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ug microgramo

ul microlitro

M micromolar

umol micromol

ADN acido desoxirribonucleico

AE aceite esencial

ARN acido ribonucleico

ATP adenosina-5"-trifosfato

BSA albimina sérica bovina

DAB diaminobencidina

DAPI 4',6-diamidino-2-fenilindol
DMSO dimetilsulféxido

dNTP desoxirribonucledsido trifosfato
DO densidad 6ptica

DTNB acido 5,5'-ditio-bis(2-nitrobenzoico)
DTT ditiotreitol

EB eosina B

EDTA acido etilendiaminotetraacético
E*” potencial de reducciéon estandar a pH 7,0
ERN especies reactivas del nitrégeno
ERO especies reactivas del oxigeno
FAD flavina adenina dinucleétido
FITC isotiocianato de fluoresceina
FMN flavina mononucleétido

g gramo

Glc glucosa

GPx glutation peroxidasa

GR glutation reductasa

Grx glutarredoxina
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GSH
GSSG

ICso
IDA
IMAC
IPTG

e

keat

kDa

K;

Ki;

Kiu

Km

1

LB
leucoMB
M

mA
MB
MBP
MetSO
min

ml

mM
NAD+
NADH
NADP+
NADPH
nm

°C

glutation

glutation oxidado

hora

concentracién inhibitoria al 50%

Acido imino-diacético

cromatografia de afinidad por metal inmovilizado
isopropil B-D-tiogalactopirandsido
constante global de segundo orden
constante catalitica

kilodalton

constante de inhibicién

constante de inhibicién competitiva
constante de inhibicién acompetitiva
constante de Michaelis-Menten

litro

medio Luria Bertani

leuco azul de metileno

molar

miliampere

azul de metileno

proteina de unién a maltosa

metionina sulféxido

minuto

mililitro

milimolar

nicotiamida-adenina dinucleotido
nicotiamida-adenina dinucleotido reducido
nicotiamida-adenina dinucleotido fosfato
nicotiamida-adenina dinucleotido fosfato reducido
nanometro

grado Celsius
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Abreviaturas

p/v
PAGE

PCR
PMSR
Prx
ROOH
rpm

RSNO

SDS
T(SH)2
TAE
TB
t-bOOH
TBS
TNB
TR
TRIS
TRX
TRXR
TS,
TXN

X-Gal

peso en volumen

electroforesis en geles de poliacrilamida
pares de bases

reaccion en cadena de la polimerasa
péptido metionina sulféxido reductasa
peroxirredoxina

alquilhidroperéxido

revoluciones por minuto
S-nitrosotioles

segundo

dodecil sulfato de sodio

tripanotion reducido

soluciéon TRIS-acético-EDTA

medio Terrific Broth

tert-butil hidroperéxido

solucién TRIS salino
5-tio-2-nitrobenzoato

tripanotién reductasa
N-Tris-(hidroximetil) aminoetano
tiorredoxin

tiorredoxin a reductasa

tripanotiéon oxidado

triparredoxina

unidades internacionales de actividad enzimética
ultravioleta

volumen en volumen

velocidad maxima

5-Bromo-4-Cloro-3-Indol-p-D-galactésido
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1. INTRODUCCION.

1.1. Metabolismo redox y la vida.

La vida se present6 en nuestro planeta hace mas de 3800 millones de afios
empleando como caja de herramientas, la tabla periédica de elementos y como moneda de
energia, las reacciones redox. Asi como la oxidacién de combustibles fésiles acciona los
motores, la oxidaciéon de los compuestos inorgdnicos y organicos provee energia para
accionar funciones celulares. Durante el curso de la evolucién, los recursos energéticos
disponibles para las formas de vida existentes en la Tierra se tornaron limitados,
estimulando la utilizacion de diferentes recursos energéticos alternativos, promoviendo la
diversificacion de caminos bioenergéticos. Entre los organismos mds primitivos se
encontraban los heterétrofos fermentadores, dependientes de las fuentes de compuestos
orgénicos fermentables y los quimiotrofos que subsistian mediante dietas a base de
hidrégeno, sulfuro de hidrégeno y metano; empleando diéxido de carbono y, menos
comunmente, sulfato como aceptores de electrones (Banerjee, 2008).

La innovacién de la fotosintesis anoxigénica bacteriana reuni6 la quimica redox de
los compuestos del azufre (sulfuro de hidrégeno, azufre o tiosulfato), del hidrégeno, o de
acidos organicos con la energia solar para generar un “metabolismo potenciado”.
Mediante una variedad de disefios de fotorreceptores, se capturaba la energia solar para
conducir la transferencia de electrones a través de un circuito que “traducia” la energia
luminica en quimica, permitiendo esto, ademads, la fijacion del didéxido de carbono.
Desafortunadamente, la capacidad fotosintética andxica, solamente podia extraer un
minimo de la energia ttil con los aceptores de electrones y los agentes reductores
disponibles. Esta complejidad restringida de los organismos antiguos generé una enorme
presiéon de seleccion sobre la evolucién de opciones alternativas que provean mayores
rendimientos bioenergéticos (Forman y col., 2004; Banerjee, 2008).

Entre 3200 y 2400 millones de afios atras, emergié un microorganismo similar a una
cianobacteria que podia explotar la energia solar para superar el “costo prohibido” de la
oxidacién del agua. El resultado quimico de esta reacciéon era la generaciéon de una
molécula del oxigeno a partir de dos moléculas de agua otorgando cuatro electrones

(Banerjee, 2008). La introduccién del oxigeno como residuo metabdlico era, sin embargo,
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una situacién peligrosa. Como oxidante de gran alcance, el oxigeno amenazo6 las redes
metabdlicas anaerobias, aero-sensibles, que se habian desarrollado. Sumandose la
toxicidad de sus intermediarios parcialmente reducidos (Banerjee, 2008). Estos se conocen
colectivamente como especies reactivas del oxigeno (ERO) y pueden causar dafio sobre el
ADN, las proteinas, y los lipidos. Asi, en este paisaje metabdlico que cambiaba, los
organismos que se habian desarrollado originalmente bajo condiciones anaerobias
hicieron frente a opciones de adaptarse para contrarrestar la biotoxicidad del oxigeno, de
retirarse a nichos anaerobios limitados o de sucumbir a la extincién (Forman y col., 2004;
Banerjee, 2008).

El desarrollo de la fotosintesis oxigénica anuncié una transformacién permanente a
una biosfera rica en oxigeno. Dada la saturacién de oxigeno en los océanos y el
enriquecimiento en la atmosfera, la trayectoria de la evolucién cambi6é por siempre. Este
"gran acontecimiento de la oxidaciéon" dio lugar a la formacién de la capa de ozono
protectora y fijo la escena para la evolucion de formas de vida complejas a base de una
respiracion aerobia altamente exergénica (Banerjee, 2008).

La reduccion del oxigeno rinde un cambio de energia libre muy favorable y, por
otro lado, éste es estable en condiciones atmosféricas y es una opcién excelente para ser el
aceptor final de electrones en un metabolismo energético de alto rendimiento. Se cree que
en la evolucion de organismos complejos se favorecié el cambio al metabolismo aerobio,
por ser mas eficiente en la extraccion de energia a partir de la oxidacién de la glucosa que
los caminos anaerobios. El oxigeno también aument6 el repertorio de las reacciones
bioquimicas, con la aparicion de no menos mil reacciones no encontradas en redes
metabolicas anaerobias. Esto precipité un aumento enorme en complejidad metabdlica y la
apariciéon de nuevos metabolitos secundarios (esteroles, alcaloides, y ciertos antibi6ticos)
(Forman y col., 2004; Banerjee, 2008). Se cree que los eucariotas, los cuales se desarrollaron
alrededor de 1500 millones de afios atras, han adquirido ambas capacidades bioenergéticas
por captaciéon de un endosimbionte bacteriano (Banerjee, 2008). El "gran acontecimiento de
la oxidacién" condujo asi a una explosiéon de la complejidad gendémica y metabdlica que
culmina en el ascenso de los metazoos en el periodo cambriano (600 millones de afios

atrés), hasta nuestros dias (Banerjee, 2008).
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1.2.  Estrés oxidativo.

El estrés oxidativo es un evento multiestresante que involucra numerosas especies
oxidantes (Nordberg y col., 2001; Banerjee, 2008). Entre ellas, las especies reactivas del
oxigeno y del nitrégeno (ERO y ERN, respectivamente) juegan un importante rol, dado
que son altamente reactivas y formadas por un proceso natural, inevitable y constante.
Todas las células independientemente del tipo, estin permanentemente en contacto con
estas moléculas reactivas, ya sea por influencias externas o como subproductos del propio
metabolismo (Winyard y col.,, 2005). El dafio que estas especies reactivas provoquen
dependeré del balance entre las ERO y las defensas antioxidantes que disponen las células.
El estrés oxidativo ocurre cuando se altera la homeostasis de 6xido-reduccién intracelular;
es decir, se pierde el equilibrio entre la produccion de especies reactivas y la produccion
y/o accién de los antioxidantes (Fig. 1.1) (Winyard y col., 2005). En esta situaciéon de estrés
oxidativo se manifiestan las lesiones que producen los radicales libres al reaccionar
quimicamente con lipidos, proteinas, hidratos de carbono, dcidos nucleicos y componentes
de la matriz extracelular; por lo que puede desencadenar un dafio irreversible que, si es

muy extenso, lleva a la misma muerte celular (Forman y col., 2004; Winyard y col., 2005).

Metabolismo y crecimiento normal

Niveles ﬁsmlngmns

Respuesta
Inductores - antioxidante
de ERO

celular

Incremento en el nivel de ERQ

DANO OXIDATIVO

Muerte celular - desérdenes fisiopatol(’)gicos

Fig. 1.1: Homeostasis redox y estrés oxidativo. Adaptado de Banerjee y col., 2008.
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1.3. Especies reactivas del oxigeno/nitréogeno.

Las ERO/ERN incluyen un ntmero de moléculas reactivas quimicamente
derivadas de la reduccién parcial del oxigeno (Fig. 1.2) o de la reacciéon entre el 6xido
nitrico (NO-) y ERO. Algunas de estds moléculas son extremadamente reactivas, tal como
el radical hidroxilo, mientras otras lo son en menor grado (superéxido y peréxido de
hidrégeno). Los radicales libres intracelulares (moléculas de bajo peso molecular con un
electron desapareado) son incluidos dentro de esta clasificacion. Radicales libres y
ERO/ERN pueden reaccionar facilmente con muchas biomoléculas, iniciando una
reaccion en cadena de formacion de radicales. Para detener esta reacciéon, un radical
recientemente formado debe reaccionar con otro radical, eliminando el electréon
desapareado, o reaccionando con un antioxidante primario (Nordberg y col., 2001; Kiley y

col., 2004).

Transferencia espontanea
de electrén univalente a partir de
compuestos reducidos de la

e cadena transportadora de electrones
0,
superoxido
e Dismutacion enzimatica o espontanea
H20:
peroxido de hidrogeno
e- Reaccién con Fe™
Reduccién

(adicién de electrones)

-
.
S

Fig. 1.2: Formacion de especies reactivas del oxigeno. Imagen tomada de Hilliwel y col., 2006.
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1.3.1. Superoéxido (O-).

El anién superéxido es creado a partir de oxigeno molecular por la adicién de un
electron. Pese a que es un radical no es altamente reactivo, ni posee la capacidad de
penetrar membranas lipidicas y es por ello que queda confinado en el compartimiento
donde se produjo. La formacién de superéxido es espontanea, especialmente en ambientes
aerobios ricos en electrones, como la vecindad de la membrana interna mitocondrial. El
radical superéxido, como también el peréxido de hidrégeno, es generado de forma
endogena por flavoenzimas. Dos moléculas de superéxido rapidamente dismutan a
peroxido de hidrégeno y oxigeno molecular, siendo esta reaccién catalizada por la enzima
superdxido dismutasa (SOD) (Nordberg y col., 2001; Forman y col., 2004; Banerjee, 2008),
acorde a la siguiente reaccion:

20+ +2H*— HO, + Oy

1.3.2. Peréxido de hidrogeno (H2O>).

El peréxido de hidrégeno no es un radical pero es capaz de penetrar membranas
biolégicas, cumpliendo un rol importante en la formacién de radicales. Es un
intermediario en la produccién de moléculas mds reactivas, incluyendo acido hipocloroso
y el radical hidroxilo via oxidacién de metales de transicién (Nordberg y col., 2001;
Forman y col., 2004; Banerjee, 2008). Otra funcién importante del H>O» es la relacionada
con ser una molécula de sefializacion intracelular, regulando las actividades de proteinas
que componen diferentes vias metabdlicas mediante la generacién de una oxidacion
reversible de las moléculas blanco. El atractivo del H>O» como segundo mensajero se debe
a su alta difusibilidad, a que puede producirse de forma endégena, acumularse
localmente, y ser metabolizado enziméticamente para “apagar” su funciéon (Forman y col.,

2004; Rhee y col., 2005b; Halliwell, 2006; Banerjee, 2008).

1.3.3. Radical hidroxilo (OH).

Dado su fuerte reactividad con biomoléculas, el OH: es, probablemente, capaz de
realizar mas dafio a los sistemas biol6gicos que los otras ERO. El radical es formado a
partir del peroxido de hidrégeno en una reaccién catalizada por iones metalicos (Fe2* o

Cu*), a veces unidos en complejos con diferentes proteinas u otras moléculas. Esto es
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conocido como reaccion de Fenton (1). El superéxido también juega una funcién relevante

en conexion con la reaccion de Fenton, por reciclado del ién metalico (2) (Banerjee, 2008).

H>O; + Fe?*/ Cu* — OH:- + OH- + Fe3*/ Cuz* (1)
Fe3t/ Cu?* + O — Fe2t/ Cu* + O, (2)

La suma de ambas reacciones es la reacciéon de Haber-Weiss, donde los metales de
transicion juegan un rol clave en la formacion de radicales hidroxilos (Nordberg y col.,

2001; Forman y col., 2004; Banerjee, 2008).

1.3.4. Oxido nitrico (NO-) / peroxinitrito (ONOO").

El 6xido nitrico es un miembro curioso de la familia de los radicales libres, siendo
similar al O~ ya que no reacciona rapidamente con las biomoléculas a pesar de que posee
un electréon desapareado. Por otro lado, reacciona facilmente con otros radicales libres (por
ejemplo, radicales peroxilos y alquilos) generando, principalmente, moléculas menos
reactivas y es por ello que funciona como un antioxidante. Sin embargo, si el O~ es
producido en grandes cantidades en paralelo con el NO., reaccionan entre ellos para dar
ONOO- (peroxinitrito), el cual es altamente citotoxico. El peroxinitrito reacciona
rdpidamente con las biomoléculas en etapas que involucran uno o dos electrones. Puede
reaccionar directamente con el CO, para formar una especie madas reactiva, nitroso
peroxocarboxilato (ONOOCOy), o la forma protonada, 4cido peroxinitroso (ONOOH); asi
como experimentar homolisis, dando OH: y -NO: o reacomodarse a nitrato (NO3") (Quijano
y col., 1997; Patel y col., 1999; Nordberg y col., 2001; Forman y col., 2004).

En concentraciones fisioldgicas el NO- funciona principalmente como un mensajero
intracelular, por ejemplo estimulando a la guanidil ciclasa y proteinas quinasas. El NO-
posee la habilidad de atravesar las membranas celulares y puede, de ese modo, transmitir
sefiales a otras células. Cuando es producido en grandes cantidades, el NO- se torna un
factor significativo en el control redox de las funciones celulares. La nitrosilacién,
condensacién del grupo NO- a tioles reactivos de proteinas, acttia, por ejemplo, como
regulador de actividades enzimaéticas (Quijano y col., 1997; Patel y col., 1999; Forman y

col.,, 2004). La produccién excesiva de NO- es contrarestada por su conjugacién con
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glutation, dando s-nitrosoglutation (GSNO). El mismo GSNO puede actuar como
oxidante/regulador enzimatico. Por otro lado éste puede ser reducido enzimaticamente a
glutation y NO- nuevamente (Patel y col., 1999; Nordberg y col., 2001). Los efectos totales
del NO-: en el escenario redox celular son claramente multifacéticos, pudiendo actuar tanto
como antioxidante como oxidante, dependiendo de la condicién fisiologica presente en la

célula.

1.4. Las especies reactivas como causa de dafo oxidativo.

Las ERO/ERN son, dada su alta reactividad, propensas a causar dafo celular y,
por lo tanto, son potencialmente téxicas. Los blancos del dafio oxidativo incluyen todos los
grupos principales de biomoléculas (Denisov y col., 2005; Banerjee, 2008) y sobre cada

grupo produce alteraciones particulares, que merecen un anélisis detallado.

