik J.M., 2006). Asimismo, si bien se
han identificado algunas enzimas relacionadas con los citocromos P-450, no se
ha logrado detectar su actividad hasta el momento (Arbildi P. y col., 2011). Por
ello, las GSTs se consideran relevantes en la detoxificacion de estos helmintos
parasitos. Como se menciond anteriormente, son enzimas esenciales en la
inactivacibon de un amplio rango de sustancias tanto exdgenas como
enddgenas, que en los parasitos comprenderia la inactivacion de compuestos

generados por el propio metabolismo asi como de los generados por el ataque



del sistema inmune del hospedero. Por ejemplo, los componentes oxidantes
liberados por las células inmunes efectoras inician la peroxidacion de los lipidos
de membrana de las células del parasito produciendo hidroxiperéxidos tanto
de fosfolipidos como de &acidos grasos. Dichos compuestos son altamente
reactivos que se rompen para dar lugar a productos secundarios toxicos, entre
ellos se destaca el 4-hidroxi-2-nonenal (4-HNE) que participa en mecanismos
de sefializacion celular, particularmente en la induccion de proliferacion,
diferenciacion y apoptosis (Arbildi P. y col., 2011). Las GSTs presentan un rol
importante en la inactivacion de dichas moléculas, las cuales pueden dafiar las
células del parasito. En mamiferos, las GSTs de clase Alfa estarian a cargo de
la detoxificacién de los productos primarios y secundarios de la peroxidaxion
lipidica, asi como en la regulacion de los niveles de 4-HNE (Hayes J.D. y col.,
2005). La actividad peroxidasa dependiente de glutation de la GST inactiva los
perdxidos organicos, mientras que los productos secundarios los conjuga a
GSH a través de la actividad glutation transferasa. Aungque no se han detectado
GSTs de clase Alfa en helmintos, se han descrito que otros tipos de GST
parasitarias exhiben actividades capaces de inactivar dichos productos (Torres-
Rivera A. y Landa A., 2008). Por lo que, las GSTs de los helmintos parecen ser
claves para la biologia del parasito, actuando como respuesta al estrés
oxidativo, tanto generado de su propio metabolismo como del derivado de las
defensas inmunes del hospedero. En la Figura 3 se esquematiza los roles

detoxificantes de las GSTs de los helmintos parasitos.
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Asi como en otros cestodos, se detecto actividad GST en E. granulosus
tanto en protoescolex intactos (Repetto Y. y col., 1986) como en la fraccion
citosdlica (Morello y col., 1982). Posteriormente, se purificdO por cromatografia
de afinidad, una fraccion de 25 kDa (EgGST1) con actividad GST (Fernandez
C. y Homaeche C.E., 1994) y se report6 su secuencia completa (Fernandez V.
y col.,, 2000). Mas recientemente, con el acceso a la informacion del
transcriptoma de E. granulosus (Fernandez C. y col., 2002; Parkinson J. y col.,
2012), se distinguieron tres GSTs citosdOlicas y una microsomal. Entre las
citosdlicas, ademas de EgQGST1 se identificaron otras dos, EQGST2 y EQGSTS3.
Los analisis filogenéticos de las secuencias aminoacidicas deducidas, ubicé
inequivocamente a EQGST1 y a EQGST2 dentro de las de la clase Mu y Sigma,
respectivamente (Fernandez V. y col., 2000; Iriarte A. y col., 2012; Arbildi P.,
2013). Pero los resultados obtenidos para EQGST3 fueron mucho menos claros
de interpretar, principalmente debido a que su secuencia no se agrupa con
ninguna de las clases de GSTs citosdlicas hasta ahora descritas (Iriarte A. y
col.,, 2012; La-Rocca S., 2014). Interesantemente, EQGST3 parece presentar
caracteristicas propias dado que su dominio C-terminal corresponde
claramente a uno de clase Sigma mientras que su dominio N-terminal presenta
la mayoria de los aminoacidos caracteristicos descritos para la clase Omega
(Iriarte A. y col., 2012; La-Rocca S., 2014). Al mismo tiempo, estudios
realizados a nivel del genoma de E. granulosus, han reportado una expansion
de los genes de clase Mu en este parasito (Tsai I.J. y col., 2013), donde uno de
ellos corresponde al de EgGST1, obtenido previamente por nuestro grupo
(Fernandez V., 2001).

De las GSTs citosdlicas identificadas en E. granulosus, EgQGST1 ha sido
la mas extensamente estudiada. Se caracterizd6 bioquimicamente la forma
recombinante (EQGST1r) que mostré ser capaz de conjugar GSH a algunos
productos secundarios de la peroxidacion de lipidos, y exhibir actividad
peroxidasa sobre hidroperoxido de cumeno (Harispe L. y col., 2010). Asimismo,
se analizé sus parametros cinéticos y se profundiz6 en el mecanismo cinético
gue sigue EQGSTL1 (Harispe L. y col., 2010; Arbildi P., 2013). Con respecto al
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analisis de la secuencia aminoacidica completa de EQGST1, es de destacar la
sorprendentemente alta similitud con EMGST1, la enzima descrita en E.
multilocularis (Liebau E. y col., 1996). Ambas se relacionan fuertemente con las
GSTs de clase Mu de mamiferos, ya sea filogenéticamente como por la
conservacion de aminoacidos descritos como invariantes en el extremo N-
terminal, incluyendo la Tyr catalitica (Fernandez V. y col., 2000). Ademas, los
cestodos, pero no los trematodos analizados, conservan el motivo “mu loop”
completo (Fernandez V. y col., 2000) que comprende los aminoacidos entre las
posiciones 33 y 42 (Ji X. y col., 1992). Dicho motivo es un elemento estructural
caracteristico descrito para las enzimas de clase Mu de mamiferos que crea un
sitio activo mas estrecho y menos expuesto al solvente comparado con las
GSTs de otras clases (Wilce M.C. y Parker M\W., 1994). Pero la similitud de
EgGST1 con esta clase de GSTs va mas alla de la secuencia de aminoacidos:
el gen que codifica para EQGST1 conserva la estructura exdn/intron descrita
para los genes de clase Mu de mamiferos (Fernandez V., 2001; Iriarte A. y col.,
2012).

El presente trabajo se centra principalmente en explorar la evolucion
molecular de las glutation transferasas de clase Mu de Echinococcus
granulosus (EgGST1). En este sentido, se obtuvieron todos los genes que
codifican para secuencias “homodlogas” a EgGST1, en el genoma de E.
granulosus y se analizd los sitios conservados de cada secuencia para
entender su relevancia, en particular la evolucion del mu-loop. Asimismo, se
realiz6 una filogenia de las correspondientes secuencias aminoacidicas
deducidas para mapear los eventos de duplicaciéon. Finalmente, se analizé la
expresion de dichos genes por el parasito, identificando los ARN mensajeros

correspondientes por RT-PCR.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 ANALISIS INFORMATICO
2.1.1 Obtencion y analisis de secuencias

Las secuencias proteicas y nucleotidicas, incluyendo EgGST1, fueron

obtenidas en la base de datos de GeneBank (http://www.nchi.nlm.nih.gov). El

Scaffold 007, donde se localizaron los genes de E. granulosus, fue obtenido de
la base de datos del Instituto Sanger, libremente disponible en

www.sanger.ac.uk/resources/downloads/helminths/echinococcus-granulosus.html. Se

buscaron las secuencias homoélogas en el genoma de este organismo
utilizando la herramienta online TBLASTN (protein vs. Transl. DNA) en la base
antes mencionada. Se utiliz6 como query la secuencia proteica completa de
EgGST1. En donde se realizé una anotacion manual, se chequed los sitios
dador y aceptor para empalme utilizando el programa BioEdit (Hall T.A., 1999).
Finalmente se extrajeron las secuencias de los exones para su traduccion y
posterior analisis filogenético.

2.1.2 Alineamiento de secuencias, modelo evolutivo y analisis
filogenético

Los alineamientos fueron construidos con dos programas: MUSCLE
(Edgard R.C., 2004) y PROBCONS (Do C.B. y col., 2005). Se predijo el mejor
modelo evolutivo para los alineamientos utilizando el programa MEGA version
6.0 (Tamura K. y col., 2013). Para la construccion de los arboles filogenéticos
se emplearon los métodos Neighbor-joining implementado en el programa
MEGA 6.0 y Maximum likelihood implementado en el programa PHYML version
3.1 (Guindon and Gascuel, 2003). En archivo anexo | se lista las secuencias
utilizadas (Anexo I-Tabla 1).