14.1. Acidos nucleicos.

Las especies reactivas pueden ser mutagénicas, debido a las modificaciones
quimicas sufridas por el ADN. Un ntimero de alteraciones (por ejemplo, clivaje del ADN,
entrecruzamiento entre ADN y proteinas, oxidaciéon de purinas) estd dado por la reaccion
de ERO/ERN, especialmente OH.. Si el sistema de reparacién del ADN no es capaz de
enmendar rdpidamente el dafio, una mutaciéon podria resultar por error en el
apareamiento de bases durante la replicacion. La apoptosis, en algunos casos, es mediada
por ERO/ERN, no sélo debido al dafio causado sobre el ADN, sino también al incremento
en la permeabilidad mitocondrial, la destruccién de citocromos ¢, la induccién del
incremento de Ca?* intracelular, entre otros efectos (Nordberg y col., 2001; Denisov y col.,

2005; Banerjee, 2008).

1.4.2. Lipidos.

Los 4cidos grasos poliinsaturados son, dada su multiplicidad de dobles enlaces,
excelentes blancos para el ataque de radicales libres. La peroxidacién lipidica es una
reaccion en cadena en la que el 4cido graso al oxidarse se convierte en un radical de acido
graso con capacidad de oxidar otras moléculas y presenta mayor cardcter hidrofilico. Las

alteraciones més comunes son el entrecruzamiento entre cadenas de &cidos grasos o 4cidos
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grasos-proteinas. Esto conlleva cambios en su estructura y funcién dentro de la bicapa
lipidica de los sistemas membranosos celulares, ademas de la generaciéon de productos
como el hidroxinonenal o el malondialdehido, que poseen propiedades cancerigenas o
mutagénicas. Los iones metélicos como el Cu* y el Fe2* pueden inducir la peroxidacién de
lipidos promoviendo estrés oxidativo sobre las membranas (Nordberg y col., 2001;

Denisov y col., 2005; Banerjee, 2008).

1.4.3. Proteinas.

Los mecanismos que involucran la oxidacién de proteinas son diversos e
involucran preferentemente a los radicales O» y OH. La oxidacién del esqueleto
carbonado de las proteinas trae aparejada la fragmentaciéon de la cadena polipeptidica
mediante la via de formacién de diamida, a-amidacién o B-oxidaciéon dependiente de
radical hidroxilo (Nordberg y col., 2001; Forman y col., 2004; Halliwell, 2006; Banerjee,
2008). Los derivados carbonilos en las proteinas son generados por diversos mecanismos
de oxidacion, no obstante, en la mayoria de los casos participan iones metalicos que
catalizan la oxidaciéon mediada por H>O2 y O-~. De todas las modificaciones oxidativas
mediadas por ERO, la formacién de derivados carbonilos es la mas significativa. Los
derivados carbonilos son grupos reactivos que pueden reaccionar con grupos funcionales
de proteinas (formando entrecruzados) o con otras biomoléculas modificando asi sus
propiedades biol6gicas (Nordberg y col., 2001; Banerjee, 2008).

Todas las cadenas laterales de los aminoécidos de una proteina son susceptibles a
oxidacion irreversible, a excepcién de metionina y cisteina, cuyas oxidaciones pueden ser
revertidas enzimaticamente (Nordberg y col., 2001; Ghezzi, 2005; Friguet, 2006; Banerjee,
2008). Se describiran posteriormente dichos mecanismos. La oxidacién de las proteinas
puede traer la generacion de derivados entrecruzados proteina-proteina, inter o
intracatenarios. Estos incluyen: oxidacion del sulfidrilo de la cisteina para formar
derivados disulfuros, la reaccién entre dos radicales carbonilos diferentes, la formacion de
puentes entre diferentes tirosinas mediada por radicales, la reacciéon del grupo amino de la
lisina con derivados carbonilos generados por oxidacién catalizada por iones metélicos,
entre los mas importantes (Nordberg y col., 2001; Banerjee, 2008). Todos los procesos de
oxidacién de proteinas no sélo modifican su funcionalidad, sino que también las hacen

mas susceptibles a la degradaciéon mediada por el proteosoma u otras proteasas. La

-8-
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acumulacién de proteinas oxidadas esta asociada al envejecimiento celular y a numerosas

enfermedades (Nordberg y col., 2001; Friguet, 2006; Banerjee, 2008).

1.5. Sistemas antioxidantes.

Un antioxidante es una molécula capaz de retardar o prevenir la oxidacién de otras
moléculas. Como se mencioné anteriormente, las reacciones de oxidacién pueden producir
radicales libres que comienzan reacciones en cadena que dafian las células. Los
antioxidantes terminan estas reacciones por eliminaciéon de intermedios reactivos,
deteniendo las reacciones de oxidacion oxidandose ellos mismos. Debido a esto es que los
antioxidantes, en general, son agentes reductores tales como tioles o polifenoles (Forman y
col., 2004; Denisov y col., 2005; Smirnoff, 2005; Halliwell, 2006).

Los antioxidantes se pueden clasificar segtin el modo de accién en:

- Preventivos: el antioxidante intercepta a la especie oxidante antes de que pueda
realizar dafio (Forman y col., 2004; Smirnoff, 2005). Estos pueden actuar por:
0 Desactivacion de metales (por ejemplo, transferrina, ferritina, EDTA).
0 Removiendo hidroperéxidos (por ejemplo, catalasa, glutation
peroxidasa, piruvato).
0 Inactivando al oxigeno singulete (por ejemplo, B-caroteno, bilirrubina,
licopeno).
- Terminadores: los antioxidantes lentifican o detienen la reaccién en cadena mediada
por radicales libres (Forman y col., 2004; Smirnoff, 2005). Estos pueden ser:
0 Antioxidantes donadores (por ejemplo, tocoferol, ascorbato, acido
arico).
0 Antioxidantes suicidas (6xido nitrico).
Segun su naturaleza, los antioxidantes pueden dividirse en (Banerjee, 2008):

- No enzimaticos (por ejemplo, glutation, ascorbato, tripanotion, tocoferol).

- Enzimaticos (catalasa, glutation transferasa, peroxirredoxina, tiorredoxina).
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1.6. Moléculas antioxidantes y cofactores redox.

1.6.1. El sistema glutation.
e Glutation

El glutation (GSH, reducido, GSSG, oxidado) es un tripéptido constituido por
glutamato, cisteina y glicina (y-glutamilcisteinilglicina) (Fig. 1.3) y es vital para el normal
funcionamiento celular. Se lo ha encontrado primariamente en eucariotas, bacterias Gram
negativas y en algunos tipos de bacterias Gram positivas. En sistemas eucariotas,
aproximadamente el 90% del GSH intracelular se localiza en el citoplasma, y el remanente
en organelas tales como mitocondria, reticulo endoplasmaético y ntcleo. Posee un potencial
de reduccién estandar (E°") de -240 mV, lo que lo hace un agente reductor moderado

(Jocelyn, 1967; Forman y col., 2004; Banerjee, 2008).

SH
0 ch'f
*HyN gz !?! ClH H coo-
I I Tl I
S A
~00C 2 !:l;. 2
. v A . s N v s
v-glutamil cisteinil glicina

Fig. 1.3: Estructura general del glutation. Imagen tomada de Banerjee y col., 2008.

El GSH es sintetizado a partir de sus aminoacidos constituyentes por la acciéon sucesiva
de dos enzimas dependientes de ATP: la glutamato cisteina ligasa y la glutation sintetasa.
La forma reducida del glutatiéon es mantenido por la enzima glutatiéon reductasa, una
piridina nucleétido disulfuro reductasa, que transfiere los electrones desde el NADPH al
GSSG (Fig. 1.4) (Forman y col., 2004; Banerjee, 2008).

El GSH esta involucrado en numerosos procesos biologicos, tales como
almacenamiento y transporte de cisteina, mantenimiento de la estructura y funcién de
proteinas, regulaciéon de la actividad de enzimas a través de la reducciéon de enlaces
disulfuros o por glutationalizacion (disulfuros mixtos entre tioles de proteinas y

glutation), etc. No obstante, su funcién primaria es el mantenimiento de la homeostasis

-10-
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redox intracelular mediante la protecciéon contra las ERO y ERN asi como xenobiéticos

nucleofilicos (Forman y col., 2004; Hurd y col., 2005; Gallogly y col., 2007; Banerjee, 2008).

NADPH — —~ GSSG == Grx-(SH)z~
Glutatiﬁn\\'/ \t, /’ \". Equivalentes de reduccién a:
reductasa .|: :|: —— Proteinas
“'\ \ / Disulfuros mixtos con GSH
NADE+ .4-/ = 2w GSH __,-/ - GX-S; = Compuestos de bajo PM
Glutation e
sintasa I Gly + ATP
y-Glu-Cys
Sustratos/cofactores enzimaticos
Glutamato ADP Glutation S-transferasas
cisteina Glutatiéon peroxidasas
ligasa . ATP Peroxirredoxinas
Prostaglandina endoperéxido sintasa
Glu + Cys Leucotrieno C, sintasa

Fig. 1.4: Principales roles del glutation en la mayoria de los organismos. Imagen tomada de
Banerjee y col., 2008.

e Glutatién reductasa.

La enzima glutatién reductasa (GR) es una flavoproteina miembro de la familia de las
piridina nucleétido disulfuro oxidorreductasas. Esta reduce el GSSG a GSH a expensas del
NADPH, siendo esta reacciéon rapida e irreversible (3). La enzima posee un papel
importante en el mantenimiento de una relacion intracelular alta de GSH/GSSG (Carlberg

y col., 1985; Dringen y col., 2002; Banerjee, 2008).

GSSG + NADPH + H* — 2GSH + NADP+ (3)

Las GR caracterizadas de diferentes organismos muestran una alta afinidad por
sustratos y presentan una estructura homodimérica con un sitio activo en ambas
subunidades. Distintos andlisis estructurales del monémero de la GR evidenciaron la
existencia de cuatro dominios bien conservados: un dominio de unién del FAD, uno de
unién al NADPH, uno de unién de GSSG y uno de interfase entre subunidades (Carlberg
y col., 1985; Dringen y col., 2002; Banerjee, 2008).

El mecanismo de reaccion de esta enzima involucra los siguientes pasos:

1) transferencia de dos electrones desde el NADPH al FAD estrechamente unido,
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2) transferencia de los equivalentes de reduccién al disulfuro formado por dos cisteinas en
el sitio activo de la misma subunidad, 3) transferencia de los electrones al GSSG, el cual
interacciona directamente con las cisteinas reducidas y 4) la enzima genera dos moléculas
de GSH completando el ciclo catalitico. Este mecanismo es esquematizado en la Fig. 1.5

(Pai y col., 1983; Carlberg y col., 1985; Banerjee, 2008).

L NAD(P)H NAD(P)* NAD(P)*
FAD NADPH [ L L FADH, L caDH
E |
CysC—vg *— | — — | S
| =S S
| |
cysNL__-S e | s | _sH
2
o Eox* NAD(P)H FADH,+ NAD(P)* Caa-Flavin
Adduct
R,-SH
L Faon L—— raoH L (NAD(P)*
1o —— FADH —— FADH
S S [ 1=
- - — S — &”
47J (—T b (7— S
—s R,-SH —an 5= S\H ~SH  NAD(P)" _SH
| 1 2
S S-S EH,«NAD(P)*
- 2
] R R, EH,

Fig. 1.5: Mecanismo catalitico general de GR. Ri-5-5-R; equivale a GSSG. Imagen tomada de
Banerjee y col., 2008.

¢ (Clutarredoxina.

La glutarredoxina (Grx) o tioltransferasa, es miembro de la familia tiol-disulfuro
oxidorreductasa y un importante componente del sistema glutation. Es una proteina
pequena, termoestable de 10-24 kDa. La Grx cataliza la reduccién de disulfuros en
proteinas o la reduccién de proteinas S-S-glutation (PSSG) y poseen un tnico motivo

CPYC en su sitio activo. La reaccién procede como en 4 y 5 (Holmgren, 1985; Holmgren y

col., 2005; Banerjee, 2008).

RSSR” + GSH — RSH + GSSR” (4)
GSSR” + GSH — GSSG + R'SH (5)
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La reduccién de PSSG es llevado a cabo por Grx, la cual es regenerada a expensas de
GSH, siendo el camino de transferencia de electrones: NADPH — GR — GSH — Grx. Se
ha evidenciado que las Grx pueden reducir disulfuros de proteinas via mecanismos ditiol
(Fig. 1.6) o GSH S-conjugados con proteinas (PSSG) o disulfuros de bajo peso molecular
(GSSR”) mediante un mecanismo monotiol (Fig. 1.7) como ditiol (Holmgren, 1985; Ghezzi,

2005; Holmgren y col., 2005; Gallogly y col., 2007).

Grx Prot Grx Prot Grx Prot Grx Prot

—$ S —— 3|5 —— 55— - —S HS—

—5- s —S—S— | ¥ s —S HS—
—

Fig. 1.6: Mecanismo de reduccién de disulfuros de proteinas dependiente de Grx.
Imagen tomada de Banerjee y col., 2008.

Sf--\“ S-5G SH

(@) | @ T @

f

II

f." + GSSG

/ — ———-
%s-&a %ZSH ( %SH
Proteina Proteina Proteina

Fig. 1.7: Mecanismo de reaccién de Grx monotidlica para la reduccién de aductos proteina-GSH.
Imagen tomada de Banerjee y col., 2008.

Las Grx poseen varias funciones biolégicas como actuar de transportadoras de
electrones en la sintesis de desoxirribonucleétidos dependiente de GSH por la enzima
ribonucleétido reductasa y en la reduccion de sulfato/sulfito por la enzima sulfato
reductasa. Ademads, las Grx reparan proteinas dafiadas por oxidacion mediante la
reduccién de disulfuros o proteinas glutationiladas. Este tinico sustrato glutationilado es el
requisito que permite a las Grx regular actividades de muchas enzimas/vias metabdlicas.
Es por ello que la actividad de las Grx sobre proteinas S-glutationiladas es involucrada en

la sefializacién celular, por ejemplo en la activaciéon de fosfatasas (Starke y col., 2003;
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Ghezzi, 2005, Holmgren y col., 2005; Hurd y col., 2005; Gallogly y col., 2007; Banerjee,
2008).

e Glutation transferasas.

Las glutation transferasas catalizan el ataque nucleofilico de GSH sobre un sustrato
electrofilico. Formalmente, estas enzimas son llamadas glutation S-transferasas (GST). Por
ejemplo, una reaccion catalizada por la mayoria de las GST es la sustituciéon de un cloro en
el 1-cloro-2,4-dinitrobenceno con GSH para formar un conjugado-GSH (un compuesto que
posee GSH unido covalentemente). Las GST atacan numerosos sustratos electrofilicos,

algunos de los cuales son mostrados en la Fig. 1.8 (Pabst y col., 1974; Jakobson y col., 1977;

Banerjee, 2008).
A NO, NO,
GSH
—_— =
NO, @ NO,
cl sG
B
OH
e GSH
0 — = o
Y\\\)\/\/\ W\/V\
H H GS
C S
I i
C—SG
H o GSH i
‘\/"\/\ls’/" HN\/\/\S{/O

Fig. 1.8: Formacion de conjugados entre GSH y A) 1-cloro-2,4-dinitrobenceno, o
B) 4-hidroxinonenal o C) sulforafano. Imagen tomada de Banerjee y col., 2008.

Las GST son bien conocidas por su rol en la detoxificacion de carcindgenos
ambientales. Sin embargo, también catalizan reacciones especificas en numerosos caminos
biosintéticos y catabdlicos y juegan un papel importante contra el estrés oxidativo por
reduccion de peréxidos y de dehidroascorbato. Algunas GST modulan vias de
sefializacion celular por catalizar el ataque del GSH sobre moléculas de sefializacion, tales

como hormonas esteroideas y prostaglandinas. El rol fisiol6gico de algunas GST,

-14-



Introduccion

particularmente en bacterias y plantas, no ha sido suficientemente esclarecido al presente

(Pabst y col., 1974; Jakobson y col., 1977; Banerjee, 2008).

1.6.2. Elsistema tiorredoxina.
e Tiorredoxina.

La tiorredoxina (TRX) es una proteina pequefia, aproximadamente 12 kDa, con dos
cisteinas reactivas en su centro activo dentro del motivo conservado CGPC. Esta proteina
puede existir tanto en la forma reducida de ditiol [TRX-(SH)2] como en la forma oxidada
de disulfuro (TRX-S;). Su funcién principal es la de actuar como un poderoso agente
reductor, lo que se basa en la rapida reaccién entre la TRX y sus sustratos disulfuros y a su
bajo potencial de reduccioén (E°"= -270/-320 mV). Esto genera TRX-S;, la cual es reducida
por el NADPH mediante la accién de una flavoenzima, la tiorredoxina reductasa (TRXR),
como se muestra en las reacciones 6 y 7, respectivamente (Krause y col., 1991; Holmgren y

col., 2005; Banerjee, 2008).

TRX-(SH)2 + proteina-S; — TRX-S; + proteina-(SH)>  (6)

TRXR
NADPH + H* + TRX-S; — NADP*+ TRX-(SH),  (7)

El sistema tiorredoxina, compuesto de NADPH, TRXR y TRX, estd presente
préacticamente en todos los organismos vivientes, desde los unicelulares procariotas como
Archaebacteria, hasta organismos eucariotas multicelulares como los humanos El sistema
tiorredoxina es responsable del mantenimiento de un ambiente reductor en el citoplasma
de las células, una funcién similar a la realizada por el sistema glutation. Otras funciones
importantes de la TRX es la regeneracion de las formas reducidas de metionina sulféxido
reductasa y peroxirredoxinas y la regulacién redox de enzimas y factores de transcripcién
mediante el control del estatus redox de los tioles (Arner y col., 2000; Motohashi y col.,
2001; Nordberg y col., 2001; Balmer y col., 2003; Forman y col., 2004; Hisabori y col., 2005).

La estructura tridimensional, tanto de la forma oxidada como reducida, de la TRX de
varias especies ha sido resuelta por cristalografia de rayos X y por resonancia magnética
nuclear. El dominio TRX, el cual es una estructura globular aff en sandwich, fue observado

por primera vez en la TRX-S; de Escherichia coli en 1975 y, subsecuentemente, en un gran
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numero de proteinas. La Fig. 1.9 muestra la estructura de la forma reducida de la TRX1
humana, donde puede distinguirse un ntcleo central de ldminas-f que es rodeado por tres
o-hélices. Las cisteinas del sitio activo son localizadas sobre una protrusién de la molécula
y en el comienzo de una a-hélice. En la TRX-(SH),, el 4tomo de azufre de la cisteina
N-terminal es expuesto al solvente haciendo al grupo tiolato es un nucledfilo efectivo con
un bajo pKa. Una cis-prolina es conservada en todas las TRX y es adyacente al sitio activo,
el cual es rodeado por una superficie plana hidrofébica, requerida para la interacciéon con
otras proteinas (Fig. 1.10). El dominio TRX se ha encontrado presente en varias proteinas
redox activas como ser la proteina disulfuro isomerasa, glutarredoxina, glutation
peroxidasa alquil hidroperéxido reductasa C y glutatiéon S-transferasa (Katti y col., 1990;

Holmgren, 1995; Apty col., 1996; Chivers y col., 1997; Hall y col., 2006).

Fig. 1.9: Estructura de TRX1 humana en forma reducida. Las cisteinas del sitio activo (Cys32 y Cys%®)
son mostradas asi también las cisteinas estructurares Cys®2, Cys® y Cys’3. La Met N-terminal es el
residuo 1y el C terminal es el residuo 105. Archivo PDB 1ERT. Tomado de Banerjee y col., 2008

La TRX-(SH): reduce directamente disulfuros de proteinas via reacciones rapidas de
intercambio de disulfuro, esquematizada en la Fig. 1.10. La TRX-(SH): inicialmente
interacciona con su proteina blanco mediante interacciones hidrofébicas superficiales y
por formacién de puentes de hidrégeno. Esto es seguido por el ataque nucleofilico del
tiolato N-terminal del sitio activo sobre el disulfuro blanco, resultando en un intermediario

disulfuro proteina-proteina mixto transiente. El ataque intramolecular del tiolato
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C-terminal resulta en la ruptura del disulfuro, la formacién de TRX-S; y la generacion de la

proteina blanco reducida (Holmgren, 1995; Holmgren y col., 2005).

— Y

Trx-(SH)g + X-S-S-X « > Trx-Sy + X-(SH),

Fig. 1.10: Mecanismo propuesto para la reduccién de disulfuros en proteinas catalizada por TRX.
La numeracién corresponde a la TRX de E. coli. Imagen tomada de Forman y col., 2004.

e Tiorredoxina reductasa

La tiorredoxina reductasa (TRXR) es un enzima que contiene FAD, la cual cataliza la
reducciéon de TRX-S; para generar la forma reducida a expensas del NADPH (reaccién 9)
(Banerjee, 2008). La TRXR se encuentra en casi todos los organismos vivientes formando
parte del sistema tiorredoxina. El sistema tiorredoxina juega un rol central en la respuesta
al estrés oxidativo en Archaea, Bacteria y Eukarya. El reconocimiento de que el sistema
tiorredoxina posee roles importantes en el metabolismo celular ha estimulado el gran
interés en la relacion estructura-funcién de estas enzimas (Mustacich y col., 2000; Hirt y
col., 2002).

Dos tipos de TRXR han sido caracterizadas. Ambos tipos son miembros de la familia
de flavoproteinas: piridina nucleétido disulfuro oxidorreductasas y ambos funcionan
como homodimeros. Cada monémero posee una molécula de FAD como grupo
prostético, un sitio de unién de NADPH y un sitio activo conformado por un disulfuro
redox activo. Sin embargo, la secuencia de aminoacidos y mecanismo catalitico de los dos
tipos de TRXR son diferentes. Un tipo, el de las TRXR de alto peso molecular (~55 kDa,
designada H-TRXR), ha sido caracterizado en animales incluyendo mamiferos,
Caenorhabditis elegans y Drosophila melanogaster y en protozoos pardsitos como Plasmodium
falciparum. El otro tipo, que incluye a las TRXR de bajo peso molecular (~35 kDa,

designado L-TRXR), ha sido encontrado en Archea, Bacteria, Eukarya, incluyendo hongos
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filamentosos, levaduras, plantas y protozoos parasitos como Trichomona vaginalis y Giardia
duodenalis. Las H-TRXR estan relacionadas a otras enzimas como GR, tripanotion
reductasa (TR), merctrico reductasa (MerR) y lipoamida deshidrogenasa (LipD); mientras
que las L-TRXR se encuentran relacionadas a la alquil hidroperéxido reductasa F (AhpF).
Existe solo, aproximadamente, 20% de identidad de secuencia entre las L-TRXR y las H-
TRXR, en las regiones donde pueden ser alineadas (Holmgren, 1977; Jacquot y col., 1994;
Williams y col., 2000; Hirt y col., 2002; Rahlfs y col., 2002).

En las L-TRXR los electrones son transferidos desde el NADPH hacia el FAD y luego
al disulfuro redox activo (generalmente el motivo CATC, ubicado en el dominio de unién
a NADPH). La reduccién del sitio activo origina la rotacién del dominio en donde se
ubica, exponiendo el sitio activo hacia la superficie para poder interaccionar con sus
sustratos (Fig. 1.11) (Dai y col., 1996; Lennon y col., 1999; Williams y col., 2000; Akif y col.,
2005).

Dominio de unién a NADPH Dominio de unién a FAD

Dominio de unién a FAD Dominio de unién a NADPH

Fig. 1.11: Estructura de L-TRXR, correspondiente a la enzima de Mycobaterium tuberculosis.
Imagen adaptada de Banerjee y col., 2008.

Una caracteristica importante de las H-TRXR es que las enzimas de mamiferos son
selenoproteinas, en donde un residuo de cisteina del sitio activo es reemplazado por uno
de selenocisteina. A diferencia del mecanismo de las L-TRXR, en donde existe una rotacion
de un dominio para poder acceder a los sustratos, el seguido por las H-TRXR

(esquematizado en la Fig. 1.12) involucra la transferencia de electrones desde el NADPH al
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disulfuro redox activo N-terminal, via FAD. Luego, los electrones se transfieren hacia un
sitio activo localizado en el C-terminal de la subunidad opuesta (donde un Sec-Cys, un
puente selenilsulfuro es reducido a selenotiol, en la enzima de mamiferos). Este sitio activo
C-terminal es donde la TRX y otros sustratos son reducidos. Cabe aclarar que la
selenocisteina en la enzima de mamiferos le confiere un gran espectro de sustratos y que
su reemplazo por cisteina da una enzima con 100 veces menos actividad. Esta diferencia se
debe principalmente a la diferencia de reactividad entre selenotiol y el tiol, dado por
ejemplo, al bajo pKa de selenotiol (Zhong y col., 2000; Nordberg y col., 2001; Sandalova y
col., 2001).

ini SRR, - SN - X 1. 64 59 2
Dominio de . - CNABRY T "
unién a FAD 1 - FAD s[,_ ; NADPH  EADH. & —
Dominio de unién 2 Fd i N-term1 .
aNADPH 1l [B = ?e———? ? e Se—S B
. EEG B T Tt LT AT A -
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p H NADP+
(O ﬂ SN SO SR S A T
Dominio de FAD l— 4 FAD-«--8™ Sj

Dominio de A interfase 2 -
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; |:T'rx
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Fig. 1.12: Estructura y mecanismo de reaccién postulado de TRXR de mamifero. La numeracion
corresponde a la enzima de rata. Imagen tomada de Sandalova y col., 2001.

1.6.3. El sistema tripanotion.
e Tripanotion.

El tripanotién [N? Né-bis-(glutationil)espermidina; T(SH):] (Fig. 1.13) fue inicialmente
aislado en 1985 por Fairlamb. Es una molécula formada por la conjugaciéon de dos
moléculas de glutation con una molécula de espermidina. Es un tiol de bajo peso

molecular encontrado exclusivamente en protozoos parasitos pertenecientes al orden
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Kinetoplastida, tales como Crithidia, Leishmania y Trypanosoma (Fairlamb y col., 1992;
Krauth-Siegel y col., 2003b).

El tripanotion, de forma similar al GSH, actta como cofactor redox en numerosos
procesos biolégicos en estos organismos, existiendo una bioquimica redox especializada
en su uso. El tripanotién es mejor reductor que el GSH a pesar de que poseen potenciales
redox similares [-240 mV para GSH y -242 mV para T(SH):], esto es debido a que el
tripanotion es un ditiol y la formacion de un disulfuro intramolecular es cinéticamente
mas favorable en comparaciéon con el disulfuro intermolecular formado durante la
oxidacién del GSH. Ademas, la carga positiva del grupo amino de la espermidina confiere
al T(SH)2 un pKa de 7,4 que coincide con el pH fisiolégico, confiriendo a esta molécula
mayor reactividad en las reacciones de intercambio tiol-disulfuro. La forma oxidada del
tripanotion, el tripanotiéon disulfuro (TSy), el cual, similarmente al GSSG, es
especificamente reducido por un miembro de la familia piridina nucleétido disulfuro
oxidorreductasa denominada tripanotién reductasa (TR) (Fairlamb y col., 1992; Flohe y

col.,, 1999; Krauth-Siegel y col., 2003b).

COOH 4 © H

N N
HQN)V\H/ N
o %H/j)r W
SH |
NH

0 SHH o )
HQWNJ/WN\AN
H o H

COOH

Fig. 1.13: Estructura del tripanotién. La fraccién GSH se muestra en negro y la
espermidina en rojo. Imagen tomada de Banerjee y col., 2008.

La sintesis de tripanotion puede subdividirse en tres partes: 1) el GSH y la espermidina
son generados mediante vias metabdlicas conservadas en todos los organismos; 2) la
conjugacién dependiente de ATP de una molécula de GSH con una de espermidina para
formar N? o N8 glutationilespermidina (GSP) por la enzima glutationilespermidina sintasa
(GSPS) y 3) una nueva conjugaciéon dependiente de ATP de una molécula de GSH con GSP
para formar T(SH)> mediante la accién de la enzima tripanotiéon sintetasa (TS). Las dos
enzimas se han aislado inicialmente a partir de Crithidia fasciculata. No obstante, se ha

encontrado que en Leishmania y Trypanosoma la sintesis de tripanotion esta catalizada por

-20-



Introduccion

una sola entidad enzimética que posee ambas actividades, GSPS y TS (Henderson y col.,
1990; Flohe y col., 1999; Oza y col., 2002; Krauth-Siegel y col., 2003b; Oza y col., 2003;
Comini y col., 2005; Oza y col., 2006).

El T(SH): estd involucrado en varios procesos biolégicos, esquematizados en la
Fig. 1.14, tales como reduccién de dehidroascorbato; regulacion de la actividad de enzimas
a través de la reducciéon de enlaces disulfuro; detoxificacion de metales pesados,
xenobidticos y especies reactivas de oxigeno y nitrégeno; confiere los equivalentes de
reduccién necesarios en la sintesis de desoxirribonucleétidos; es sustrato reductor
especifico de triparredoxina y tiorredoxina en estos organismos; participa en la reduccion
de disulfuros de bajo peso molecular (tales como GSSG); etc. Todas estas funciones hacen
al T(SH)2 un metabolito clave en el mantenimiento de la homeostasis redox intracelular
importante para la supervivencia de los parasitos y dado que este tiol esta ausente en
mamiferos, las enzimas que participan en su biosintesis son consideradas un excelente
blanco molecular para la generacion de nuevas drogas para el tratamiento de las
enfermedades producidas por estos organismos (Moutiez y col., 1995; Repetto y col., 1996;
Lopez y col., 2000; Dormeyer y col., 2001; Steenkamp, 2002; Schmidt y col., 2003; Thomson
y col., 2003; Comini y col., 2004; Ariyanayagam y col., 2005; Greig y col., 2006; Piattoni y
col., 2006).

GSH

ATP
GSH-espermidina
q sintasa
ADP

GSH-espermidina / dNDP
. . ATP RSSR (tioles celulares)
Tripanotién (04 R. (SH)
sintasa  app Ry 2’ )
Ribonucleétido reductasa

TXN(S)
NADP T(SH), ’ TXNPx(SH)2 ROOH
Tripanotién Triparredoxina Triparredoxina peroxidasa
reductasa
NADPH TS2 TXN(SH)2 TXNPx (S)2 ROH,H20

R, (S)2
Ribonucleétido reductasa
( R'SH )
RSH
(tioles celulares)
red

Fig. 1.14: Representacion esquematica del rol del tripanotién en tripanosomatidos.
Imagen tomada de Steenkamp, 2002.

-21-



Introduccion

e Tripanotion reductasa.

La tripanotion reductasa (TR) es una flavoproteina homoéloga a GR y TRXR. Esta
enzima reduce el TS; a T(SH)2 a expensas del NADPH (reaccién 8), con lo cual posee un rol
importante en el mantenimiento de una alta relaciéon intracelular T(SH)>/TS;. Es
préacticamente exclusiva de los géneros Crithidia, Trypanosoma y Leshmania, pero se ha
detectado actividad TR en extractos proteicos de protozoos no pertenecientes al orden
Kinetoplastida como Euglena gracilis y Entamoeba histolytica (Krauth-Siegel y col., 1987;
Jockers-Scherubl y col., 1989; Sullivan y col., 1991; Montrichard y col., 1999; Tamayo y col.,
2005).

NADPH + H* + TS, - NADP+ + T(SH),  (8)

Las TR se caracterizan por presentar una estructura homodimérica con una molécula
de FAD y un sitio activo (un disulfuro reactivo) en ambas subunidades. El mecanismo de
reaccion de las TR es similar a las GR (Fig. 1.7). Una marcada diferencia entre la TR y la GR
es el sitio de unién a sustrato oxidado, mientras que en la GR el sitio es hidrofilico y
cargado positivamente, en la TR es hidrofébico y cargado negativamente, esto marca una
gran especificidad de sustratos en estas enzimas que emplean sustratos “similares” (el-
Waer y col,, 1993; Lantwin y col., 1994; Zhang y col., 1996, Marsh y col., 1997). Se ha
demostrado que la TR es esencial para la virulencia y supervivencia de los parasitos; con
lo cual estd considerada, junto a las enzimas de la biosintesis de tripanotién, como un
blanco molecular para la generacion de nuevos medicamentos (Henderson y col., 1988;
Bonnet y col., 1997; Tovar y col., 1998; Blumenstiel y col., 1999; Bond y col., 1999; Bonse y
col., 1999; Chitkul y col., 2000; Krieger y col., 2000; Rivarola y col., 2002; Krauth-Siegel y
col., 2003a; Parveen y col., 2005; Hamilton y col., 2006; Czechowicz y col., 2007).

e Triparredoxina.