2.1.3 Modelado de secuencias

Se realizé una prediccion de la estructura secundaria y espacial de las

secuencias  obtenidas con el programa Swiss  model

http://swissmodel.expasy.org/interactive.
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Para las cuatro secuencias identificadas en el item anterior, se procedi
a analizar la expresion del correspondiente gen en el parésito. Para ello la
estrategia seguida fue: obtencion de ARN total parasitario, preparacion de ADN
copia, y amplificacion de ADN por PCR convencional, utilizando los cebadores

especificos disefiados en este trabajo.

Para la obtencion de ARN parasitario se parti6 de protoescélex de E.
granulosus conservados a -70°C provenientes de quistes hidaticos de origen
bovino obtenidos segun (Baz A. y col., 1995). La purificacion del ARN total se
realiz6 utilizando el protocolo del reactivo de Trizol Reagent (Life Technology)
con pequefias modificaciones. Brevemente, se homogenizaron 250 pl de
protoescélex con 750 pl de reactivo. Posteriormente se agrego el Cloroformo
agitdndose vigorosamente por 15 minutos. Luego de centrifugar, la fase acuosa
se precipitd con un volumen de isopropanol y el sedimento se lavé con Etanol
75% y se secO a temperatura ambiente. Finalmente, el ARN total se
resuspendié en 100 pl de agua libre de ARNasas, durante 10 min a 60°C. La
concentracion se determind mediante absorbancia a 260 nm (Azeo) en un
espectrofotometro  Nanodrop  (Thermo  Scientific  NanoDrop™ 1000
Spectrophotometer). La cuantificacion de &cidos nucleicos se asumioé que 1
unidad de Az de ARN simple hebra corresponde a 40 pg/ml. También se

analizo la contaminacién por proteinas determinando la relacion Azeo/Azso.

La calidad de la preparacion de ARN total se analizo por electroforesis
en geles de Agarosa al 2% en TAE 1x (Tris-Acetato 40 mM y EDTA 1 mM) a
100 V (Sambrook J. y Russell D., 2001). La muestra de ARN se mezclé con
tampdn de carga geles de Agarosa (Glicerol 50%, EDTA 0.2M pH 8.3, Azul de
Bromofenol 0.05%). En todos los casos la Agarosa se preparé en dicho buffer
conteniendo Bromuro de Etidio 0.5 mg/ml y el ARN se visualizO por

transiluminacion con luz UV.
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Se removio el posible ADN gendmico que esté contaminando la
preparacion de ARN total utilizando DNAse | (Fermentas) siguiendo las
indicaciones del fabricante. Brevemente, se tratd 1 ug de ARN total con 0.5 U
de la enzima por 30 minutos a 37 °C y luego se inactivo con 10 pl de EDTA 25

mM durante 10 minutos a 65 °C.

Para la obtencion del ADN copia (ADNc) se utilizé la transcriptasa
reversa M-MVL (SBS) siguiendo las indicaciones del fabricante. Brevemente,
luego de tratar por 10 minutos a 70°C el ARN extraido (1 pg) junto con los
hexameros al azar (10 pmoles, SBS), se le agregé una mezcla conteniendo
dNTPs (0.5 mM, Fermentas), DTT (10 mM, SBS) y M-MVL (200 U, SBS) y se
incub6 durante 60 minutos a 37°C. EI ADNc asi obtenido se diluyé a la cuarta

parte y se conservo a — 20 °C hasta su uso.

Las amplificaciones de ADN se realizaron por PCR convencional
utilizando un termociclador automético (GeneAmp PCR System 2400, Perkin
Elmer). Cada reaccion se realizé en un volumen final de 20 pl conteniendo 1.5
mM MgCl: (Fermentas), 0.25 mM de cada dNTP (Fermentas) y 0.2 U de la
enzima Tag polimerasa (Fermentas) en su buffer de reaccion (Fermentas) asi
como 1 ul ADNc y 1 mM de cada Primer especifico (ver mas adelante). El
programa usado se inicia con un paso de desnaturalizacion de 95°C por 5
minutos, seguido de 40 ciclos de tres temperaturas (94°C, 58°C y 72°C)
durante 30 segundos cada una. Finalmente, un periodo de extension de 10

minutos a 72°C.

El producto de la amplificacién se analiz6 por electroforesis en geles de
poliacrilamida al 6% de Acrilamida-Bisacrilamida (38:2) en TAE 1X a 180V.
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Cada gel se polimeriz6 con TEMED 0.1% (v/v) y APS 0.1% (p/v). La muestra se
mezcl6 con tampon de carga (Formaldheido 98%, EDTA 20 mM (pH 8), Azul de
Bromofenol 0.05%). EI ADN se visualizé por tincion con nitrato de plata segun
(Sanguinetti C.J. y col., 1994). Brevemente, luego de la electroforesis de las
muestras amplificadas, cada gel de poliacrilamida se fij6 en Etanol 10% con
acido Acético 0.5% y luego se traspaso a Nitrato de Plata 0.2%. Las muestras
se visualizaron con Formaldehido 0.5% en NaOH 3%, deteniéndose la reaccion

con la solucion fijadora.

Para analizar la expresion por parte del parasito de los genes
identificados en el presente trabajo, se disefié 1 juego de cebadores (primers)
para cada uno de ellos. En este sentido, se alinearon las secuencias
aminoacidicas deducidas de todos los Hits y se eligieron las zonas mas
conservadas (que no contengan gap) en las 4 secuencias. En dichas zonas de
la secuencia aminoacidica, se indicaron los sitios donde estarian ubicados los
intrones, con el fin de disefiar los primers en dos exones diferentes para
distinguir los amplicones provenientes de ADN gendémico. De esta forma, se
selecciond la zona comprendida entre los aminoacidos 108 y 134 de la
secuencia Hit 2 que corresponde a EgGST1 descrita por nuestro grupo
(Fernandez V. y col.,, 2000). Asimismo, se consideraron los siguientes

paradmetros:

e Temperatura de hibridacién: 58-60 °C

e Tamafo de amplicon: 70 - 100 pb

e Tamafo de oligonucleétidos: 20 - 23 nt

e Al menos uno de los dos ultimos nucleétidos del extremo 3’ del primer de

un Hit sea diferente a los correspondientes de los otros Hits.

Como controles se utilizaron los juegos primers para genes parasitarios: ARN
ribosomal 18s (Egrl8s), Actina (EgrActl) y rtEgGST1 disefiados en base a los
mismos parametros y obtenidos previamente por el grupo de trabajo
(Arbildi P., 2013). En la Tabla 2 se especifican la secuencia de los primers

utilizados en este trabajo.
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Tabla 2. Secuencias de primers especificos de E. granulosus para ensayos de

PCR convencional.

Fw  TCAACACGGGAAAACTCACC
Egrl8s 79
Rv  ACCACCAACCACCAAATCAA

Fw CGTGGTCTTGTCTGGTGGAT
EgActl 72
Rv  AGGGCAGTCAGGTCCTTGTT

Fw  AGGCCTACTTGTCGCGTTTT
rtEgGST1 101
Rv  CCATTTTGCACTTGCTTCATC

Hit 1 Fw  TATTCGCAACGGCTTCTACCG 87
it
Rv  TTTCATTGGGAAGGTTTTTCATG

Hit 2 Fw  TGCGCATGGCGTTTACGAGG 85
|
Rv  TTCTGAGCCAGCGTCTCAAAT

Hit 3 Fw  TTGCGAATGGCGTTTGGGATG g5
it
Rv  TTTTGTGCCAAGGTGTCCAAG

Hit 4 Fw  TGCGCATCGCGTTTGCGAAG g5
|
Rv  TTTTGTGCCAGTGCCTCCAAA

3. RESULTADOS

En esta seccion se identifican los genes de E. granulosus que codifican
para aquellas GSTs homoélogas a EQGSTL1. Los resultados obtenidos con el
programa MUSCLE vy el método Neighbor-joining presentaron un mejor ajuste
con nuestros datos. Se empled estos datos para los siguientes analisis. Se
presentan los resultados del estudio de la organizacion de dichos genes
(estructura exon/intrén), andlisis de las secuencias nucleotidicas y el analisis
filogenético de sus secuencias deducidas en el contexto de otras GSTs
citosolicas. Finalmente, se analiza la expresion de estos genes por RT-PCR.
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3.1 Identificacion de genes y andlisis de la estructura exon/intron

Se realiz6 un BLAST utilizando la secuencia de EgQGST1, en la base de
datos del genoma de E. granulosus como se indica en la seccidn anterior. Se
encontré que el Scaffold 007 contiene a todos los genes de la clase Mu de este
parasito. Utilizando el programa BioEdit (Hall T.A., 1999) se realiz6 una
anotacion manual; las coordenadas del Hit obtenido en el blastx se utilizaron
como punto de partida. Se identificaron 4 secuencias, denominadas Hit 1, 2, 3y
4, comenzando en todos los casos por el exon 4 y segun el gen, se registraron
hasta cinco exones (Figura 4B).La longitud de los exones identificados mostré
ser absolutamente conservada, el exon 4 es de 82 pb, el exdn 5 de 101 pb, el
exon 6 de 96 pb, el exén 7 de 111 pb y el exén 8 de 96 pb (Figura 4) y coincide
con lo descrito para los genes de GSTs de clase mu. Se observé que los Hits 1,
2 y 4 corresponden a secuencias completas ya reportadas, mientras que el Hit
3 corresponde a una secuencia reportada parcialmente que se completé en
este trabajo. En la Tabla 3 se indican los nombres de dichas secuencias
reportadas y su numero de acceso al banco de datos (UniprotkKB) en relacion a
cada Hit.