Las triparredoxinas (TXN) son proteinas redox que fueron descubiertas por primera
vez en C. fasciculata (CFIXN1, CfTXN2). También se aislaron a partir de T. brucei, T. cruzi'y
Leshmania infantum. Pertenecen a la superfamilia TRX, y difieren de las TRX tipicas por
poseer un sitio activo WCPPC. Ademas, filogenéticamente estdin mas emparentadas a las

nucleorredoxinas (Nrx) vegetales y de nematodos. Por otro lado, poseen un potencial de
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reduccién mayor que las TRX (E°” = -249 mV), haciéndolas reductores menos eficientes, la
cual esta compensada por la gran abundancia relativa que presentan en estos parasitos
(Gommel y col., 1997; Ludemann y col., 1998; Montemartini y col., 1998; Guerrero y col.,
2000; Steinert y col.,, 2000; Flohe y col, 2002; Reckenfelderbaumer y col., 2002).
Funcionalmente, las TXN transfieren equivalentes de reduccion desde el tripanotién a una
peroxirredoxina de 2-Cys (TXNPx). Ademas, son mediadores en otras reacciones redox,
como por ejemplo, son sustratos de la ribonucleétido reductasa y acttian en la reduccién
de disulfuros de enzimas regulando su actividad (Dormeyer y col., 2001; Flohe y col., 2002;
Greig y col., 2006). Las TXN son especificamente reducida por T(SH).. El GSH es un
sustrato pobre para estas enzimas. A diferencia de las TRX, las TXN no son eficientemente
reducida por TRXR, o por otros miembros de la familia de las disulfuro reductasas, tales

como TR o GR (Nogoceke y col., 1997; Flohe y col., 2002).

1.6.4. Peroxirredoxinas.

Las peroxirredoxinas (Prx) son un grupo de enzimas ampliamente distribuidas en
practicamente todos los organismos vivientes que catalizan la reduccién de H>O,
hidroperéxidos orgénicos (ROOH) y ONOO-. Existen evidencias de que las Prx son
involucradas no s6lo en la detoxificacion de perdxidos, sino también en vias de
proliferacion, diferenciacion y apoptosis celular, participando como reguladoras de las
ERO/ERN que operan como moléculas sefializadoras (Wood y col., 2003a; Wood y col.,
2003b; Rhee y col., 2005a; Flohé y col., 2007; Passardi y col., 2007).

Mecanisticamente, todas las Prx catalizan el mismo primer paso en la reduccién de
peroxidos, la generaciéon del alcohol (o agua) a partir del peréxido y la concomitante
oxidacién del tiol de la cisteina peroxidatica (R-SpH) a acido sulfénico (R-SpOH). El
subsiguiente reciclado de esta cisteina oxidada a su forma reducida es en lo que se
diferencian tres tipos de mecanismos generales. La mayoria de las Prx poseen una
segunda cisteina reactiva, la cisteina resolutiva (R-SgH), la cual forma un disulfuro
intra/intersubunidad con el acido sulfénico de la cisteina peroxidatica (para generar
R-Sp-Sr-R) previo a la completa reduccion. En las “2CysPrx tipicas” la cisteina peroxidatica
y la cisteina resolutiva se encuentran en subunidades diferentes, con lo cual este tipo de
proteina son homodimeros obligados en la generacion de una molécula reactiva. Por el

contrario, en las “2CysPrx atipicas” tanto la cisteina peroxidética y la cisteina resolutiva se
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encuentran en la misma subunidad, generando un enlace disulfuro intracatenario y por lo
general estas proteinas se encuentran como mondmeros activos. Existe un ntmero
modesto de Prx que acttian como “1CysPrx” evitando la necesidad de la formacién de un
enlace disulfuro previa a la completa reduccion. Los mecanismos para el reciclo de las
2CysPrx generalmente involucran TRX u otra proteina que contiene el/los moédulo/s
redox CXXC similar a TRX, como por ejemplo TXN, Grx, AhpD, etc. y una flavoproteina
piridina nucleétido disulfuro reductasa, que regenere a la anterior. El mecanismo preciso
de regeneraciéon de las 1CysPrx no se encuentra completamente claro, pero podria
involucrar a moléculas reductoras de bajo peso molecular, tales como el ascorbato o GSH y
en algunos casos catalizado por la GST (Fig. 1.15) (Kang y col., 1998; Hofmann y col., 2002;
Wood y col.,, 2003b; Manevich y col.,, 2004; Flohé y col., 2007; Monteiro y col., 2007;
Passardi y col., 2007).

Tipica 2-Cys Prx
HOH
SF,OH
2 RSH 2-Cys Prx 2 -Cys Prx ROH
Disulfuro Sk SrH
reductasa
PH
RSSR 2-Cys F’rx ROCH
;H
Atipica 2-Cys Prx
Sp SPOH
2 RSH Atipica Prx (L Atipica Prx ROH
Disulfuro SrH
reductasa
RSSR Atipica Prx ROOH
1-Cys Prx SpOH
2 RSH 1-Cys Pr -
Reductores
que contienen
tioles
RSSR + HOH 1CysPM// ROOH

Fig. 1.15: Los tres mecanismos generales de las Prx. Imagen tomada de Wood y col., 2003.
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Las 2CysPrx y las 1CysPrx pueden existir como dimeros o decdmeros en solucién y
en estructuras cristalinas. Las propiedades oligoméricas de las Prx se ven influidas por
factores como la fuerza iénica, pH, la presencia de Mg?* o Ca?*, y/o el estado redox. El
estado de oligomerizacién en si mismo puede actuar como un mecanismo de regulacion
de la propia actividad de la Prx (Fig. 1.16) (Chauhan y col., 2001; Wood y col., 2002; Wood
y col., 2003b; Flohé y col., 2007).

Se ha demostrado que la actividad de las Prx puede ser regulada por fosforilacién,
por ejemplo mediada por quinasas dependientes de ciclina, por proteélisis, por
glutationalizacion, pero principalmente por la hiperoxidacion de la cisteina peroxidatica
durante el primer paso de reduccién de peréxidos. Esta hiperoxidacién, comtinmente en
Prx eucariotas, da como resultado la generaciéon de acido sulfinico (R-SpO:H) el cual no
puede ser resuelto por la cisteina resolutiva (en el caso de las 2CysPrx) o reducible por
tioles de bajo peso molecular o por proteinas que contienen el clasico motivo redox CXXC,
por el contrario se han identificado unas proteinas llamadas sulfirredoxinas (Srx) las
cuales catalizan la reduccién dependiente de ATP del R-SpO.H, volviéndolo a R-SpOH,
siguiendo con el ciclo catalitico normal de las Prx. Es por ello que, la formacién del acido
sulfénico durante la catdlisis normal de las Prx actia como un interruptor sensible a
perdxido, regulando de forma reversible la susceptibilidad de las Prx como funcién de la

concentracion de peréxidos (Wood y col., 2003b; Flohé y col., 2007).
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2-Cys Atipica 2-Cys Tipica 1-Cys

PrxI
(S-9)

Fig. 1.16: Diferentes clases de Prx. Modelos de cintas y diagramas de topologia asociada para la
representacion de la estructuras cristalinas para las tres clases de Prx: 2CysPrx tipica: PrxI de rata,
PrxIl de humano, TXNPx de Crithidia fasciculata y Salmonella typhimurium AhpC; 2CysPrx atipica:
PrxV de humano; y 1CysPrx: PrxVI de humano. Los diferentes estados de oxidacion de la cisteina
peroxidatica de las diferentes estructuras se encuentran entre paréntesis: como tiol (-SH), acido
sulfénico (-SOH), acido sulfinico (-SO.H) o disulfuro (-S-S-). Imagen tomada de Wood y
col., 2003.

1.6.5. Catalasa

La catalasa es una hemoperoxidasa ampliamente distribuida entre los organismos
aerobios, principalmente en algunas bacterias, animales y plantas. Cataliza la
descomposicion de dos moléculas de peréxido de hidrégeno en oxigeno y agua, con una
eficiencia catalitica de aproximadamente 4 107 M-s. Esta enzima es un homotetramero,
conteniendo un grupo hemo por subunidad (Forman y col., 2004, Winyard y col., 2005;
Banerjee, 2008). El mecanismo de la catalasa no se conoce completamente, aunque se

estima que la reaccién quimica se produce en dos etapas:
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1) H,0, + Fe(IIl)-E — H,0 + O=Fe(IV)-E(.+)
2)  HyO, + O=Fe(IV)-E(.+) — H,O + Fe(lll)-E + O,

La catalasa puede también oxidar diferentes compuestos téxicos como: formaldehido,
acido férmico, y alcoholes (Forman y col., 2004; Winyard y col., 2005; Banerjee, 2008). Para
ello, utiliza al peréxido de hidrégeno como aceptor de electrones, acorde a la siguiente
reaccion:

H>O, + HoR — 2H,O + R

Como en el caso anterior, el mecanismo de la reaccién es desconocido.

1.6.6. Superoéxido dismutasa.

La enzima superdxido dismutasa (SOD) cataliza la dismutacién de superdxido en
oxigeno y perdxido de hidrégeno. Debido a esto es una importante defensa antioxidante
en la mayoria de las células expuestas al oxigeno. Existen varias formas comunes de SOD
que contienen diferentes cofactores metélicos como cobre, zinc, manganeso, hierro o
niquel (Forman y col, 2004, Winyard y col.,, 2005; Banerjee, 2008). La dismutacién
catalizada por SOD del superéxido puede representarse como las siguientes

semirreacciones:

1) M@+D)+ = SOD + Oy~ — Mn* = SOD + O;
2) Mnr* = SOD + Oy~ + 2H* — M@+ = SOD + H,O»

donde M es Cu (n=1), o Mn (n=2), o Fe (n=2), o Ni (n=2). En esta reaccién el estado de
oxidacion del catiéon metalico oscila entre n y n+1. Esta enzima se encuentra ampliamente
distribuida, tal que en el citosol de practicamente todas las células eucariotas contiene una
enzima SOD con cobre y zinc (Cu-Zn-SOD). Por otro lado, en mitocondrias y numerosas
bacterias contienen una forma con manganeso (Mn-SOD). (Forman y col., 2004; Winyard y

col., 2005; Banerjee, 2008).
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1.6.7. Enzimas reparadoras.
e Metionina sulféxido reductasa.

Como se menciond anteriormente, los residuos de metionina pueden oxidarse, por
accion de ERO, para generar una mezcla diastereomérica de metionina sulféxido (MetSO):
metionina-S-sulféxido (Met-5-SO) y metionina-R-sulféxido (Met-R-SO), debido a la
presencia de un azufre quiral presente en el sulféxido (Fig. 1.17). Esta oxidacion puede
resultar en cambios estructurales y funcionales en las proteinas, trayendo, por ejemplo,
procesos de envejecimiento celular. Sin embargo, la oxidaciéon de la metionina a metionina
sulféxido es reversible. Este dltimo es un proceso importante que protege a las células
contra el estrés oxidativo y ademas puede actuar como un mecanismo de regulacién de la
funcién biolégica de ciertas proteinas (Fig. 1.18) (Moskovitz, 2005; Petropoulos y col.,
2006).

(IZOOH (Ifi“
HC—(CH2)2||----S©
NH, Hs
Metionina-S-sulfoxido
%,

ERO QU
Metionina S
Metionina

\%
<
COOH Metionina-R-sulfoxido W

HC —(CH,), - SC3) | i
— 22||n-
COOH
Hac I @ HC_{CH2)2||I--'S®

NH .
2 HE—(CHam 5 b, HaC

NHZ Hac

Fig. 1.17: Susceptibilidad a la oxidacién del atomo de azufre de la metionina.
Imagen tomada de Banerjee y col., 2008.

La reducciéon de metionina sulféxido es catalizada por una enzima denominada
metionina sulféxido reductasa (MSR). El donador de electrones fisiolégico para este
proceso es TRX. Dado que la formacion de MetSO genera dos formas isoméricas, existen
dos enzimas distintivamente estereoespecificas: MsrA y MsrB. La MsrA sélo puede
reducir Met-5-SO y MsrB es especifica para Met-R-SO. La mayoria de los organismos
contienen MsrA y MsrB, indicando la importancia de este proceso reparativo. La funcién
primaria de las Msr es reparar metionina sulféxido en proteinas y péptidos, sin embargo,

pueden reducir, con menor eficiencia, metionina sulféxido libre. Muchas de las MsrB
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contienen un atomo de zinc, el cual es coordinado por cuatro cisteinas y posee un rol
estructural en estas proteinas (Grimaud y col., 2001; Moskovitz y col., 2002; Weissbach y
col., 2002; Ezraty y col., 2005; Kauffmann y col., 2005).

Dafo oxidativo
por ERO
de funcion

Proteinas — Enfermedad,
Nativa _ Met(O) envejecimiento

Reparacion
por metionina
sulféxido
reductasa

Agregacion,
pérdida

Proteina

Fig. 1.18: Via de reduccién de metionina sulf6xido. Imagen tomada de Banerjee y col., 2008.

Se han resuelto las estructuras tridimensionales tanto de MsrA como MsrB de varias
fuentes, observdndose que los diferentes tipos de Msr poseen diferencias en el plegado,
siendo por ejemplo los sitos activos una imagen especular uno del otro. El mecanismo
catalitico de las Msr involucra el siguiente orden: 1) el tiolato de la cisteina catalitica ataca
al sulféxido, generando metionina y formando un &cido sulfénico intermediario sobre la
cisteina; 2) la cisteina resolutiva ataca al acido sulfénico intermediario para formar un
disulfuro intramolecular; 3) el disulfuro es reducido por TRX u otro donador de electrones

(Boschi-Muller y col., 2001; Boschi-Muller y col., 2005; Kauffmann y col., 2005).

e Sulfirredoxina.

Las Prx eucariotas, las cuales funcionan normalmente como reductasas de perdxidos,
son susceptibles a la hiperoxidacién (formacion de &cido sulfinico) de la cisteina
peroxidatica por un exceso del sustrato oxidante, generando una forma inactiva. Las
sulfirredoxinas (Srx) reducen Prx hiperoxidadas en presencia de Mg?* y ATP, regenerando
la cisteina a acido sulfénico. Se ha sugerido que existe una transferencia de un grupo
fosforilo desde el ATP al acido sulfinico de la Prx para generar un sulfinico fosforil-éster
como paso inicial requerido para la activacion de esta especie. Seguido a esta activacion, el
ataque nucleofilico del tiolato de un residuo de cisteina en la Srx al sulfinico fosforil éster

de la Prx para formar un enlace tiosulfinato entre las dos proteinas y la ruptura del
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complejo por reaccién con otro grupo atacante (tiolato). Existen evidencias que DTT o TRX
o GSH pueden servir como reductores en el proceso de reparacion (Fig. 1.19) (Biteau y col.,
2003; Chang y col., 2004; Jonsson y col., 2005; Rhee y col., 2007; Jonsson y col., 2008).

La oxidacion de los grupos tioles en las cisteinas a dcido sulfinico ha sido observada en
multiples clases de Prx y puede ocurrir en otras proteinas con cisteinas reactivas. La
oxidaciéon de las cisteinas para generar acido sulfénico y su futura oxidacién a acido
sulfinico, puede representar dos pasos o dos tipos de reacciones de oxidaciéon regulatorias
que pueden actuar como interruptores funcionales para la actividad de las proteinas,
siempre y cuando la modificacién sea reversible. La evidencia existente demostré que las
Srx parecen ser especificas para la reparacion de Prx, dado que proteinas, tales como la
gliceraldehido-3-fosfato dehidrogenasa y DJ-1, hiperoxidadas no mostraron ser sustratos
para enzimas. Es por ello que la reduccion del acido sulfinico en residuos de cisteinas
reactivas no aparenta ser un mecanismo regulatorio reversible para proteinas diferentes a

las Prx (Chang y col., 2004; Jonsson y col., 2005; Woo y col., 2005; Rhee y col., 2007).

SpH ROOH oy
P
"Ne.H ROOH
R
NAD(P)* >_'<\
Disulfuro SPOH SpozH
reductasa
\ \
NAD(P)H SgH SgH
+H* Srx-SS- R ATP
Sp Srx
Prx{ | R SH Mg?*
Ns, R-SS-R {™ ADP
o
Prx-Sp S-Srx 7—T Prx- SPO P2
P, Srx-SH

Fig. 1.19: Mecanismo catalitico y de inactivacion de Prx y mecanismo
propuesto de reparaciéon por Srx. Imagen tomada de Banerjee y col., 2008.
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1.7. Protistas

El reino Protista, también llamado Protoctista, es aquel que contiene a todos aquellos
organismos eucariotas que no pueden clasificarse dentro de alguno de los otros tres reinos
eucarioticos: Fungi (hongos), Animalia (animales en sentido estricto) o Plantae (plantas). En
el arbol filogenético de los organismos eucariotas, los protistas forman varios grupos
monofiléticos separados, o incluyen miembros que estan estrechamente emparentados con
alguno de los tres reinos citados. Se les designa con nombres que han perdido valor en la
ciencia biolégica, pero cuyo uso es imposible desterrar, como “algas”, “protozoos” o
“mohos mucosos” (Cavalier-Smith, 2002; Wolf y col., 2006).