Tabla 3: Lista de las secuencias reportadas que corresponden a cada Hit.

Hit 1 AOAO068WTH4 220
Hit 2 016058 219
Hit 3 AOAOG8WTJ7 210 @
Hit 4 U6JCG1 201

@corresponde al nimero de aminoacidos de secuencia deducida completa, es decir, de la
secuencia parcial reportada que se complet6 en este trabajo
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B)

HIT 1
Ex6n 4 | 2131221 2131302 60-86 217 HIT1
Exén 5 | 2131519 2131619 87-120 68
Ex6n 6 | 2131687 2131782 121-152
HIT 2
Exon 4 | 2361488 2361569 60-86 91
Ex6n 5 | 2361660 2361760 87-120 295 HIT2
EX6n 6 | 2362055 2362150 121-152 203
Ex6n 7 | 2362353 2362463 153-189 93
Ex6n 8 | 2362556 2362651 190-220
HIT 3
Ex6n 4 | 2368935 2369016 60-86 91 HIT3
Exo6n 5 | 2369107 2369207 87-120 76
Ex0n 6 | 2369283 2369378 121-152 150
Ex6n 7 | 2369528 2369638 153-189 80
Ex6n 8 | 2369718 2369813 190-220
HIT 4 HIT4 1 w0b
EX6n 4 | 2374246 2374327 60-86 91
Ex6n 5 | 2374418 2374518 87-120 84
Ex6n 6 | 2374602 2374697 121-152 222
ExOn 7 | 2374919 2375014 153-189 99
Exon 8 | 2375113 2375208 190-220

*Corresponde al intrén posterior del exén

Figura 4. Estructura de los genes identificados. A) Tabla donde se muestran las coordenadas en el Scaffold 007, de cada exdn identificado para cada Hit asi como su
longitud y la del intron inmediato. B) Representacion esquematica de la estructura exdn/intrén para cada Hit. En color verde se representan los exones y tamafios descritos
para clase Mu de mamiferos. En color azul, dibujados a escala segun la barra, se indican los exones identificados cuyo tamafio fue confirmado en este trabajo.

19



Se alinearon un total de 70 de secuencias proteicas empleando los
programas Muscle y Probcons. Para construir los arboles filogenéticos se
incluyeron GSTs citosdlicas de diferentes clases (Mu, Pi y Sigma) y como
grupo externo se utilizaron secuencias de GSTs Microsomales (MAPEG).
Todas las secuencias fueron obtenidas de varios organismos, entre ellos

mamiferos y helmintos (ver Anexo I).

En la filogenia se observdé un grupo principal que incluye las GSTs

citosdlicas de mamiferos, todas las de platelmintos de la clase Mu y un

pequefio grupo de clase Pi con un apoyo estadistico de 77% (Figura 5, g ).
Por fuera se forman dos grupos de GSTs: uno que reune a las de clase Sigma
y otro al grupo externo (MAPEG). Dentro del grupo principal, con alto apoyo

estadistico, 97 %, aparecen juntas las GSTs de clase Mu de platelmintos con
las GSTs de mamiferos (Figura 5, ). Las GSTs de cestodos forman un
grupo monofilético con apoyo estadistico bajo (33%, Figura 5, o ),
guedando por fuera la Unica GSTs de trematodos incluida en el estudio. A su
vez, los Hits 1, 2, 3 y 4 se asocian con las GSTs de clase Mu de cestodos

(Figura 5, indicado con “Mu de platelmintos”).

Dentro de la Clase Mu se pueden identificar 2 grupos de ortélogos con
un apoyo estadistico de 100%: 1) Hit 1 con EmW 535300; 2) Hit 2 con

EmW 538300 y TsM 639300 (Figura 5, L) ). Si bien no es parte del estudio
resulta interesante identificar varios eventos de duplicaciones recurrentes, entre

ellos los casos de H. microstoma con un apoyo estadistico de 96% y E.

multilocularis con un apoyo estadistico de 99% (Figura 5, ‘).
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Figura 5. El arbol filogenético fue construido utilizando el programa MEGA 6.0. Se emplec el método Neighbor-
Joining a partir de 1000 replicas (bootstrap). Se indica las GSTs de clase Mu de platelmintos, GSTs citosdlicas W
GSTs de clase Mu de platelmintos con las de mamiferos [ﬁ) , grupo monofilético de cestodos , , ortologos D
duplicaciones @ . Se sefiala ademas las 4 secuencias empleadas en este trabajo ¢ . En “Anexo” se listan las
secuencias incluidasen el andlisisyel nimero de acceso.
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Para los alineamientos, se obtuvieron las secuencias nucleotidicas
completas. Para ello se completd Hit 3 y luego se extrajeron las 4 secuencias
nucleotidicas del banco de datos del Instituto Sanger. Las secuencias
codificantes completas para cada Hit se dedujeron usando el programa BioEdit.
En base a los alineamientos de secuencias aminoacidicas deducidas
completas se buscaron motivos y residuos descritos como caracteristicos para
las GSTs de clase Mu, principalmente aquellos involucrados en su mecanismo
catalitico (Wilce M.C. y Parker M.W., 1994). Como se esperaba, en el extremo
N-terminal se encontré la mayor parte de los residuos identificados como
invariantes en las GSTs de clase Mu, destacandose la Tyr considerada
esencial para la actividad catalitica (Atkinson H.J. y Babbitt P.C., 2009) en la
posicion 7 de los cuatro Hits (Tyr(n), Figura 6, sombra negra). Asimismo, los
Hits 1, 2 y 4 mostraron todos los residuos descritos que formarian el sitio de
unién a glutation: Tyr(n), Trp(n+l), Arg(n+36), Trp(n+39), Lys(n+43),
Asn(n+52), Leu(n+53), GIn(n+65), Ser(n+66) y Asp(n+99) (Figura 6, indicado #)
(Wilce M.C. y Parker M\W., 1994). En cambio, la secuencia del Hit 3 mostré 7
de los 10 residuos conservados. La secuencia deducida de Hit 3 contiene 210
aminoécidos (Tabla 3), por lo que para optimizar el alineamiento con el resto de
las de los Hits, fue necesario introducir dos quiebres o gaps. Uno de ellos,
ubicado entre las posiciones n+35 y n+40 tomando como referencia la
secuencia del Hit 1 (de 220 residuos, Tabla 3), incluye la zona donde debieran
ubicarse dos de los residuos faltantes: Arg(n+36) y Trp(n+39). Por otro lado, el
residuo invariante Asp(n+99), que para el Hit 3 se ubicaria en la posicién

“n+93”, fue reemplazado por una Asn (Figura 6, sombra rojo oscuro).

Resulté llamativo encontrar que los residuos conservados Asn(n+52) y
Leu(n+53) (Figura 6, sombra amarilla) forman parte de un motivo peptidico (en
codigo de una letra: LGLDFPNLPY) altamente conservado en los cuatro Hits de
este trabajo, asi como también en algunas de las GSTs de otros cestodos
incluidos en este estudio. Ademas, los residuos invariantes GIn(n+65) y
Ser(n+66) forman parte de la secuencia (Q)SGAIL (Figura 6, recuadro color
naranja) que es homologa a la secuencia consenso, (Q)[S,T][R,N]AIL,
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caracteristica de las GSTs (Wilce M.C. y Parker M.W., 1994) (Figura 6, sombra

amarilla).