Dentro de las caracteristicas mas importantes encontramos:

e Ambiente: Ninguno de sus representantes estd adaptado plenamente a la existencia en
el aire, de modo que los que no son directamente acuéticos, se desarrollan en ambientes
terrestres humedos o en el medio interno de otros organismos.
e Organizacion celular. Eucariotas (células con nicleo), unicelulares o pluricelulares. Los
mas grandes, algas pardas del género Laminaria, pueden medir decenas de metros, pero
predominan las formas microscépicas.
e Estructura. Se suele afirmar que no existen tejidos en ningtn protista, pero en las algas
rojas y en las algas pardas la complejidad alcanza un nivel muy préximo al tisular, incluida
la existencia de plasmodesmos (por ejemplo, en el alga parda Egregia). Muchos de los
protistas pluricelulares cuentan con paredes celulares de variada composicién, y los
unicelulares autotrofos frecuentemente estdn cubiertos por una teca, como en caso
destacado de las diatomeas, o dotados de escamas o refuerzos. Los unicelulares
depredadores (fagotrofos) suelen presentar células desnudas (sin recubrimientos). Las
formas unicelulares a menudo estdn dotadas de movilidad por reptaciéon o, mas
frecuentemente, por apéndices de los tipos que llamamos cilios y flagelos.
e Nutricion. Autétrofos, por fotosintesis, o heterétrofos. Muchas formas unicelulares
presentan simultdneamente los dos modos de nutriciéon. Los heterétrofos pueden serlo por
ingestién (fagotrofos) o por absorcion osmética (osmoétrofos).
e Metabolismo del oxigeno. Todos los eucariontes, y por ende los protistas, son de origen

aerobio (usan oxigeno para extraer la energia de las sustancias orgénicas), pero algunos
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son secundariamente anaerobios, tras haberse adaptado a ambientes pobres en este
compuesto.

e Reproduccion y desarrollo. Puede ser asexual (clonal) o sexual, con gametos y cigoto,
frecuentemente alternando la asexual y la sexual en la misma especie. Las algas
pluricelulares presentan a menudo alternancia de generaciones. No existe embrién en
ningun caso.

e Ecologia. Los protistas se cuentan entre los mas importantes componentes del plancton
(organismos que viven en suspensién en el agua), del bentos (del fondo de ecosistemas
acuéticos) y del edafon (de la comunidad que habita los suelos). Hay muchos casos de
parasitismo ecolégicamente importantes y también de mutualismo, como el caso de los
flagelados que intervienen en la digestion de la madera en el intestino de los termes o los
que habitan en el rumen de las rumiantes. El simbionte algal de los liquenes es casi
siempre un alga verde unicelular.

El reino Protista constituye un taxén parafilético puesto que se basa en el caracter
plesiomérfico de la unicelularidad y no contiene a todos los descendientes de las especies
que abarca (ver Tabla 1.1) (Cavalier-Smith, 2002; Adl y col., 2005; Parfrey y col., 2006; Wolf
y col., 2006). Los protistas han tenido un papel central en el origen y evolucién de la célula
eucariota. Se han propuesto varias hipétesis considerando la acumulacién de datos sobre
la naturaleza quimérica del genoma de los eucariontes. La evolucién subsiguiente es dificil
de determinar por las recombinaciones intertaxonémicas primarias, secundarias e incluso
terciarias que tuvieron lugar. Sin embargo, comparaciones de multiples genes y de datos
ultraestructurales aclaran en cierta medida tales eventos. Sobre la base de estos datos se
han propuesto algunos grupos monofiléticos y una filogenia aproximada de los protistas
(Cavalier-Smith, 2002; Adl y col., 2005; Parfrey y col., 2006; Wolf y col., 2006; Cavalier-
Smith, Nov - 2006).
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Autétrofos fotosintéticos

Algas bacilariofitas (diatomeas)
Algas crisofitas

Algas cloroéfitas

Algas feofitas

Algas rodofitas

Unicelulares, pardo-doradas, encerradas en dos valvas
siliceas, marinas y de agua dulce

Unicelulares y coloniales, pardo-doradas, muchas con
escamas en su superficies, dulceacuicolas

Unicelulares, coloniales y multicelulares, verdes de
agua dulce y marinas

Todas multicelulares, que incluyen las grandes algas
pardas, casi todas marinas

Todas multicelulares, rojas, la mayoria marinas

Autétrofos y heterotrofos

Dinoflagelados

Euglenoides

La mayoria unicelulares, verdes o de colores muy
vistosos, de agua dulce y marinos
Todos unicelulares, verdes o incoloros, de agua dulce y
marinos, de vida libre o parasitos

Heterotrofos multinucleados y multicelulares

Mixomicetes

Acrasiomecetos

Oomicetos

Moho mucilaginosos plasmodiales
Moho mucilaginosos celulares

Moho acuéticos

Heterotrofos unicelulares

Mastigo6foros
Ameboides o sarcodinos
Cilioéforos

Opalinidos

Esporozoos

Flagelados. Parasitos o de vida libre

Organismos ameboideos, de vida libre o parésitos
Ciliados de vida libre o parasitos

Flagelados parasitos intestinales de vertebrados

inferiores
Todos organismos parasitos

Tabla 1.1: Clasificacién del reino protista.

1.7.1. Entamoeba histolytica.

Entamoeba histolytica es un protozoo pardsito anaerobio con forma ameboide que se

multiplica por fisién binaria (reproduccién asexual). E. histolytica puede existir en dos

formas morfolégicas: trofozoito y quiste. Es un organismo patégeno para el humano,

quien es su Unico hospedador, causando amebiasis lo cual incluye colitis amébica y

absceso hepatico (Loftus y col., 2005; Centers_for_Disease_Control_and_Prevention).
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Fig. 1.20: Imagen de trofozoitos de
E. histolytica tomada con microscopio
de fase. Imagen tomada de
www.wikipedia.org.

e Taxonomia:
Reino: Protista
Filo: Amoebozoa
Clase: Archamoebae
Orden: Entamoebida
Familia: Entamoebidae
Género: Entamoeba

Especie: E. histolytica

e Caracteristicas metabdlicas.

El metabolismo de E. histolytica es similar al de Giardia sp y Trichomonas sp, anaerobio,
fermentativo y de naturaleza bacteriano. Esta ausencia de mitocondria hace a E. histolytica
carecer de un ciclo de Krebs funcional y de la via de fosforilacién oxidativa,
consecuentemente la obtenciéon de ATP es anaerdbica y a nivel de sustrato. Los productos
finales de la fermentacion en este parasito son CO,, acetato, etanol y alanina. E. histolytica
carece de mitocondrias tipicas, en su lugar posee un tipo de mitocondria degenerada, el
mitosoma. El mitosoma deriva probablemente de la mitocondria, y como ésta, posee una
doble membrana y proteinas que le son entregadas por medio de una secuencia sefial. Los
péptidos sefiales son muy similares a los usados para transporte hacia mitocondrias en
otros organismos. Algunas proteinas asociadas a los mitosomas estan relacionadas con las
presentes en las mitocondrias, por ejemplo proteinas que poseen clusters [2Fe-2S]. Los
mitosomas, al contrario que las mitocondrias, no contienen genoma ni proteinas de la

cadena respiratoria. Los genes para los componentes mitosomales se encuentran
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codificados en el genoma nuclear. Hasta el momento, no se comprende completamente la
importancia y funciéon de esta organela en E. histolytica y otros protozoos anaerobios
(Bhattacharya y col., 2000; Upcroft y col., 2001; Leon-Avila y col., 2004; Anderson y col.,
2005; Bansal y col., 2006a).

Organics
Glucose
ATP
Pyruvate
Pyruvate
ATP

Fig. 1.21: Representacion de vias fermentativas en
E. histolytica Imagen adaptada de www.wikipedia.org.

e Morfologia y fisiologia.

Se pueden distinguir varias formas o fases de desarrollo en esta especie, presentes
durante varias etapas de su ciclo de vida (Centers_for_Disease_Control_and_Prevention).
- Trofozoito: es la forma activamente moévil de la especie y pleomérfica. Se caracteriza
por tener un ndcleo con una concentracién de cromatina puntiforme y generalmente
concéntrica llamado cariosoma central; asi como la formacién de cromatina en la periferia
del ntcleo. Su citoplasma carece de algunas organelas que se encuentran en la mayoria de
los eucariontes como son: citoesqueleto estructurado, microtabulos citoplasmaticos,
mitocondrias y sistema de lisosomas primarios y secundarios, se alimenta por fagocitosis y
digestion intracelular de nutrientes
- Quiste: forma infectante. El proceso de enquistamiento se da cuando las condiciones
ambientales le son desfavorables a los trofozoitos. Contiene de 1 a 4 ntcleos, dependiendo
de la madurez del quiste. Son de forma redondeada, refringente con una membrana

claramente demarcada.

-35-



Introduccion

- Metaquiste: tienen las mismas caracteristicas que los quistes, por derivarse de estos
durante el proceso de desenquistamiento en la luz del colon proximal. Son los metaquistes
los que dardn origen a los trofozoitos, por lo que tienen una membrana mads irregular y

delgada que un quiste.

e Amebiasis - Epidemiologia.

La Organizacion Mundial de la Salud define a la amebiasis: “como la condicién de
portar el parasito E. histolytica con o sin manifestaciones clinicas". Hay 50 millones de
nuevas infecciones por afo y 70.000 muertes. La disenteria amébica se presenta
frecuentemente en paises tropicales, aunque también se presentan casos en las zonas
templadas y frias (Fig. 1.22). La amebiasis estd ampliamente distribuida en el mundo,
siendo la India, Sur y Oeste de Africa, Lejano Oriente y Sur y Centro América, las areas
con mayor incidencia. En Europa y Estados Unidos menos del 5% de la poblacién es
portadora. El modo de transmisién mas frecuente es la ruta fecal-oral, siendo el hombre el
anico reservorio (Organizacién_Mundial_de_la_Salud, ; Upcroft y col., 2001).

La infeccién ocurre por la contaminacion del agua, alimentos crudos mal lavados o mal
cocinados con quistes infecciosos provenientes de heces contaminadas. Es posible que
moscas y cucarachas transporten quistes, desde las heces hasta los alimentos. Los quistes
son resistentes, sobreviviendo varias semanas, pero mueren a alta temperatura. Esta es
una de las enfermedades relacionadas con la pobreza, la ignorancia, las malas condiciones
sanitarias, el hacinamiento y la desnutricion. Las condiciones de baja higiene aumentan la
incidencia y prevalencia de la disenteria amebiana (Organizaciéon_Mundial_de_la_Salud, ;

Upcroft y col., 2001).

L]
'

Fig. 1.22: Distribucién geografica de la amebiasis. OMS 2004.

-36-



Introduccion

e (iclo de vida.

El ciclo de vida (Fig. 1.23) comienza con la ingesta de quistes provenientes de agua o
alimentos contaminados con materia fecal (1). Estos pasan sin modificacién por el
ambiente acido del estémago hasta la porcién inicial del colon y el ciego, donde se induce
la transformacion a metaquistes (2), los cuales rapidamente se dividen en ocho trofozoitos
(3). Los trofozoitos se adhieren fuertemente a la mucosa del colon, multiplicindose y
pudiendo causar intenso dolor. Algunos trofozoitos se transforman en formas quisticas,
que no se adhieren a la mucosa y son expelidas en las heces (4)

(Organizacion_Mundial_de_la_Salud, ; Centers_for_Disease_Control_and_Prevention).

- %na =

Ingesta de

hitp:itwww. dpd. cde.govidpdx quistes maduros

A=Fasa infectiva A &1 i '-"\ 2 &/A
A= Fase de diagndstico

e
Quistes y trofozoitos
expulsados en las heces
=Colonizacion no invasiva

=Enfermedad intestinal | i

\
=Enfermedad extraintestinal lJ

Salida del
huésped
S 2 5 - ' /
Exquistacién  Trofozoitos © :/"1 f&*\ o | TR,
B — [ | A
 hag ' B ‘s o7hadior 2 : . :
& A A Yy & || Fig. 1.23: Morfologia y ciclo de

Quistes. A A A A vida de E. histolytica. Imagen

tomada de www.cdc.gov.

e Patologia.

Las lesiones por E. histolytica pueden ser intestinales (disenteria) o extraintestinales,

involucrando potencialmente a varios 6rganos.

(Centers_for_Disease_Control_and_Prevention)
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- Lesiones intestinales: La patologia intestinal ocurre principalmente en cualquier parte

del colon, en particular el ciego, sigmoides y el recto. La interaccién inicial del trofozoito
conlleva la lisis de las células diana, probablemente por accién proteolitica. Una vez
atravesado el epitelio intestinal, penetra e instala habitat en la submucosa. La reaccion
inflamatoria resultante en el tejido intestinal produce nédulos que progresan a tlceras y
subsecuente necrosis localizada como resultado de trastornos del riego sanguineo. La
resistencia del parésito al ataque del sistema del complemento, hace que pueda sobrevivir
en medio de una sobrepoblacion infiltrativa de células linfocitarias.

- Lesiones extraintestinales:
1. Localizacion pulmonar, generalmente originada por contigiiidad de las lesiones

hepaticas, observandose con maés frecuencia en el pulmoén derecho. Se caracteriza
por necrosis del parénquima pulmonar con posible infeccién bacteriana
secundaria.

2. Localizacién cerebral, causada por diseminacién sanguinea. Es una complicaciéon

bastante rara.

3. Localizaciéon en la piel, causando tlceras dérmicas, viéndose con mas frecuencia en

la regién perianal, peneal y la pared abdominal.

4. Absceso hepético. Es la lesiéon mas frecuente.

Varios factores se encuentran caracterizados en la patogenicidad de este parésito
(Kobiler y col., 1980; Mattern y col., 1980; Spinella y col., 1997; Spinella y col., 1999; Hughes
y col., 2000; Upcroft y col., 2001; Bruchhaus y col., 2003; Marion y col., 2004; McCoy y col.,
2005; Ocadiz y col., 2005), como ser:

- Lectinas Gal/GalNAc: son proteinas de transmembranas heterodiméricas

codificadas por una familia multigénica que permiten la adhesién de la ameba a
mucinas de la mucosa intestinal. La adhesién es un paso clave para la fagocitosis y
citotoxicidad mediada por el parasito.

- Cisteina-proteasas: grupo de proteasas codificadas por una familia multigénica,

importantes en la generacién de abscesos amébicos.

- Amebotoxina 0 amebaporas: son proteinas de aproximadamente 77 aminodacidos,

contenidas en las vesiculas de secrecién, empleadas para dafiar y destruir a
bacterias y a células del huésped por generacion de poros en la membrana

plasmatica.
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e Diagnostico y Tratamiento.

Las infecciones humanas asintomadticas son usualmente diagnosticadas con la
demostraciéon directa de los quistes del parédsito en las heces. En las infecciones
sintomaticas, la forma trofozoito puede ser observada en las heces frescas mediante
microscopia directa. Los exdmenes seroldgicos existen y la mayoria de los individuos
resultaran positivos para la presencia de anticuerpos, tengan o no sintomatologia. Los
niveles de anticuerpos resultan mayores en pacientes con abscesos hepéaticos Los
procedimientos maés recientes incluyen una prueba que detecta la presencia de proteinas
amebianas en las heces, y otra que demuestra la presencia de ADN de la ameba en heces.
(Upcroft y col., 2001; Centers_for_Disease_Control_and_Prevention).

Las infecciones con E. histolytica se tratan por prescripcién médica de antiparasitarios.
La droga de preferencia es el metroimidazol (mas del 90% de los casos); pero también se
emplean otras, tales como iodoquinol, paramomicina o furoato de diloxanida y tinidasol.
Los abscesos hepéticos avanzados pueden requerir de tratamiento quirtrgico. A pesar de
la importancia de la enfermedad como problema de salud publica, se cuenta con un
numero relativamente reducido de medicamentos para el tratamiento de la disenteria y el
absceso hepético amebianos. La mayoria de ellos con un margen terapéutico estrecho y
con diversos efectos secundarios en el hombre. Ademds, han aparecido informes de
resistencia de E. histolytica a algunos de los fdrmacos antiparasitarios més usuales en la
préactica médica (tales como metroimidazol). Por ello resulta conveniente la bisqueda
permanente de compuestos antiparasitarios més eficientes y mejor tolerados por el
hombre (Upcroft y col, 2001; Bansal y col, 2006a; Bansal y col, 2006b;

Centers_for_Disease_Control_and_Prevention).

e Metabolismo redox en E. histolytica.