Asimismo, se han reportado 8 aminoacidos que estan dentro o cercanos
al sitio de union al co-sustrato hidrofébico (sitio H): Tyr(n+l09), Ala(n+31),
Ala(n+I05), Ala(n+206), Met(n+28), Met(n+98), Met(n+102) y Met(n+205),
(Wilce M.C. y Parker M.W., 1994). Dichos residuos fueron ubicados en la
secuencia de al menos uno de los Hits, aunque ninguno de los cuatro Hits
presento la totalidad de los aminoacidos sefialados. De esta forma se hallaron
4 en el Hit 1 (Ala(n+31), Ala(n+206), Met(n+98) y Met(n+205)), 3 en el Hit 2
(Tyr(n+109), Ala(n+206) y Met(n+102)), 5 en el Hit 3 (Tyr(n+l09), Ala(n+206),
Met(n+28), Met(n+98) y Met(n+102)) y 3 en el Hit 4 (Tyr(n+l09), Ala(n+l05) y
Ala(n+31)). Es de hacer notar que la Tyr(n+109) se encontré6 en todas las
secuencias excepto en la del Hit 1 donde esta reemplazada por una Phe
(Figura 6, sombra gris) y que la Ala(n+206) se encontré en los Hits 1, 2 y 3
(Figura 6, sombra violeta), no asi en Hit 4 dado que la secuencia es mas corta
(201 aminoacidos, Tabla 3)

Ademas, tres de los cuatro Hits mostraron claramente el mu loop
(Figura 6, recuadro color rojo). Es un elemento estructural distintiva de las
GSTs de clase Mu, que se extiende por los residuos de aminoacidos 33 a 43 (Ji
X. y col., 1992), junto al sitio de sustrato de xenobiéticos. Es uno de los tres
elementos estructurales que crean una hendidura del sitio activo que lo hace
mas estrecho y menos expuesto a disolvente que en la clase pi (Wilce M.C. y
Parker M\W., 1994).

Se realiz6 la busqueda de dominios conservados en la base de datos
CDD (Conserved Domain Database) utilizandose como molde los Hits 1, 2, 3,y
4. Se observo en el dominio N-terminal los residuos que constituyen el sitio G
(Figura 6, #), los residuos que constituyen la interface de dimerizacion (Figura

6, V), ylos residuos pertenecientes a la interface C-terminal (Figura 6, *).
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Y IADRHGM-—————=====——= IPDCKKRRAVLHMLQCEVVDLRMAFTRYCYSPDF{———===========—
YIADEHGM-—————-----——- IPECKKRRAVPHMLQCEAMDLRMSFVMICYNPDF{———=====—=====—
——————————————————————————————————————————————— FDLQOMSFGDYCYS———f---=======—————
QSSAILLYIADKHKM----—————==--— LPKTPEERGTLLMVHQAAMDIRNGFYRITFGPDY t—————=====———=-
GTAPILEHIADRHNL----————====-= LPSDRYTRSRLRKTQEEIDKLRGDFEGICYDEEW} ——————====———=~
QSGAIEEYIADEHGM —————————————— IPECKKRRAVPHMLQCEAMDLRMSFVMICYNPDL{——=============
GIVPILEHIAEKHDLCELKKVDDKGCKYDMPQAERIRTRLRKTQODIDKLRGNFEDICYDKEWT —————======—===
QSGAIMRYIADIHGM----———=====-= IPDCKEQRALLHMLODEVDDLRTSFMDIYYRPDCYSRYSMDPLIRISSVD
——————————————————————————————————————————————————— MAFGRYYYSPDS{--——=—======—==-~
LPKTPEERATLLMVHQAAMDIRNGFYRITFGPDY t—————=====————-
LPDCKKRRAVLHMLQCEIMDLRISFAHTCYSPDFt————=======—==-
IPDCKKRRAVLHMLQCEVLDLRQAFTRYCYSPDF{——=============
IPNCKKQRALLHMLQCEVMDLRVSFVDHFINPDC}———==-==—======

* * *

*
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Figura 6. Representacion parcial (solo GSTs de clase Mu de cestodos del alineamiento multiple de GSTs de las clases Mu, Pi, Sigma y MAPEG. El alineamiento se obtuvo por Muscle. Con sombra
negra se muestra la Tyr catalitica, Tyr(n), en rojo oscuro el Trp(n+1), sombra amarilla Asn(n+52) y Leu(n+53), sombra rojo oscuro Asn(n+99), sombra violeta Ala(n+206). Se recuadra: en rojo la
secuencia que corresponde al mu-loop, en naranja la secuencia consenso SNAIL/TRAIL (dentro con sombra Amarillo: GIn(n+65) y Ser(n+66)) y en verde la secuencia conservada CYSPDF (dentro
con sombra gris: Phe(n+109)). #, sitio G ; * sitio H; V¥ ,interface de dimerizacién. Los nimeros de acceso de las secuencias se detallan en la tabla 1 “Anexo I”.
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3.4 Modelado de secuencias

En base a los modelos obtenidos, para Hit 3 los residuos que
corresponderian al motivo mu-loop segun la Figura 6, estan formando parte de
la hélice a2 (Figura 7). Se puede apreciar en la estructura tridimensional
(Figura 8) que para este Hit se reduce considerablemente el mu-loop con
respecto a los Hits 1, 2 y 4.Los valores GMQE, QMEA4NA indican la bondad

del modelo obtenido con el programa Swiss model.
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dedujo con  Swiss

http://swissmodel.expasy.org/interactive, se representa debajo del alineamiento. Se utilizaron
los siguientes moldes: Hit 1 PDB-ID: 4gtu.2 cadena “A”; Hit 2 PDB-ID: 1¢72.1 cadena “B”; Hit 3
PDB-ID 1gta.1 cadena “A”; Hit 4 PDB-ID 1b4p.1 cadena “A”. Los valores GMQE, QMEA4NA e
Identidad de Secuencia se detallan para cada Hit. El recuadro y flecha en rojo

indican la
secuencia que corresponderia al mu-loop.
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Figura 8 - Modelo de la estructura tridimencional de los Hits 1, 2, 3 y 4 obtenida con

Swiss model http://swissmodel.expasy.org/interactive (figura 11). Se indica en cada recuadro el

mu-loop (flecha roja).

3.5 Andlisis de la expresion de los genes

Se analizé la expresion de los cuatro genes identificados en el presente
trabajo. Como se menciond en la seccion anterior, se aisl6 el ARN de
protoescolex y se retrotranscribié. Luego se amplific6 por PCR convencional
utilizando los juegos de primers listados en la Tabla 2 y se analizé en geles de
poliacrilamida visualizandose con nitrato de plata. Las amplificaciones se
realizaron por cuatruplicados independientes y en las Figuras 7 y 8 se
muestran un resultado representativo. Se observaron amplicones
correspondientes a los controles internos (Figuras 9y 10) y a las secuencias de
los Hit 1 e Hit 2 (Figura 9). No se obtuvo productos de amplificacion para los Hit
3 e Hit 4 (Figura 10). Vale la pena acotar que, donde se produjo amplificacién,

se obtuvo un unico amplicon con un peso molecular esperado (Figuras 9 y 10).
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L= | | = | [ = *| | = b L= + |
- ARN Ribosomal rtEgGST1 Actina Hit 1 Hit 2

Figura 9. Electroforesis en gel de poliacrilamida. Controles: ARN ribosomal 18s (Egrl8s, 79
pb), tEgGGST1 (101 pb) y Actina (EgrActl, 72 pb); amplicon Hit 1 (87 pb) y Hit 2 (85 pb); (-) sin

ADNCc (+) con ADNc. Las puntas de las flechas indican el producto de amplificacion.

= ] [= & | = ] L= | [= nll

ARN Ribosomal rntEgGsST1 Actina Hit 3 Hit 4

Figura 10. Electroforesis en gel de poliacrilamida. Controles: ARN ribosomal 18s (Egrl8s, 79
pb), tEgGST1 (101 pb) y Actina (EgrActl, 72 pb); ausencia de producto de amplificacién para
los Hit 3 (85 pb) y Hit 4 (85 pb); (-) sin ADNc (+) con ADNCc.