Los trofozoitos de E. histolytica usualmente viven en un ambiente anaerobio o
microaerofilico dentro del intestino, donde son expuesto a bajas concentraciones de
oxidantes generados por el metabolismo de la flora normal que reside alli. No obstante,
durante la invasion a otros tejidos, E. histolytica es expuesta a un incremento en la presion
de oxigeno y a altas cantidades de ERO generadas por células efectoras de la respuesta

primaria, tales como neutroéfilos y macréfagos. Estudios previos han demostrado que el
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parésito puede tolerar hasta un 5% de oxigeno gaseoso. Desde este punto de vista, cuatro
enzimas han sido identificadas siendo importantes como sistemas antioxidantes en este
parasito:

- Una superdxido dismutasa que contiene hierro (Fe-SOD), la cual cataliza la
dismutacion del radical superéxido a peréxido de hidrégeno y oxigeno molecular
(Bruchhaus y col., 1994a).

- Se ha caracterizado wuna flavin reductasa bifuncional (NADPH:flavina
oxidorreductasa, Ehp34), relacionada a las AhpF y a L-TRXR, que posee tanto actividad
disulfuro reductasa como la capacidad de reducir el oxigeno molecular a peréxido de
hidrégeno (Bruchhaus y col., 1998).

- Se ha evidenciado la presencia de una piruvato:ferredoxina oxidorreductasa sobre
la membrana plasmatica y en una estructura compacta en el citoplasma. Esta enzima
cataliza la descarboxilacién oxidativa del piruvato a acetil-CoA y CO, para generar
ferredoxina reducida. Se le ha atribuido un papel importante en la activacion y efectividad
de metroimidazol contra la infeccién con este parésito (Wassmann y col., 1999).

- Una peroxirredoxina (2-Cys-Prx tipica, Ehp29), estudiada por varios grupos de
trabajo, con capacidad de eliminar peréxido de hidrégeno, producido durante la reduccion
del oxigeno molecular por Ehp34 o durante la dismutacion del anién superéxido por la
Fe-SOD amébica. La reacciéon de remocion de peréxido de hidrégeno mediada por la Prx
es dependiente de la presencia de tioles o de la actividad disulfuro reductasa de Ehp34.
Una diferencia marcada entre la Prx de E. histolytica y otros miembros de la familia es que
aquella posee una extendida region rica en cisteinas hacia el extremo N-terminal y que
variantes truncadas en esta regién poseen menor actividad peroxidasa respecto a la
version nativa. Dado que este parasito no posee catalasa, la Prx es considerada como un
importante proteccion contra el ataque oxidativo durante la infeccién a los tejidos
(Tannich y col., 1991; Bruchhaus y col., 1992; Bruchhaus y col., 1994a; Bruchhaus y col,,
1997; Bruchhaus y col., 1998; Tekwani y col., 1999; Cheng y col., 2000; Hughes y col., 2003;
Akbar y col., 2004; Cheng y col., 2004; Choi y col., 2005).

Se ha observado la fuerte induccion de los genes que codifican a estas tres enzimas
arriba mencionadas por altos niveles de oxigeno ambiental o bajo condiciones de estrés

oxidativo. Por otro lado, la resistencia a metroimidazol estd fuertemente asociada al
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incremento en la expresion de Fe-SOD y de la Prx y una represion en la expresion de
piruvato:ferredoxina oxidorreductasa. Ademads, se ha demostrado que la accién de la
Fe-SOD disminuye la susceptibilidad por el metroimidazol bajo condiciones
microaerofilicas y no en condiciones de anaerobiosis (Bruchhaus y col., 1994a; Wassmann
y col., 1999; Wassmann y col., 2000; Upcroft y col., 2001).

Distintivamente, E. histolytica es un eucariota que carece de glutatiéon y de todas las
enzimas asociadas. El principal tiol de bajo peso molecular en este organismo, al igual que
en Trichomonas y Giardia, es la cisteina. Esta se encuentra presente en altos niveles en la
ameba, generdndose por medio de la enzima cisteina sintetasa, la cual habia sido descripta
originalmente en bacterias y plantas (Tekwani y col., 1999; Loftus y col., 2005). Estudios
realizados describen que E. histolytica puede tomar glutatiéon del medio y convertirlo en
tripanotién, un ditiol “exclusivo” de kinetoplastidos. Los mismos autores han detectado
actividad TR en extractos parcialmente purificados de este protozoo. Contrariamente,
otros estudios realizados por otro grupo de trabajo, no ha podido demostrar la existencia
de tripanotion en esta ameba. Més atn, la ausencia de genes que codifiquen para enzimas
relacionadas al tripanotién en el proyecto genoma, recientemente finalizado, hacen que la
existencia del metabolismo asociado al tripanotién en E. histolytica siga siendo un tema
controversial (Ondarza y col., 1997; Ariyanayagam y col., 1999; Ondarza y col., 1999a;
Ondarza y col., 1999b; Loftus y col., 2005; Tamayo y col., 2005).

1.7.2. Phaeodactylum tricornutum.

Phaeodactylum tricornutum es una diatomea tnica en el género Phaeodactylum. Las
diatomeas son organismos fotosintéticos que viven en agua dulce o marina, constituyendo
una parte muy importante del fitoplancton. El modelo experimental dentro de las
diatomeas es la especie P. tricornutum, la cual tiene un genoma relativamente pequefio, un
tiempo de generacion corto y es factible de ser transformada genéticamente. Uno de los
rasgos caracteristicos de las diatomeas es la presencia de una cubierta de silice (di6xido de
silicio hidratado) llamado frastulo. La evidencia f6sil sugiere que se originaron durante o
antes del periodo Jurasico temprano (Bhaya y col., 1991; Zaslavskaia y col., 2000; Scala y
col., 2002; Gruber y col., 2007; Kroth y col., 2008).
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Fig. 1.24: Fotografia de P. tricornutum.
Imagen tomada de www.wikipedia.org.

e Taxonomia.
Reino: Protista
Filo: Heterokontophyta
Clase: Bacillariophyceae
Orden: Naviculales
Familia: Phaeodactylaceae
Género: Phaeodactylum

Especie: P. tricornutum

e Diatomeas - Clasificacion.

Tradicionalmente se han distinguido las diatomeas centrales, con simetria radial
circular o trimera y las pennales, con simetria bilateral y forma alargada. Las primeras son
parafiléticas con respecto a los segundas. Una clasificacion mas reciente divide las
diatomeas en tres clases: diatomeas céntricas (Coscinodiscophyceae), diatomeas pennales
sin rafe (Fragilariophyceae) y diatomeas pennales con rafe (Bacillariophyceae) (Mann,

1989; Round y col., 1990; Falciatore y col., 2002).

e Diatomeas - Caracteristicas.

Las diatomeas son organismos fotosintéticos que forman parte del fitoplancton. Tienen
un color dorado olivaceo, debido a su juego de pigmentos fotosintéticos, que como en
otros Chromistas incluye clorofila c1 y ¢z asi como carotenoides como pigmentos
auxiliares y fucoxantina. Las reservas de alimento se almacenan como hidratos de carbono

o aceites que, ademds de servir de reserva, contribuyen a su flotabilidad (Mann, 1989;
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Falciatore y col., 2002). Poseen como cubierta al frastulo, constituido por dos piezas o
valvas que encajan como una caja y su tapadera, de manera que la caja es mas pequefia
que la tapadera. La silice biogénica que compone los frastulos se sintetiza
intracelularmente por la polimerizaciéon de los monémeros de acido silicico. Este material
es entonces extraido al exterior de la célula y afiadido al frastulo. Los frastulos muestran
una gran diversidad de formas, algunos muy bellos y ornamentados y generalmente
constan de dos partes asimétricas o valvas con una divisién entre ellas, de ahi el nombre

del grupo (Mann, 1989; Falciatore y col., 2002).

FRUSTULO FAJAS

HIPOTECA

Nucleo Mitocondria
Golgi

Phaeoplasto

Fig. 1.25: Esquema general de la estructura de una diatomea pennal.
Imagen tomada de Vrieling y col., 2005.

La forma de reproduccion mas frecuente de las diatomeas es de manera asexual por
divisién celular. En este proceso debido a que una parte del frastulo es mas pequefia que
la otra, al dividirse, la parte pequena genera una diatomea de menor tamafo que la
original. De esta forma, en la primera generacioén el 50% de las diatomeas son de menor
tamafio y como el frastulo no puede crecer, las diatomeas se van haciendo mas pequenas
en cada generacion sucesiva. Pero luego de una determinada cantidad de generaciones, las
diatomeas se reproducen de forma sexual, formando gametos sin frastulos. Este
mecanismo ayuda a restablecer el tamafio original de las diatomeas porque el cigoto que
se forma crece mucho antes de producir un nuevo frastulo (Mann, 1989; Falciatore y col.,

2002).
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Fig. 1.26: Divisién mitética de una diatomea penal. (SDV - depésito vesicular de silica). Imagen
tomada de Vrieling y col., 2005.

e Importancias bioldgicas e industriales.

Actualmente se conocen mas de 200 géneros vivientes de diatomeas y se estiman
alrededor de 100.000 especies extintas. Como colonizadores, estos protistas se distinguen
por encontrarse en cualquier tipo de ambiente, ya sea marino o dulceacuicola (Scala y col.,
2002; Kroth y col., 2008). También se encuentran en ambientes donde existen condiciones
extremas de temperatura o salinidad y de igual forma las encontramos interactuando con
otros organismos (Scala y col., 2002; Maheswari y col., 2005; Kroth y col., 2008). Las
diatomeas son especialmente importantes en los océanos, donde se calcula que
proporcionan hasta un 45% del total de la produccién primaria oceédnica, siendo
responsables de generar alrededor del 20% de la fijacién global de carbono (Maheswari y
col., 2005; Kroth y col., 2008). Esto las colocan en una posicién importante en las cadenas
troficas y es por ello que son de relevancia en la ecologia acuatica; a la vez, son de
importancia en el reciclo de minerales, tal como el silice (Vrieling y col., 2005). Este rol
como grandes productores tréficos, hacen a las diatomeas primordiales en la regulacién de
los niveles atmosféricos de CO, ahora de gran interés dado el especial aumento que este
“gas de invernadero” presenta y por consiguiente el calentamiento global (Scala y col.,

2002; Maheswari y col., 2005; Akcha y col., 2008; Kroth y col., 2008).
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Las diatomeas poseen diversas utilidades en biotecnologia e industria como la
alimentaciéon humana y animal, las industrias farmacéutica y cosmética, la producciéon de
fertilizantes, el acondicionamiento de suelos para la agricultura y la depuracién de aguas
residuales (Vrieling y col., 2005; Grachev y col., 2008). Los cultivos de microalgas poseen
numerosas ventajas: a gran escala son simples en su implementaciéon y econdémicos
(Cifuentes y col., 2003; Carvalho y col., 2005). Muchas microalgas crecen en ambientes
salinos e hipersalinos, por lo que no compiten con la agricultura tradicional por los
limitados recursos de tierra arable y agua fresca (Converti y col., 2006). Son excelentes
fuentes alimenticias, dado que poseen concentraciones de nutrientes poco comunes,
superior a la observada en cualquier especie vegetal. Pero ain es mayor su elevada
concentracion de vitaminas, minerales y otros nutrientes (Raja y col., 2007). En el campo de
la medicina humana y veterinaria es considerable su potencial. Algunas especies contienen
luteina, que puede reducir el riesgo de diversos tipos de cancer, enfermedades cardiacas y
oftalmolégicas, asi como otros compuestos con accién anticarcinogénica, antimutagénica,
estimuladora del sistema inmune, reductora de hipertension, desintoxicante y reductora
de colesterol (Domergue y col., 2002; Domergue y col., 2003).

Por otra parte las microalgas representan una importante reserva de &cidos grasos
omega-3, cuyos derivados son efectivos en la prevencién y el tratamiento de ciertas
patologias, incluyendo enfermedades coronarias, agregaciéon plaquetaria, y niveles
anémalos de colesterol (Yongmanitchai y col., 1991). Se emplean como aditivos para
forraje para ganaderia y en la acuicultura dado su alto contenido proteico (Cifuentes y col.,
2003; Lodi y col., 2003). Se usan como colorantes en la industria alimenticia en margarinas,
mayonesas, jugos de naranja, helados, quesos y productos de panificacién (Banerjee y col.,
2002). Las microalgas se utilizan también como biofertilizantes y acondicionadores del
suelo (Domergue y col, 2003). También son empleadas como indicadoras de
contaminacién por su tolerancia a los metales pesados tales como cobre, cadmio y plomo,
asi como a los hidrocarburos clorados (Akcha y col., 2008). La utilizacién de microalgas,
constituye un método muy conocido para tratar aguas residuales, sin muchas inversiones
adicionales, aportando el oxigeno que resulta tan necesario a las bacterias en su papel
degradador (Lodi y col., 2003; Converti y col., 2006). Hoy es indiscutible la importancia
econémica de las microalgas como organismos de los cuales se pueden extraer productos

beneficiosos. Ademas de ser productoras primarias de los ambientes acuaticos, son
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indicadoras de contaminaciéon (Akcha y col., 2008). A pesar de las importancias
biotecnolégicas y ecolégicas, solamente se han estudiado desde el punto de vista
fisiolégico y bioquimico unas 50 especies de diatomeas de las 30.000 las especies de
microalgas existentes, por lo que representan un recurso préacticamente inexplorado con

un amplio potencial a ser explotado (Kroth, 2007).

e Metabolismo antioxidante en P. tricornutum.

A pesar de la importancia ecolégica, industrial y biotecnolégica que presentan las
diatomeas, existen pocos antecedentes sobre el metabolismo antioxidantes en estos
organismos. Unos pocos trabajos han descripto que en cultivos P. tricornutum expuestos a
metales pesados como cobre, zinc, cadmio, mercurio, etc., existe un cambio en los niveles
de tioles de bajo peso molecular y de enzimas antioxidantes (Holdsworth y col., 1977;
Reiriz y col., 1994; Kawakami y col., 2006). Se ha demostrado la presencia de GSH en
células de P. tricornutum, asi como se ha detectado actividades enzimaticas en extractos
crudos libres de células, de enzimas como: glutatiéon reductasa, superéxido dismutasa,
catalasa, ascorbato peroxidasa y pirogallol peroxidasa (Morelli y col., 2004).

Ademas, se evidenci6 la existencia de un mecanismo activo en la detoxificacién por el
envenenamiento por metales pesados que implica el secuestro intracelular de los iones del
metal por medio de glutation y péptidos relacionados al glutatiéon, tales como
fitoquelatinas (FQ). Estos compuestos son péptidos de (y-Glu-Cys)n-Gly, sintetizados
enzimaticamente por una fitoquelatina sintasa, que utiliza glutation reducido como
substrato y es activada por los iones metalicos (como Cd?*, Pb?*, Zn2* y Cu?*) (Holdsworth
y col., 1977; Reiriz y col., 1994; Morelli y col., 1997; Morelli y col., 2001; Morelli y col., 2005;
Kawakami y col., 2006).

1.7.3. Trypanosoma cruzi

Trypanosoma cruzi es un protozoo de la clase Kinetoplastidae, familia
Trypanosomatidae, caracterizado por la presencia de un solo flagelo y una sola
mitocondria, dentro de la cual se encuentra el genoma ordenado en una red compleja y
compacta denominada kinetoplasto. T. cruzi es el agente etiolégico de la enfermedad de
Chagas, siendo un parasito intracelular con un ciclo de vida que involucra a mamiferos

(hospederos) e insectos hematéfagos (vectores) (TDR-Home_Page).
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Fig. 1.27: Esquema de organizacién subcelular de epimastigote de T. cruzi.
Imagen tomada de Souza 2008.

e Taxonomia.
Reino: Protista
Filo: Euglenozoa
Clase: Kinetoplastidae
Orden: Trypanosomatida
Familia: Trypanosomatidae
Género: Trypanosoma

Especie: T. cruzi

e Caracteristicas de los kinetoplastidos.

- Poseen una organela derivada de las mitocondrias llamada kinetoplasto, la cual
contiene ADN distinto al que se encuentra en el nicleo. El ADN del kinetoplasto es muy
particular y consiste de mini y maxi-circulos que se encuentran concatenados. Los maxi-
circulos codifican para varios genes mitocondriales en tanto que los mini-circulos son mas
heterogéneos y contienen informacién codificante para los ARNg (ARN guias), los cuales
son necesarios para la ediciéon de los ARNm provenientes de los maxi-circulos (Budde,
2003; Souza, 2008).