La hidatidosis es una enfermedad provocada por el parasito helminto E.
granulosus. Est4 distribuida en todo el mundo provocando grandes problemas
sanitarios e importantes pérdidas econdémicas. Los helmintos tienen pocos
sistemas de detoxificacion, y las enzimas glutation transferasas (GSTs) se
consideran uno de los principales grupos de enzimas de detoxificacion en estos
parasitos. Hasta el momento se conocen 8 clases dentro de la superfamilia de
GSTs citosdlicas: Alfa, Mu, Pi, Sigma, Omega, Zeta, Theta y Phi. Estas
enzimas son esenciales en la inactivaciéon de un amplio rango de sustancias,
que en los parasitos comprenderia la inactivacion de compuestos generados
por el propio metabolismo asi como de los generados por el ataque del sistema
inmune del hospedero. Por ello, resulta interesante la identificacion y la
caracterizacion bioquimica y molecular de estas moléculas, asi como el estudio

de su regulaciéon y su expresion.

Las posibles funciones de las GSTs varian entre las diferentes clases.
Por ejemplo, se ha descrito que las de clase Sigma tienen la capacidad de
sintetizar prostaglandinas (Angeli V. y col., 2001; Herve M. y col.,, 2003;
Sommer A. y col.,, 2003) y se ha relacionado las prostaglandinas producidas
por la GST de S. mansoni con la modulacion de la respuesta inmune de su
hospedero (Angeli V. y col., 2001). También en parasitos, se ha identificado
GSTs de clase Omega con actividad tioltransferasa, actividad relacionada con
la proteccion de ciertas proteinas en condiciones de estrés oxidativo a través
de la glutationilacion-deglutationilacion (Girardini J. y col., 2002; Liebau E. y
col., 2008). Ademas, se han descrito GSTs de clase Mu y Pi en helmintos que
participarian ya sea inactivando peroxidos organicos como conjugando
glutation a los carbonilos reactivos, moléculas generados en este proceso de
lipoperoxidacién (Liebau E. y col., 1996a; Liebau E. y col., 1996b; Harispe L. y
col., 2010).

Nuestro grupo de trabajo, identifico una GST citosolica de E. granulosus,
llamada EgGST1, de clase Mu, que conjuga GSH a compuestos generados
como consecuencia de la peroxidacion de lipidos, ademas presenta actividad

gutation peroxidasa frente a peroxidos organicos (Harispe L. y col., 2010). A
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partir de la secuencia de EgGST1, en este trabajo se identificaron en el
genoma de E. granulosus, varias secuencias relacionadas, todas ellas
adyacentes en un unico Scaffold (Scaffold-007). El estar ubicadas en un mismo
Scaffold nos permite tener informacion precisa sobre la orientacion y el orden
de unos con respecto a otros. Esto a su vez, nos permite hipotetizar sobre el
mecanismo molecular que da lugar a los eventos de duplicacion génica, en
este caso el tipo de disposicion observada, es decir, cercanos unos a
continuacion de otros sugiere eventos recurrentes de duplicaciéon en tandem.
El estar préximos en el mismo scaffold, a su vez, minimiza la posibilidad de que
las duplicaciones observadas se deban a artefactos asociados al proceso de
ensamblaje del genoma. La posterior anotacion manual de los Hits obtenidos
nos dej6é cuatro secuencias ya reportadas (Hit 1 al 4), donde se editd y
complet6 el Hit 3. Ademas, identificamos en estos Hits, hasta cinco exones de
los ocho reportados en la clase Mu en E. granulosus (Wilce M.C. y Parker
M.W., 1994), en todos los casos comenzando por el exén 4. El no haber
encontrado los exones correspondientes al inicio para las cuatro secuencias
identificadas podria deberse a un incorrecto ensamblado del scaffold. Como se
esperaba, la longitud de los exones anotados resulté altamente conservada.
Por otro lado, en los intrones ubicamos los sitios dador y aceptor para empalme
en posiciones idénticas a las observadas en el ARN transcripto de EgGST1, asi
como otros genes de clase Mu (Fernandez V., 2001). Los genes para ser
funcionales deben tener diversas secuencias sefiales como ser codén ATG
inicial, al menos un marco de lectura abierto (es decir regiones que no
contengan codones de terminacién en su secuencia en alguno de los 3 marcos
de lectura) asi como los sitios de splicing en caso de contener intrones. La
conservacion estructural observada en los genes, sugiere que las secuencias
identificadas corresponderian a genes que se expresan con un rol funcional

relevante.

Es interesante mencionar que los resultados de este trabajo son
consistentes con los datos obtenidos por nuestro grupo. En este sentido, se
observé conservacion de la estructura exon-intron dentro de los genes de una
misma clase, pareciendo ser esta una propiedad general de las GSTs

citosolicas (Figura 11, Iriarte A. y col., 2012). Por ejemplo, las de clase Sigma
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de T.solium (TsGST2), E. multilocularis (EmGST?2) y E. granulosus (EgGST2)
presentan 4 exones (Iriarte A. y col., 2012; Arbildi P., 2013). Para las de clase
Mu, también se ha descrito este tipo de conservacion tanto en mamiferos
(Daniel V., 1993) como en cestodos (Iriarte A. y col., 2012).

Mu class
O .

R norvegricus (AADOOES W
r T T

" -

)
H. saplens (AAAGDOET) “—l—"—"-"' — i
K\l-\q\a ni’F_::J'
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S. mediterranes {mkd 000889.01) jiizm%.
- r ™

S. mansond (RAOM3335)

D. metanogaster (NP_611322)

Figura 11. Estructura genémica de los genes de GSTs pertenecientes a la clase Mu (entre
especies). Los exones se muestran en recuadros grises, incluye la longitud en pb. Extraido de
Iriarte A. y col., 2012

En los alineamientos obtenidos de secuencias aminoacidicas deducidas
completas (Figura 6) se presentan los motivos y los residuos caracteristicos de
las GSTs de la clase Mu, descritos en otros organismos, respaldando que los
genes identificados pertenecen a la clase Mu de las GSTs. Como se esperaba,
en el extremo N-terminal se encontrd6 la mayor parte de los residuos
identificados como invariantes en las GSTs de esta clase, principalmente los
involucrados en el mecanismo catalitico (Wilce M.C. y Parker M\W., 1994). La
presencia de una tirosina conservada, Tyr7 (n), considerada esencial para la
actividad catalitica de las llamadas Y-GSTs (Atkinson H.J. y Babbitt P.C.,
2009), permitié agruparlas inequivocamente en esta categoria. Este residuo es
responsable de la produccion del tiolato en el GSH (Reinemer P. y col., 1991)
necesario para llevar a cabo la conjugacion con el sustrato hidrofébico. Vale la

pena mencionar, que estudios llevados a cabo por nuestro grupo de trabajo,
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sobre el efecto del pH sobre la actividad de EQGST1, indicaron que EgGST1
presenta un mecanismo catalitico acorde con las Y-GSTs (Arbildi P., 2013).
También se observan los residuos aminoacidicos implicados en la formacion
del sitio de unién a GSH (sitio G), que se encuentran altamente conservados
entre las GSTs identificadas en este trabajo, tal como el Trp(n+1), Asn(n+52) y
Leu(n+53) (Wilce M.C. y Parker M.W., 1994). Esto sugeriria que las cuatro
proteinas homologas duplicadas identificadas tienen una forma de union al
GSH similar.

La secuencias (Q)SGAIL y (Q)SSAIL halladas (Figura 6) son homologas
a la secuencia consenso conservada identificada en GSTs de mamiferos
(Q)[S,T][R,N]JAIL en el dominio N-terminal (Wilce M.C. y Parker M.\W., 1994).
Estas y otras variaciones estructurales que se presentan en las enzimas de
los parasitos podrian ser utilizadas para diferenciarlas de las de los mamiferos.
La busqueda de dominios conservados en la base de datos CDD (Conserved
Domain Database) relacioné a todas los genes identificaciones con el grupo de
las proteinas de tipo Mu. Se observaron aquellos residuos identificados como
constituyentes del sitio G, la interface C-terminal y la interface de dimerizacion.
La regién de dimerizacion es una caracteristica propia de cada clase ya que es
la que permite la formacidén de dimeros entre las subunidades de una misma
clase (Armstrong R.N., 1997). Esto sugiere que las cuatro proteinas homologas
identificadas podrian formar dimeros entre si, tanto homo como heterodimeros,
repercutiendo en su funcién, especificamente en su rango de sustratos (ver

adelante).

A pesar de que la mayoria de los aminoacidos del sitio G estan
altamente conservados, ciertos residuos fueron sustituidos. El Asp (n+99) que
se ubica en una de la a-hélice (a4) del dominio C-terminal del monémero 2, fue
reemplazado por una Asn en el Hit 3. Interacciona con el Glu del GSH a través
de la formacion de puentes de hidrogeno, es decir, el grupo carboxilato de la
cadena lateral del Asp interacciona con el grupo a-amino del Glu (Wilce M.C. y
Parker M.\W., 1994). Es uno de los residuos que son pasibles de interaccionar
con el glutatién a través de la formacién de puentes de hidrogeno (Wilce M.C. y
Parker M.W., 1994), por lo que, cambios en dicho residuo podrian generar un

reordenamiento y afectar la interaccion de la enzima con el GSH. Asimismo,
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otros trabajos han demostrado que el sitio activo del GSH es estabilizado por al
menos 15 enlaces de hidrégeno (figura 12) y mas de una docena de
interacciones electrostaticas (Ji X. y col.,, 1992; Armstrong R.N., 1997).
Colectivamente los cambios en los residuos de aminoacidos que alinean el sitio
G causan un cambio local en la red de enlaces de hidrogeno y las interacciones
electrostéaticas que podrian afectar considerablemente la actividad catalitica de
la enzima (Hearne J. y Colman R.F., 2006).

De los residuos descritos que forman parte del sitio de union al
sustrato hidrofébico (sitio H), la Tyr (n+109) fue reemplazado por una Phe en
Hit 1. Esta Tyr estd contenida dentro de un motivo peptidico (CYSPDF)
altamente conservado en tres de los 4 Hits de este trabajo (Figura 6). Dicha Tyr
se encontraria en el sitio H junto a otros residuos implicados como: Met (n+28),
Met (n+98), Met (n+102), Met (n+205), Ala (n+31), Ala (n+105), Ala (n+206)
(Figura 9, Wilce M.C. y Parker M.W., 1994). Se ha establecido que la Tyr
(n+109) forma puentes de hidrogeno con el principal nitrdgeno de la amida de
la cadena de Ser (n+201), asi como con su hidroxilo de la cadena lateral
(Hearne J. y Colman R.F., 2006). Su sustitucion podria generar la incapacidad
de formar enlaces de hidrogeno con el aminoacido Ser (n+201) modificando la
especificidad del sustrato a unir. Por otro lado, el residuo Ala (n+206) no se
pudo observar en el Hit 4 dado que tiene 201 aminoacidos, siendo mas corto
que los otros Hits, pudiendo verse afectado la unién con los sustratos.

Las diferencias observadas a nivel de secuencias en posiciones clave
en la interaccidn con el sustrato sugiere que las cuatro proteinas homologas
identificadas podrian interaccionar con sustratos diferentes o con los mismos
sustratos con diferente afinidad. Como forman dimeros, la variabilidad en el
sitio de unién al sustrato aumenta exponencialmente, al aumentar el nUmero de
combinaciones posibles. Estas diferencias indicarian un proceso de divergencia
evolutiva a nivel de secuencias mediada por selecciébn positiva. Por
consiguiente diferencias en el sitio de union al sustrato serian favorecidas por

seleccién, permitiendo al organismo ampliar su capacidad de detoxificacion.
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Figura 12 . Esquema interaccion residuos-glutation
Wilce M.C. y Parker M.W., 1994

en el sitio de unién GSH. Extraido de

El motivo conocido como mu-loop (Figura 10) es un elemento estructural
caracteristico descrito para las enzimas de clase Mu como ya se menciono. El
motivo estd ubicado entre la hoja 2 plegada y la hélice a2 del dominio N-
terminal. Comprende los aminoacidos entre las posiciones 33y 42 (Ji X. y col.,
1992) y crea un sitio activo mas estrecho y menos expuesto al solvente
comparado con las GSTs de otras clases (Wilce M.C. y Parker M.W., 1994).
Dicho mu-loop esta presente de forma completa en los Hits 1, 2 y 4, pero
incompleta en el Hit 3 (Figura 6). De hecho, para optimizar el alineamiento con
el resto de las secuencias, fue necesario introducir para el Hit 3 un quiebre o
gap entre los aminoacidos 42 y 47 de las secuencias de los otros tres Hits,
correspondientes al ultimo residuo del loop (posicién 42) mas la regién anexa
(posiciones 43 al 47) que formarian parte de la hélice a2 del dominio N-terminal
(Figura 11). Ante la ausencia de estos residuos, se puede hipotetizar sobre un
plegamiento diferente del loop sobre el sitio activo, de manera que resulte en
una cavidad menos estrecha y mas expuesta al solvente (Figura 12). Si bien
este cambio no modificaria la estructura global de la enzima, podria afectar su

estabilidad y/o la afinidad por los sustratos (Hearne J. y Colman R.F., 2006). La
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diferencia observada en el mu-loop del Hit 3 apoya la idea de que podria existir
variabilidad en la interaccibn con los sustratos entre las cuatro proteinas

duplicadas en E. granulosus, obtenidas en el presente trabajo.

p-loop

Figura 13. Estructura de la enzima clase Mu en el complejo con el sustrato fisiologico glutation.
Extraido de Wilce M.C. y Parker M.W., 1994.

Para explorar el posible efecto de los cambios en la secuencia
observados, en la estructura de la proteina, realizamos una prediccion de la
estructura secundaria asi como espacial de cada Hit (figura 8). Si bien habria
que confirmarlo con una estrategia diferente, el modelo obtenido para Hit 3
sugiere que los residuos que corresponderian a motivo mu-loop segun la
Figura 6, estarian formando parte de la hélice a2, reduciendo

considerablemente el loop y por lo tanto, exponiendo el sitio activo al solvente.

Los andlisis filogenéticos son concordantes con lo anteriormente
discutido, es decir, los genes identificados en este trabajo se ubicaron
inequivocamente con las GSTs de clase Mu, formando esta clase un grupo
monofilético con un apoyo estadistico de 97%, bien diferenciado de las otras

secuencias analizadas (Figura 5). Esto indica una conservacion entre las GSTs
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citosdlicas de mamiferos y las correspondientes de los platelmintos en esta
clase. Los Hits 1, 2, 3 y 4 se encuentran asociados con otras Mu de la familia
Taeniidae con diferentes origenes para cada uno. Esta distribucién filogenética
observada sugiere que se generaron por eventos de duplicacion ancestral. La
duplicacién un evento frecuente en las familias multigénicas. Es ampliamente
aceptado que los procesos de duplicacion, de genes y segmentos, promueven
la variacion y la diversificacion génica de diferentes maneras. Los genes
duplicados son parte del proceso adaptativo, brindando variacion vy
posiblemente nueva funcionalidad al genoma (Ohno S., 1970). Esto apoya la
idea de que las duplicaciones observadas en este trabajo surgen como parte
de procesos adaptativos de los distintos linajes. Las enzimas GSTs cumplen
roles vitales y de respuesta al ambiente en los parasitos, por lo tanto es de
esperar que exista un proceso de adaptacion permanente, mediado por

seleccion natural positiva.

Dentro de las GSTs de clase Mu de los cestodos se puede identificar 2
grupos de ortdlogos. Resulta interesante identificar 3 grandes linajes, 2 de los
cuales se presenta el grupo monofilético sin duplicaciones. En el tercer linaje se
observé una expansion especifica en H. microstoma y en E. multilocularis con
un apoyo estadistico de 96% y 99% respectivamente (Figura 5).Esta
observacion sugiere que varios de los genes de GSTs de la clase Mu en
platelmintos se generaron por eventos de duplicacion reciente. La duplicacion
es un proceso recurrente en el phylum, que ha ocurrido a lo largo de la
evolucion del grupo, es decir en varios linajes ancestrales, y que continua

ocurriendo en forma linaje especifica.

La divergencia a nivel de secuencia deducida de los genes duplicados
de H. microstoma y de E. multilocularis sugiere que tienen funciones
ligeramente distintas (Figura 6). Esta sugerencia es valida para las secuencias
identificadas en este trabajo (Hits 1 al 4) asi como para las otras incluidas en la
filogenia. El analisis de conservacion de secuencias sugiere un conjunto de
residuos conservados asi como posiblemente relacionados con el nucleo
funcional conservado y otros divergentes. No esta claro si estos cambios o
sustituciones en los elementos duplicados afectan o no a la dimerizaciéon, asi

como a la preferencia por sustratos o a otras propiedades cataliticas. En un
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futuro, esto podria ser analizado una vez expresadas las correspondientes

proteinas recombinantes.