- Tienen una organela derivada de los peroxisomas, llamada glicosoma en donde ocurre

la mayor parte de la via glicolitica. La alta concentracién de las enzimas responsables de
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los pasos iniciales de la glucdlisis en los glicosomas hace de éste un proceso altamente

eficiente y rdpido. En esta organela ocurre la via glucolitica desde la hexoquinasa hasta la

fosfogliceratoquinasa. Otras funciones del glicosoma incluyen la biosintesis de

pirimidinas, la B-oxidacién de acidos grasos y el salvataje de purinas (Parsons, 2004;

Michels y col., 2006; Souza, 2008).

- Poseen una tnica mitocondria muy ramificada (Souza, 2008).

- Se caracterizan por tener un tnico flagelo que participa en procesos celulares como

motilidad y unién a sustratos (Souza, 2008).

- Poseen un fuerte citoesqueleto compuesto de microtabulos (Souza, 2008).

- Contrariamente a lo que ocurre en otros eucariotas, el ADN de este organismo es

transcripto continuamente en forma de un mensajero policistrénico. La maduraciéon de

este mensajero es llevado a cabo por un proceso de “trans-splincig” (Teixeira, 1998;

Guerrero, 2000; Teixeira y col., 2003).

- No existe ninguna la regulacién transcripcional, en consecuencia todos los genes son

transcriptos, siendo un caso excepcional en los eucariotas. La regulacion reside a nivel

post-transcripcional (Teixeira, 1998; Guerrero, 2000; Teixeira y col., 2003).

- Caracteristicas energéticas:
La glucdlisis se inicia en una organela del tipo de los microcuerpos llamada glicosoma.
No se produce una degradaciéon total de la glucosa, ni ain en presencia de O,. Se
elimina una mezcla de CO, acidos dicarboxilicos (succinico y malico) y alanina. En las
formas sanguineas de los tripanosomas, por lo general no se detecta generacién de
ATP asociada a la mitocondria. Ausencia de reservas en forma de lipidos o
polisacaridos. Se encontraron polifosfatos y fosfagenos. En las formas presentes en el
insecto vector, las mitocondrias se vuelven mas activas, aparecen crestas y aumenta la
expresion de enzimas necesarias para la fosforilaciéon oxidativa. También se observa

catabolismo de aminoacidos (Michels y col., 2006).

e Morfologia.
T. cruzi presenta tres formas distintas: amastigote, epimastigote y tripomastigote

(Centers_for_Disease_Control_and_Prevention).
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- Amastigote: esférico u ovalado, es la forma reproductiva en el interior de las células
mamiferas.

- Epimastigote: alargado y con el kinetoplasto localizado anteriormente al ntcleo, es la
forma reproductiva en el tracto digestivo de los insectos vectores y en medios de cultivo.

- Tripomastigote: también alargado, pero con el kinetoplasto localizado posteriormente

al nacleo. Se encuentra en la sangre de los mamiferos y es la forma infectiva de ellos. Esta

forma no se divide.

Fig. 1.28: Formas celulares de T. cruzi. A) Epimastigotes, B) Tripomastigote metaciclico, C)
Amastigotes en el interior de una célula muscular, D) Tripomastigote sanguineo en sangre
periférica. N: nicleo; K: kinetoplasto; F: flagelo; MO: membrana ondulante; GR: glébulo rojo; CM:
célula muscular. Imagen tomada de Igoillo Esteve, 2005.

e Ciclo de vida.

El ciclo de vida del T. cruzi se puede dividir en dos etapas principales: en el huésped
(mamifero) y en el vector (insecto). Este parasito es transmitido principalmente por
triatomas, en Argentina el principal vector es Triatoma infestans (vinchuca)
(Organizacion_Mundial_de_la_Salud, ; Centers_for_Disease_Control_and_Prevention).

- Etapas en el ser humano: El ciclo se inicia cuando un insecto hematéfago infectado pica

a un ser humano y defeca. Los tripomastigotes metaciclicos se transmiten en las heces
(Fig. 1.29-1). Entran en el huésped a través de la herida o por el cruce de las membranas

mucosas. Cuando entran en una célula humana, se convierten en amastigotes (2). Esta es
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una etapa reproductiva a través de la mitosis. Después de la reproduccién, una gran
cantidad de amastigotes se encuentran en la célula infectada, formandose seudoquistes (3).
El amastigote se convierte de nuevo en tripomastigote y la célula se lisa. El tripomastigote
vuelve a infectar otra célula repitiéndose el ciclo de multiplicacién (4).

- Etapas en el insecto: Cuando el insecto pica a un huésped infectado, algunos

tripomastigotes pasan a él a través de la sangre (5). En el intestino del insecto, se
transforman en epimastigotes (6), los cuales constituyen una segunda etapa reproductiva
(7). Después de la reproduccion a través de mitosis, los epimastigotes pasan al recto. Alli
se convierten en fripomastigotes metaciclicos (8) y se evacuan a través de las heces. Las heces

pueden infectar a un nuevo huésped (1), repitiéndose el ciclo.

Fase en insectos triatdominos Fase en humanos

La triatoma succiona sangre
iiripomasligoles medacidicos san Tripomastigates metacidicos penetran
en varlas células del siflo de ingreso.
Dentro de las células se
transforman en amastigotes.

o axpulsadas en las heoss y penelran alravés
de handas o par maEmbranas mucosas).

~ L=\
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"1es1lnu paalenor A @
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Les tripomastigotes puedan infectar
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amastigotes intracelulares en
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Las manifestaclonas clinicas
pueden resullar a partir
de este ciclo infective.
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Fig. 1.29: Ciclo de vida del T. cruzi. Imagen tomada de www.cdc.gov.

e Patogenicidad - Manifestaciones clinicas.
El T. cruzi produce la llamada enfermedad de Chagas o tripanosomiasis americana. Se
transmite por medio de insectos hematéfagos del grupo de los triatominos, principalmente

el Triatoma infestans. Estos insectos son insectos hematéfagos que viven en las rendijas,

-50-



Introduccion

agujeros y espacios desaseados de viviendas o bodegas en las regiones de América del Sur
y América Central (Chagas_Disease_Alliance, ; Organizacion_Mundial_de_la_Salud, ;

Centers_for_Disease_Control_and_Prevention).

Fig. 1.30: Insecto vector Triatoma infestans.
Imagen tomada de www.wikipedia.org.

Estos insectos se infectan después de picar a un animal o persona que ya padece la
enfermedad. En general, la infeccion se propaga a los seres humanos cuando un insecto
infectado deposita heces en la piel mientras que la persona estd durmiendo en la noche. La
persona a menudo se frota las picaduras, introduciendo accidentalmente las heces en la
herida, un corte abierto, los ojos o la boca. Los animales pueden infectarse de la misma
forma. Otras formas de transmision menos frecuentes incluyen el ingerir comida
contaminada con el parasito, transfusiones de sangre y transmision fetal (TDR-
Home_Page, ; Centers_for_Disease_Control_and_Prevention).

En el hombre, la enfermedad de Chagas presenta tres estadios: la fase aguda, poco
después de la infeccién y la fase crénica que puede desarrollarse incluso pasado diez afios
(TDR-Home_Page, ; Centers_for_Disease_Control_and_Prevention).

En la fase aguda, un nédulo cutaneo local llamado chagoma puede aparecer en el sitio
de inoculacién. Cuando el sitio de inoculacién es la membrana mucosa conjuntival, el
paciente puede desarrollar edema periorbital unilateral, conjuntivitis y linfadenitis
preauricular. Esta constelacion de manifestaciones se refiere como signo de Romaiia el
cual esta presente en muy pocos casos. La fase aguda suele ser asintomaética, pero pueden
presentarse fiebre, anorexia, linfadenopatia, hepatosplenomegalia leve y miocarditis. La
fase crénica es sintomatica y puede aparecer afios o décadas después de la infecciéon
inicial. La enfermedad afecta al sistema nervioso, al aparato digestivo y al corazén. Las
infecciones croénicas dardn como resultado desérdenes neurolégicos como por ejemplo la
demencia, dafio en el musculo cardiaco (miocardiopatia) y algunas veces la dilataciéon del

tracto digestivo (megacolon y megaesofago) asi como también puede haber pérdida de
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peso. Sin tratamiento, la enfermedad de Chagas puede ser mortal, por lo general debido al
componente de miocardiopatia (Organizacion_Mundial_de_la_Salud, ; TDR-Home_Page, ;

Centers_for_Disease_Control_and_Prevention).

e Epidemiologia.

La organizacién mundial de la salud (OMS) estima que la enfermedad de Chagas
afecta entre 16-18 millones de personas. Unos 100 millones (25% de la poblaciéon de
Latinoamérica) de personas estarian en riesgo de contraer la enfermedad y se estima que
cada afio mueren 50 mil personas. La enfermedad crénica de Chagas sigue siendo un gran
problema de salud en muchos paises de América Latina, a pesar de la eficacia de medidas
preventivas e higiénicas. (Organizacion_Mundial de_la_Salud, ; TDR-Home_Page, ;
Centers_for_Disease_Control_and_Prevention).

La enfermedad de Chagas se distribuye por toda América, desde el sur de los Estados
Unidos hasta Argentina, mayormente en areas pobres y rurales de Centro y Suramérica.
La enfermedad esti establecida casi exclusivamente en é&reas rurales, donde el insecto
transmisor, correspondiente a la subfamilia de los Triatominae, puede reproducirse y
alimentarse en su reservorio natural (las mds comunes son el armadillo y marsupiales).
Dependiendo de las especiales interacciones locales de los vectores y sus hospedadores,
otros animales como los animales domésticos como gatos, perros, ratones domésticos y
animales salvajes pueden servir también como reservorios. (Chagas_Disease_Alliance, ;

Organizacion_Mundial_de_la_Salud, ; TDR-Home_Page).

Chagas Disease

[lichagas Endemic Countries

Fig. 1.31: Distribucién geografica de la Enfermedad de Chagas. OMS 2004.
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e Diagnostico.

El procedimiento diagndstico consiste en la demostracion directa del agente causal
(Organizacion_Mundial_de_la_Salud, ; TDR-Home_Page).

Es casi siempre preciso en los resultados y puede ser logrado por:
1. Examen al microscopio, buscando la motilidad del parésito en la sangre no-coagulada
del paciente, lo que es posible s6lo en la fase aguda.
2. En el diagnoéstico basado en la deteccion indirecta del organismo por xenodiagnéstico.
3. Deteccion del ADN del parasito por PCR.
4. Varias pruebas inmunoldgicas. Deteccién de anticuerpos especificos contra el parasito
en la sangre.

- Fijacién del complemento

- Hemoaglutinacion indirecta

- ELISA

- Aglutinacién directa

- Aglutinaciéon de particulas

e Tratamiento

La medicaciéon para la enfermedad de Chagas es generalmente eficaz cuando se
administra durante la etapa aguda de la infeccién. Las drogas de la opcién son azoles o
nitroderivados tales como benzonidazol o nifurtimox. Se ha informado que estas drogas
curan completamente y disminuyen la probabilidad de cronicidad en mas de un 90% de
los casos, pero desafortunadamente, la resistencia a las mismas y a es un hecho registrado.
Ademéds, estos agentes son altamente toxicos y poseen considerables efectos nocivos.
(TDR-Home_Page, ; Centers_for_Disease_Control_and_Prevention). En la etapa crénica,
no existe de una quimioterapia antiparasitaria eficaz, por lo que sélo se realizan cuidados
paliativos, mejorando las sintomatologias manifestadas por los pacientes
(Organizacion_Mundial_de_la_Salud, ; TDR-Home_Page).

El genoma de T. cruzi (asi como el de otros tripanosomatidos) ha sido secuenciado
recientemente (El-Sayed y col.,, 2005), siendo asi un logro de gran ayuda para la
identificacion de posibles blancos moleculares para el disefio racional de nuevas drogas

terapéuticas que sean eficientes y seguras para el tratamiento de estas afecciones. Esto,
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sumado a la implementacién de planes de educaciéon y prevencién, de saneamiento y
erradicacion de los diferentes vectores permitira desarrollar armas importantes en la lucha

contra este flagelo que acecha a toda Latinoamérica.

e Metabolismo redox dependiente de tioles en T. cruzi.

El metabolismo redox de T. cruzi (asi como de otros tripanosomatidos) es tnico, ya que
se basa principalmente en el tripanotion. Este pardasito carece tanto de catalasa, como de
glutation peroxidasa del tipo selenoenzima y de GR. El sistema dependiente del
tripanotion protege al parasito contra el dafio oxidativo, intoxicacién por metales pesados
y provee equivalentes de reduccién para la sintesis de desoxirribonucleétidos (Flohe y col.,
1999; Krauth-Siegel y col., 2003b; Muller y col., 2003; Mehlotra, 2004; Jaeger y col., 2006;
Krauth-Siegel y col., 2008b). El tripanotion es sintetizado a partir de la conjugacion de una
molécula de espermidina con dos moléculas de glutatiéon, mediante la acciéon en una
enzima, la TS. Se ha observado que la TS de T. cruzi puede aceptar otras poliaminas como
sustratos, lo cual es de importancia bajo condiciones en donde la espermidina puede ser
limitante (Oza y col., 2002). El rol central del tripanotion sobre la viabilidad, virulencia y
defensa contra el estrés oxidativo en tripanosomatidos ha sido demostrado mediante
ensayos de “knock-down” de la TR (enzima encargada de regenerar especificamente el TS; a
T(SH)2 a expensas del NADPH ) y mediante ensayos de ARN de interferencia sobre la TS
en T. brucei (Tovar y col., 1998; Comini y col., 2004).

Esta funcién critica del tripanotion es entendida mejor si se considera su multifacética
participacién en el metabolismo redox, que es esquematizada en la Fig. 1.33. Este tiol
provee equivalentes de reduccion a las TXN, las cuales son oxidorreductasas
multiprop6sitos relacionadas a la TRX (Flohe y col., 1999). Las TXN son sustratos
reductores especificos para diversos tipos de Prx encontradas en el parasito: una del tipo
de 2CysPrx tipica, la TXNPx (Flohe y col., 2002), y a una proteina homoéloga a glutation
peroxidasas, GPxI (que poseen Cys en lugar de SeCys en su sitio activo) (Wilkinson y col.,
2002a). En la via de detoxificaciéon de peréxidos, el flujo de equivalentes de reduccién
parte desde el tripanotion hacia la TXN y finalmente a los hidroperéxidos, mediante
alguna de las Prx. Esta tinica via de detoxificaciéon de peroxidos es conservada en todas las
especies de tripanosomatidos, reemplazando al sistema del glutation caracteristico de los

hospederos mamiferos (Mehlotra, 2004; Irigoin y col., 2008; Krauth-Siegel y col., 2008b). Se
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ha descripto la existencia en este pardsito de una Prx homologa a las fosfolipido
hidroperéxido glutatiéon peroxidasas (GPxII), residente en reticulo endoplasmatico liso, la
cual s6lo acepta equivalentes de reducciéon del GSH (Wilkinson y col., 2002c). Se postula
que la funcién de esta enzima es la protecciéon contra la peroxidaciéon lipidica en una
organela clave en la sintesis de fosfolipidos.

Como se muestra en la Fig. 1.33, la regeneracion del GSH a partir del GSSG en
tripanosomatidos puede ocurrir por reduccion directa con el T(SH). (Krauth-Siegel y col.,
2003b) o por medio de la actividad transhidrogenasa de una proteina tnicamente
descripta en T. cruzi, la TcP52 (Moutiez y col., 1995). Esta dltima enzima cataliza la
reduccion de GSSG a expensas de T(SH)» reconstituyendo el GSH. También se ha
descripto en T. cruzi la existencia de un ascorbato peroxidasa similar a la de plantas, que es
un tipo de hemoperoxidasa ubicadas en el reticulo endoplasmatico del parésito, las cuales
emplean los equivalentes de reduccién del ascorbato para la reduccién de hidroperéxidos
(Wilkinson y col., 2002b). La regeneracion del ascorbato se lleva a cabo por la reduccién no
enzimatica del dehidroascorbato por tripanotiéon (Krauth-Siegel y col., 2003b). Hasta el
momento, no se ha descripto la existencia de alguna TRXR en T. cruzi, pero se ha
demostrado que posee una TRX tipica (Piattoni y col., 2006), pero cuya participacion
funcional no han sido completamente elucidada hasta el momento.