Por otro lado, que las secuencias de los genes de los Hits se encuentren
en los genomas, no implica que sean genes funcionales, es decir que se
expresen. Como una aproximacion, estudiamos la expresion en E. granulosus
de los cuatros Hits identificados en este trabajo, analizando la transcripcion de
los genes correspondientes por RT-PCR en protoescolex. Solamente
observamos amplicones para los Hits 1 y 2, indicando que ambos genes se
transcriben. La ausencia de producto de amplificacion para los Hits 3 'y 4 en
protoescolex, no excluye que sean expresados en otros estadios del parasito.
En este sentido, buscando en la bibliografia, encontramos datos que podrian
complementar nuestro trabajo, Zheng H. y colaboradores. Este grupo de
investigadores estudido el transcriptoma de E. granulosus, partiendo de
diferentes materiales parasitarios (gusano adulto, oncoesfera, protoescolex y
pared del quiste). Entre las secuencias identificadas por este grupo,
encontramos los Hits 1, 2 y 4, indicando que son genes que por lo menos se
transcriben en alguna de las etapas del ciclo parasitario (Tabla 5). En cambio,
el Hit 3 no la encontramos en ninguno de los materiales parasitarios analizados
por este grupo, lo que es concordante con nuestros resultados. Esto sugiere
que, si el parésito no transcribe Hit 3, es decir que no lo expresa, lleva a pensar
que posiblemente sea un pseudogen, aunque se debieran disefar otros
ensayos concluyentes. De los restantes Hits, es interesante destacar que en
dicho reporte, tampoco se observo la expresion de Hit 4 en protoescolex (Tabla
5), lo que concuerda con los resultados obtenidos en este trabajo. Asimismo,
reportan bajos niveles de expresion de Hit 4 en los restantes materiales
parasitario, sugiriendo una expresién diferencial como se propuso en el parrafo
anterior. Por su lado, la expresion de Hit 1 soOlo fue reportada en la pared del
quiste (Tabla 5) aunque en este trabajo la amplificamos de protoescélex. Muy
probablemente, esta inconsistencia podria ser debida a diferencias en el
material parasitario utilizado, es decir, la procedencia y/o cepa del parasito, el
lote y/o las condiciones del material de partida, etc., aunque mas ensayos
debieran disefarse. Por ultimo, en concordancia con lo obtenido en esta tesis y

con lo observado por nuestro grupo de trabajo previamente (datos no
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publicados), la expresion de Hit 2 se encontr6 en todos los materiales

analizados por dicho grupo de investigadores (Tabla 5).

Tabla 5. Niveles de expresion para los genes anotados por Zheng H. y

colaboradores equivalentes a los Hits 1,2 y 4. Ver Anexo Il.

1 EG_07247

Sin expresion

Sin expresion

Sin expresion

Muy baja
expresion

2 EG_07276

Alta expresion

Alta expresion

Baja expresion

Alta expresion

4 | EG_09218

Muy baja
expresion

Muy baja
expresion

Sin expresion

Muy baja
expresion

6. CONCLUSIONES

En suma, los estudios de conservacion estructural del gen, conservacion
de dominio y los analisis filogenéticos nos llevan a concluir que las cuatro
secuencias estudiadas en este trabajo (Hits 1 al 4) pertenecen a la familia
multigénica de GSTs de la clase Mu y sugieren que se generaron por eventos
de duplicacién.

En particular, el Hit 3 si bien su estructura exén-intron coincide con lo
descrito para los otros genes se observaron diferencias a nivel de secuencias
en posiciones clave en el estudio de conservacién de dominio. Ademas, la
secuencia aminoacidicas que corresponde al mu-loop estd incompleta y se
aprecia una considerable reduccion del loop en su estructura tridimensional.
Por otro lado, no se obtuvo expresién para este Hit y no se encontr6 en
ninguno de

los materiales parasitarios analizados por Zheng H. vy

colaboradores. Esto sugiere que posiblemente el Hit 3 sea un pseudogen.

Los cambios observados en las secuencias para los cuatro Hits sugieren
que podria existir variabilidad en la interaccion con los sustratos y se observo

una expresion diferencial de los mismos.

Como complemento de los resultados presentados en este trabajo se
podria actualizar la base de datos incorporando nuevos genomas para

continuar con estudios de conservacion estructural del gen, conservacion de
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dominio y analisis filogenéticos. Asimismo, seria interesante analizar
expresion de estos genes en diferentes materiales parasitarios (gusano adulto,

oncoesfera, protoescolex y pared del quiste) por PCR en tiempo real.
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Anexo |

Base de
Nombre Nimero de acceso Organismo Filum datos
DRE_ENSDARG00000024143 ENSDARG00000024143 | Danio rerio chordata Bgee
DRE_ENSDARG00000033364 ENSDARG00000033364 | Danio rerio chordata Bgee
DRE_ENSDARGO00000071345 ENSDARGO00000071345 | Danio rerio chordata Bgee
Echinococcus | plathyhelminthes
EgG_000886800.1..pep AOA068W9V4 granulosus Uniprot
) Echinococcus | plathyhelminthes |
EmW 000886800 MAPEG_microsomal AOA068Y9K2 multilocularis Uniprot
Hymenolepis | plathyhelminthes
HmN_000391200.1..pep AO0A068XP16 microstoma Uniprot
Hymenolepis | plathyhelminthes
HmMN_000391300.1..pep AOAO068XPN3 microstoma Uniprot
HSA CCDS1249.1.Hs37.3.chrl 014880 Homo sapiens | chordata Uniprot
HSA CCDS34316.1.Hs37.3.chr5 Q16873 Homo sapiens | chordata Uniprot
HSA CCDS3749.1.Hs37.3.chr4 Q99735 Homo sapiens | chordata Uniprot
MUS_CCDS15457.1.Mm37.2.chrl Q9CPU4 Mus musculus | chordata Uniprot
chordata )
MUS_CCDS24631.1.Mm37.2.chrll Q60860 Mus musculus Uniprot
MUS_CCDS38428.1.Mm37.2.chr3 NP_778160 Mus musculus | chordata GeneBank
Schistosoma | plathyhelminthes
Smp_055210.1 G4VH65 mansoni Uniprot
TsM_000126000 TsM_000126000 Taenia solium | plathyhelminthes | wormbase
DRE_ENSDARG00000029473 ENSDARGO00000029473 | Danio rerio chordata Bgee
DRE_ENSDARG00000042533 ENSDARG00000042533 | Danio rerio chordata Bgee
Echinococcus | plathyhelminthes _
EgG_000535200.1..pep AOA068WLI9 granulosus Uniprot
AOAO068WTH4 . X
Echinococcus | plathyhelminthes _
EgG_000535300.1..pep granulosus Uniprot
Echinococcus | plathyhelminthes _
EgG_000537600.1..pep AOA068WR90 granulosus Uniprot
AOA068WLL3 .
Echinococcus | plathyhelminthes _
EgG_000538000.1..pep granulosus Uniprot
Echinococcus | plathyhelminthes
EgG_000538900.1..pep UBJCG1 granulosus Uniprot
Echinococcus | plathyhelminthes
EmW_000005400_mul0 AOA087VWB2 multilocularis Uniprot
Echinococcus | plathyhelminthes
EmW_000535200_mul AO0A068Y038 multilocularis Uniprot
Echinococcus | plathyhelminthes
EmW_000535300_mu2 AOA068Y6Y2 multilocularis Uniprot
Echinococcus | plathyhelminthes
EmW_000537600_mu3 A0A068Y4J2 multilocularis Uniprot
Echinococcus | plathyhelminthes
EmW_000538000_mu4 AOA068Y062 multilocularis Uniprot
Echinococcus | plathyhelminthes
EmW_000538300_mu5 Q27653 multilocularis Uniprot
Echinococcus | plathyhelminthes
EmW_000538500_mu6 AOA068Y0T5 multilocularis Uniprot
Echinococcus | plathyhelminthes
EmW_000538600_mu7 AOA068Y4J5 multilocularis Uniprot
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http://www.uniprot.org/uniprot/A0A068Y9K2
http://www.uniprot.org/uniprot/A0A068XP16
http://www.uniprot.org/uniprot/A0A068XPN3
http://www.uniprot.org/uniprot/O14880
http://www.uniprot.org/uniprot/Q16873
http://www.uniprot.org/uniprot/Q99735
http://www.uniprot.org/uniprot/Q9CPU4
http://www.uniprot.org/uniprot/Q60860
http://www.uniprot.org/uniprot/G4VH65
http://www.uniprot.org/uniprot/A0A068WLI9
http://www.uniprot.org/uniprot/A0A068WTH4
http://www.uniprot.org/uniprot/A0A068WR90
http://www.uniprot.org/uniprot/A0A068WLL3
http://www.uniprot.org/uniprot/U6JCG1
http://www.uniprot.org/uniprot/A0A087VWB2
http://www.uniprot.org/uniprot/A0A068Y038
http://www.uniprot.org/uniprot/A0A068Y6Y2
http://www.uniprot.org/uniprot/A0A068Y4J2
http://www.uniprot.org/uniprot/A0A068Y062
http://www.uniprot.org/uniprot/Q27653
http://www.uniprot.org/uniprot/A0A068Y0T5
http://www.uniprot.org/uniprot/A0A068Y4J5

Echinococcus

plathyhelminthes

EmW 000538700 mu8 AOA068Y066 multilocularis Uniprot
Echinococcus | plathyhelminthes |
EmW_ 000538900 mu9 AOA068Y7D9 multilocularis Uniprot
_ Echinococcus | plathyhelminthes _
Hit 1 AOA068WTH4 granulosus Uniprot
_ Echinococcus | plathyhelminthes _
Hit 2 016058 granulosus Uniprot
Echinococcus | plathyhelminthes
Hit 3 AO0A068WTJ7 granulosus Uniprot
_ Echinococcus | plathyhelminthes
Hit 4 U6JCG1 granulosus Uniprot
Hymenolepis | plathyhelminthes
HmN_000365900.1..pep AOAD068XNR1 microstoma Uniprot
AOA068XH77 .
Hymenolepis | plathyhelminthes
HmN_000366000.1..pep microstoma Uniprot
Hymenolepis | plathyhelminthes
HmMN_000366200.1..pep AO0A068XGM8 microstoma Uniprot
Hymenolepis | plathyhelminthes
HmN_000366400.1..pep AOA068XNR4 microstoma Uniprot
Hymenolepis | plathyhelminthes |
HmN_000366500.1..pep AOA068XH82 microstoma Uniprot
Hymenolepis | plathyhelminthes |
HmN_000876800.1..pep UGHCF7 microstoma Uniprot
Hymenolepis | plathyhelminthes |
HmN_000876900.1..pep U6H733 microstoma Uniprot
UBHAV6 ) )
Hymenolepis | plathyhelminthes
HmMN_001013500.1..pep microstoma Uniprot
HSA CCDS806.1.Hs37.3.chrl Q03013 Homo sapiens | chordata Uniprot
HSA CCDS807.1.Hs37.3.chrl Q03013 Homo sapiens | chordata Uniprot
HSA CCDS810.1.Hs37.3.chrl P09488 Homo sapiens | chordata Uniprot
MUS_CCDS17744.1.Mm37.2.chr3 P19639 Mus musculus | chordata Uniprot
MUS_CCDS17746.1.Mm37.2.chr3 P15626 Mus musculus | chordata Uniprot
MUS_CCDS17747.1.Mm37.2.chr3 P10649 Mus musculus | chordata Uniprot
MUS_CCDS17748.1.Mm37.2.chr3 EDL01940 Mus musculus | chordata GeneBank
MUS_CCDS38596.1.Mm37.2.chr3 035660 Mus musculus | chordata Uniprot
Schistosoma | plathyhelminthes |
Smp_102070.1 P35661 mansoni Uniprot
TsM_000157300 TsM_000157300 Taenia solium | plathyhelminthes | wormbase
TsM_000610200 TsM_000610200 Taenia solium | plathyheiminthes | wormbase
TsM_000610300 TsM_000610300 Taenia solium | plathyhelminthes | wormbase
TsM_000639300 TsM_000639300 Taenia solium | plathyhelminthes | wormbase
TsM_000741700 TsM_000741700 Taenia solium | plathyhelminthes | wormbase
TsM_001037400 TsM_001037400 Taenia solium | plathyhelminthes | wormbase
TsM_001229600 TsM 001229600 Taenia solium | plathyhelminthes | wormbase
Hymenolepis | plathyhelminthes
HmMN_000614200.1..pep AOA068X6X8 microstoma Uniprot
DRE_ENSDARG00000057338 ENSDARG00000057338 | Danio rerio chordata Bgee
MUS_CCDS29411.1.Mm37.2.chr19 P19157 Mus musculus | chordata Uniprot
MUS_CCDS29412.1.Mm37.2.chr19 P46425 Mus musculus | chordata Uniprot
Caenorhabditis | plathyhelminthes
CEL_WBGene00001755 P91253 elegans Uniprot
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http://www.uniprot.org/uniprot/A0A068Y066
http://www.uniprot.org/uniprot/A0A068Y7D9
http://www.uniprot.org/uniprot/A0A068XNR1
http://www.uniprot.org/uniprot/A0A068XH77
http://www.uniprot.org/uniprot/A0A068XGM8
http://www.uniprot.org/uniprot/A0A068XNR4
http://www.uniprot.org/uniprot/A0A068XH82
http://www.uniprot.org/uniprot/U6HCF7
http://www.uniprot.org/uniprot/U6H733
http://www.uniprot.org/uniprot/U6HAV6
http://www.uniprot.org/uniprot/Q03013
http://www.uniprot.org/uniprot/Q03013
http://www.uniprot.org/uniprot/P09488
http://www.uniprot.org/uniprot/P19639
http://www.uniprot.org/uniprot/P15626
http://www.uniprot.org/uniprot/P10649
http://www.uniprot.org/uniprot/O35660
http://www.uniprot.org/uniprot/P35661
http://www.uniprot.org/uniprot/A0A068X6X8
http://www.uniprot.org/uniprot/P19157
http://www.uniprot.org/uniprot/P91253

Caenorhabditis

plathyhelminthes

CEL_WBGene00001772 Q93694 elegans Uniprot
Echinococcus | plathyhelminthes _
EgG_000459050.1..pep AOA068WGUO granulosus Uniprot
Echinococcus | plathyhelminthes _
EgG_000685900.1..pep UBJFS3 granulosus Uniprot
. Echinococcus | plathyhelminthes |
EmW 000459050 mu/28 PGH2D isomerase_SIGMA2 | AOA068Y500 multilocularis Uniprot
_ Echinococcus | plathyhelminthes |
EmW 000685900 mu/28 PGH2D isomerase SIGMAL | AOA068Y7Y4 multilocularis Uniprot
AOAO68XEH4 .
Hymenolepis | plathyhelminthes
HmN_000811800.1..pep microstoma Uniprot
Schistosoma | plathyhelminthes
Smp_054160.1 P09792 mansoni Uniprot
TsM_000670100 TsM_000670100 Taenia solium | plathyhelminthes | wormbase
TsM_000815300 TsM_000815300 Taenia solium | plathyhelminthes | wormbase

Tabla 1. Secuencias utilizadas en la construccion del arbol filogenético de las GSTs presentado en la Figura 5. Se

indica el nimero de acceso de cada proteina, la base de datos, el organismo del que proviene la mismay el filum.
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http://www.uniprot.org/uniprot/Q93694
http://www.uniprot.org/uniprot/A0A068WGU0
http://www.uniprot.org/uniprot/U6JFS3
http://www.uniprot.org/uniprot/A0A068Y500
http://www.uniprot.org/uniprot/A0A068Y7Y4
http://www.uniprot.org/uniprot/A0A068XEH4
http://www.uniprot.org/uniprot/P09792

Anexo I

Adult | Onc | PSC | Cyst
Reads|Reads|Reads|Reads

Gene ID Length Annotation GOs

F:glutathione transferase activity; F:binding; P:xenobiotic catabolic process;

EG_07247 -Hit 1| 1701 0 0 0 2 P:nitrobenzene metabolic process; C:cytosol; P:glutathione metabolic
Glutathione S-transferase Mu 1 |process; P:glutathione conjugation reaction
EG 07276 -Hit2| 660 211 181 20 182 A C:cell pgn. F-glutathione tran;ferase ‘zacnw‘ty; F,pro§e|n binding; P:glutathione
= Glutathione S-transferase metabolic process; P:glutathione conjugation reaction
EG_09218-Hit4| 606 g 4 0 1 C:cell part; F:glutathione transferase activity; F:protein binding; P:glutathione

Glutathione S-transferase Mu 1 |metabolic process; P:glutathione conjugation reaction

Tabla 6. Fracciéon de la tabla de los perfiles de transcripcion para los genes anotados por
Zheng H. y colaboradores, partiendo de diferentes materiales parasitarios: gusano adulto,
oncoesfera, protoescolex y pared del quiste. Se ubican los Hits 1, 2, y 4 entre las secuencias
identificadas por este grupo, no se ubica el Hit 3. En color se indican las columnas con los
valores tomados como referencia para la elaboracion de la Tabla 5; 0 = sin expresion, 1-20

Muy Baja expresion, 21-90 Baja expresion, > 91 Alta expresion.
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