La sensibilidad de los tripanosomatidos al estrés oxidativo y la ausencia del
metabolismo del tripanotion en hospedadores mamiferos, hace a las enzimas del
metabolismo redox en estos protozoos excelentes blancos para el disefio racional de
nuevas drogas tripanocidas (Flohe y col., 1999; Krauth-Siegel y col., 2003b; Muller y col.,
2003; Mehlotra, 2004; Jaeger y col., 2006; Krauth-Siegel y col., 2008b). En la Fig. 1.32 se
esquematiza las diferentes funciones metabélicas del tripanotién; mientras que la
distribucién subcelular de las enzimas que participan en el metabolismo redox se muestra

en la Fig. 1.33.
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Fig. 1.32: Reacciones dependientes de tripanotion. El tripanotién es mantenido en forma reducida a
expensas del NADPH, en una reaccién catalizada por tripanotién reductasa (TryR). El T(SH).
reduce directamente a TXN, al dehidroascorbato (dhAsc) para formar ascorbato (Asc), al GSSG para
formar GSH. Via estos intermediarios, el T(SH) participa en la sintesis de deoxirribonucleétidos y
en la descomposiciéon de perdxidos. El T(SH). puede interactuar directamente con varios
compuestos electroéfilos en la detoxificaciéon de oxoaldehidos, metales, y drogas. También, el T(SH):
puede reaccionar con radicales libres (RU) en reacciones de detoxificacién y de reparacién. RR,

ribonucleotido reductasa;

ROOH, hidroperoxidos;

A, oxidante de un-electrén; TXNPx,

triparredoxina peroxidasa; GPxI, GPxII, glutatiéon peroxidasa; APx, ascorbato peroxidasa. Fig.

tomada de Irigoin y col. 2008.
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1.7.4. El enclave evolutivo de los protistas.

En el proceso evolutivo que condujo a la apariciéon de los eucariotas con
capacidades de respirar y/o fotosintéticos comienza con la captura endosimbiética de una
célula procariota primitiva (bacteriana o cianobacteria, respectivamente) por parte de un
eucariota heterotréfico. De esto derivan organelas como las mitocondrias y los llamados
plastidos primarios (fotosintéticos) encontrados en algas verdes y rojas y en plantas
(Rogers y col., 2004). En este proceso evolutivo, las algas, algunos protozoos y las
diatomeas ocupan una posiciéon de relevancia. En este sentido, las diatomeas son producto
de lo que se conoce como endosimbiosis secundaria, siendo el resultado de que una célula
eucariota haya fagocitado a un eucariota fotosintético, probablemente un alga roja
(Armbrust y col., 2004; Bradbury, 2004). La endosimbiosis secundaria también dio lugar a
otra serie de organismos y a determinar relaciones evolutivas estrechas entre células
autétrofas y heterotrofas. Asi, por ejemplo, las algas verdes euglenoides son producto de
una endosimbiosis secundaria y estdn relacionadas con tripanosométidos que sufrieron
similar proceso pero que a continuacién perdieron el cloroplasto, aunque mantuvieron un
namero importante de enzimas relacionadas con el metabolismo fotosintético del carbono
(Hannaert y col., 2003; Martin y col., 2003).

Estas variaciones en el proceso evolutivo hacen que en los diferentes organismos se
encuentren enzimas que catalizan reacciones similares pero que estdn reguladas segin el
contexto metabdlico particular al cual son funcionales. A partir de esto, es de importancia
estudiar las relaciones de estructura proteica a funcién y regulacion de estas proteinas. Es
por ello que es relevante la realizacién de estudios comparativos de las rutas metabélicas y
de las propiedades de las proteinas involucradas entre los mismos. En este sentido, el
metabolismo de 6xido-reducciéon (redox) es uno particularmente importante para su
caracterizacion entre estos organismos ubicados en un enclave evolutivo. Mdas arriba en
esta introduccién se resalté la importancia de este metabolismo para la fisiologia y la
capacidad de respuesta a estrés en diferentes organismos. El estudio del metabolismo
redox resulta de potencial relevancia en protozoos (en los cuales ha sido caracterizado en
forma parcial o relativamente escasa, segin el microorganismo), ya sea para una
aplicacion/mejora biotecnoldgica (en el caso de P. tricornutum) o de utilidad para el disefio

racional de nuevos agentes terapéuticos (en el caso de E. histolytica o T. cruzi).
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2. OBJETIVOS.

e Objetivo general:

Realizar estudios a nivel del metabolismo redox, en la identificacion de los sistemas

tiorredoxina y dependientes del glutation y tripanotién en protozoos, especificamente en

Entamoeba histolytica, Phaeodactylum tricornutum, y Trypanosoma cruzi a fin de hacer un

analisis funcional de las proteinas involucradas en estos organismos.

¢ Objetivos especificos:

1.

Identificacién, clonado, expresién recombinante y caracterizacion funcional de
componentes del sistema tiorredoxina en E. histolytica.

Identificacién y caracterizacion de componentes del metabolismo redox
dependiente de tioles en P. tricornutum.

Identificacién de las enzimas relacionadas a la reparacion del dafio oxidativo de
proteinas en T. cruzi. Caracterizaciéon funcional del sistema metionina sulféxido
reductasa.

Avanzar sobre el conocimiento de la gendémica y proteémica de E. histolytica,
P. tricornutum y T. cruzi para comenzar a establecer nuevas lineas de estudio de sus

metaboldémicas.
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3. MATERIALES Y METODOS.

3.1. Materiales y reactivos quimicos.

Los componentes de los medios bacteriolégicos fueron obtenidos de Laboratorios
Britania (Argentina). Los reactivos para biologia molecular fueron adquiridos de los
representantes en Argentina de las firmas: Promega, Invitrogen y Fermentas. Los
materiales para purificacion de proteinas fueron adquiridos de la firma GE Healthcare.
Todos los demas reactivos quimicos empleados fueron de las mas altas calidades
comercialmente disponibles (Sigma-Adrich, Merck o similares). Los aceites esenciales de
peperina (Bystropogon mollis) y tomillo (Thymus vulgaris) se extrajeron mediante destilacién

por arrastre con vapor (Bandoni, 2000).

3.2. Cepas de protozoos y procedimiento de cultivo.

J Entamoeba histolytica.

Los trofozoitos de E. histolytica cepa HM1:IMSS fueron cultivados axénicamente en el
Laboratorio del Dr. Hugo Lujan (INIMEC, Facultad de Ciencias Médicas, Universidad
Catolica de Cérdoba, Argentina) a 36,5 °C en medio TYI-S-33 suplementado con suero
bovino de adulto inactivado por calentamiento al 12 % (v/v) y complejo vitaminico de

Diamond al 2 % (p/v) (Diamond y col., 1978).

J Phaeodactylum tricornutum

Las células de P. tricornutum fueron cultivadas bajo condiciones autotréficas, con
iluminacién (92 pE m2s?) en un medio de cultivo a base de agua de mar artificial
(Armbrust y col.,, 2004) a 22 °C con aireaciéon. Las células fueron provistas por el
Dr. Alejandro Beccaria (Laboratorio de Fermentaciones - Facultad de Bioquimica y

Ciencias biolédgicas, Universidad Nacional del Litoral, Argentina).

J Tripanosoma cruzi.
Para este estudio se emplearon células de T. cruzi cepa CL-Brener. Los epimastigotes

fueron cultivados axénicamente bajo condiciones de crecimiento logaritmico a 28 °C en
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medio LIT suplementado con hemina 20 pg ml! y suero fetal bovino al 10%, como se
describi6 anteriormente (Gomez y col., 1989). Los tripomastigotes metaciclicos fueron
obtenidos por cultivo axénico bajo condiciones de diferenciacién espontanea de
epimastigotes (Allaoui y col., 1999). Las células de T. cruzi amastigotes se obtuvieron
mediante la infecciéon de monocapas de células Vero con tripomastigotes metaciclicos,
como se describi6 anteriormente (Andrews y col., 1982). Las células fueron suministradas
por el Bioq. César Gutiérrez (Laboratorio de Bioquimica Microbiana - Facultad de

Bioquimica y Ciencias Biologicas, Universidad Nacional del Litoral, Argentina).

3.3. Cepas bacterianas, plasmidos y procedimiento de cultivo.

3.3.1. Cepas bacterianas
Para el desarrollo de esta tesis se utilizaron cuatro cepas de E. coli, para el clonado y
expresion de las proteinas recombinantes, el genotipo de las mismas se detalla a

continuacion:

v' E. coli Top 10 F' (Invitrogen): [lacla Tn10(Tet®)] mcr A A(mrr-hsdRMS-mcrBC)
®80lacZAM15 AlacX74 recAl deoR araD139 A(ara-leu)7697 galU galK rpsL (StrR)
endAl nupG

v' E. coli JM109 F (Stratagene): [traD36 proAB* lacla lacZAM15]/recAl endAl
gyrA96 (Nall)thi hsdR17 supE44 relA1 A(lac-proAB) mcrA

v' E. coli BL21 (DE3) (Novagen): F- ompT hsdS (r- m-) gal dem (DE3)

v E. coli Rosetta (DE3) (Novagen): F- ompT hsdSg (rs- ms ) gal dem lacY1 (DE3)
PRARE (argU, argW, ileX, glyT, leuW,proL) (Cmk)

3.3.2. Plasmidos utilizados.

Para el desarrollo de este estudio se emplearon los pldsmidos de clonado y

expresion enlistados en la Tabla 3.1.
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Plasmido Caracteristicas Referencia

Vector de clonado (3,0 kb) para productos de

pGEM®-T Easy PCR( ‘a‘lfa complementacioén, resistencia a Invitrogen
ampicilina.
Vector de expresion (2,9 kb) inducible por
pRSET-A IPTG, promotor T7, fusién a cola de histidina Invitrogen

en N-terminal, resistencia a ampicilina.

Vector de expresion (6,0 kb) inducible por
PMAL-C2 IPTG, promotor Lac, fusion a MBP en

. . . . New England - Biolabs
N-terminal, resistencia a ampicilina.

Vector (11,1 kb) para coexpresion de
chaperoninas moleculares (dnaK-dnaJ-grpE
pG-KJES8 groES-groEL) inducible por tetraciclina y Takara
arabinosa, promotor araB y Pzt1, resistencia a
cloranfenicol.

Tabla 3.1: Plasmidos empleados para el clonado y expresién en sistemas procariotas.

3.3.3. Cultivo de Escherichia coli.

Las células de E. coli TOP10 F” fueron utilizadas para mantenimiento y replicacion
de plasmidos. Las cepas BL21 (DE3), J]M109 y Rosetta (DE3) se emplearon para la
expresion de las proteinas recombinantes. Las células fueron cultivadas a 25-37 °C en
medio LB o LB-Glc o TB, segtin el experimento realizado, con agitacion a 180 rpm. Para la
seleccion de las bacterias que portaban plasmidos, se cultivaron en presencia de ampicilina
100 pgml! o kanamicina 50 pugml! o cloranfenicol 34 nugml?, segin el caso. Para
almacenamientos de corto tiempo, las bacterias transformadas se conservaban en placas
con medio LB-agar a 4 °C por un mes. Para tiempos mayores, los cultivos liquidos se

suplementaron con glicerol al 50 % (v/v) y se almacenaron a -80 °C.

La composicion de los medios se detalla a continuacion:

e Medio Luria-Bertani (LB):

Peptona de carne 10 g/1
NaCl 10 g/1
Extracto de levadura 5g/l
pH 7,0
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e LB-Glucosa (LB-Glc): medio LB se le adicion6 glucosa al 2% (p/v).

e Medio Terrific Broth (TB):

Peptona de carne 12 g/1
Extracto de levadura 24 ¢/1
Glicerol 4ml/1
KH,PO4 17 mM
K>HPO4 72 mM
pH 7,0

e LB-Agar: medio LB més agar a una concentracion final de 2% (p/v).

3.4. Métodos utilizados en biologia molecular.
Varios de los métodos de biologia molecular empleados en este trabajo fueron acorde

a lo descripto por Maniatis y Sambrook (Maniatis y col., 1982; Sambrook y col., 2001).

3.4.1. Extraccion de material genético.

e ADN genomico de E. histolytica.
El ADN gendémico de la ameba se obtuvo siguiendo la metodologia descripta por
(Maniatis y col., 1982) a partir de células de trofozoitos crecidos en fase logaritmica, como

se describe en 3.2.

e ADN gendémico de T. cruzi.
El ADN genémico del parésito se obtuvo siguiendo la metodologia descripta por
(Maniatis y col., 1982) a partir de células de epimastigotes crecidos en fase logaritmica,

como se describe en 3.2.

3.4.2. Reacciéon en cadena de la polimerasa.
Se realiz6 la amplificacién de los genes de interés mediante la reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR) utilizando cebadores especificos que poseian diferentes sitios de

restriccion en sus extremos 5°. Se emplearon los siguientes reactivos: Tag ADN polimerasa
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2,5 U (Invitrogen), MgCl> 3 mM (Invitrogen) y PCR buffer 1X (Invitrogen), dNTP 0,4 mM
de cada uno (Promega), cebadores 1 uM de cada uno, como templados se utilizo ADN
gendémico o ADN plasmidico, segtin sea el caso, y agua estéril para completar un volumen

de reaccion de 20-50 ul finales.
El programa utilizado en las PCR fue:

95 °C durante 10 min

95 °C durante 1 min *
Tm durante 1 min )
72 °C durante 1 min -~

v 72 °C durante 10 min

30 ciclos

RSN

y se corri6 en un termociclador Eppendorf Mastercycler® gradient.

3.4.3. Oligonucleétidos.
Los oligonucleétidos desalados y liofilizados utilizados en este estudio fueron
sintetizados por Sigma, por pedido realizado a partir del disefio de los mismos en nuestro

laboratorio. En la Tabla 3.2 se detallan las secuencias de los mismos.

Sitio de

Oligonucleétido Secuencia N Tm (°C)
restriccion

EhTRXR Fow GGATCCATGAGTAATATTCATGATGT BamHI 63
EhTRXR Rev AAGCTTATGAGTTTGAAGCCATTTTTC HindIll 69
EhTRX6 Fow GGATCCATGTCAAACTCAGTTCATTA BamHI 67
EhTRX6 Rev AAGCTTGAGATGGGAAAATTCATATT HindIll 67
EhTRX8 Fow GGATCCATGGCTGTACTTCATATTAAC BamHI 65
EhTRX8 Rev AAGCTTTATGCTGTTTCAACCATITG HindIll 67
EhTRX41 Fow GGATCCATGTCTCITATTCATTTAAATTC BamHI 64
EhTRX41 Rev AAGCTTTTATTGAAAAGCAGCCCAC HindIll 68
EhTRX111 Fow GGATCCATGTCTGTAGAACATATCAAC BamHI 64
EhTRX111 Rev AAGCTTTTAGTTTATTACTTTC Hindlll 50
Eh2CysPrx Fow  GGATCCATGTCTTGCAATCAACAAAAAG BamHI 75
Eh2CysPrx Rev AAGCTTTTAATGTGCTGTTAAATATT HindIll 62
TcPMSR10 Fow GGATCCATGGCTTCTGGTGTTCCAGCG BamHI 79
TcPMSR180 Fow GGATCCATGGCTTCTGGTGCTCCAGCG BamHI 79
TcPMSR Rev AAGCTTTTCACCAATGAATTCGGTGCG HindIll 74
TcTXNIC43S Fow GGTGCCCGCCCAGCGCGGCTTC -—- 87
TcTXNIC43S Rev GAAGCCGCGGCTGGGCGGGCACC -- 87

Tabla 3.2: Secuencia de oligonucleétidos empleados como cebadores. En negrita se muestran los
sitios de restriccién especificados o nucleétidos que no hibridan en el molde original.
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3.4.4. Electroforesis en geles de agarosa.

Los fragmentos de ADN fueron resueltos electroforéticamente en geles de agarosa
al 1% (p/v) en soluciéon TAE 1X (TRIS 40 mM pH 8,0; acido acético 40 mM; EDTA 1 mM)
con la adicién de bromuro de etidio a una concentracién final de 0,3 pg ml, utilizando el
sistema Mini-Sub®Cell GT (Bio-Rad). La visualizacién de los fragmentos se realiz6 bajo luz

UV (310 nm) del transiluminador Fotodyne.

3.4.5. Purificaciéon de ADN del gel de agarosa.
Para la purificacién de fragmentos de ADN a partir de geles de agarosa se utilizo el
sistema comercial Wizard® Plus PCR Preps DNA Purification System (Promega) de acuerdo a

las indicaciones del fabricante.

3.4.6. Precipitacion de ADN.

Para la precipitacion de ADN se agregd a las soluciones que lo contenian 0,1
volimenes de acetato de sodio 3 M (pH 4,8) y 2 Vol de etanol absoluto, se mezclaron
suavemente y se incubaron a -20 °C por 30 min. Las muestras se centrifugaron a 14000 rpm

a 4 °C por 15 min. El ADN precipitado se resuspendi6é en agua desionizada estéril.

3.4.7. Minipreparaciéon de ADN plasmidico.

Para realizar extraccion de ADN plasmidico se usé el equipo comercial Wizard® Plus SV
minipreps DNA Purification System (Promega), siguiendo las indicaciones del fabricante. La
calidad y cantidad de ADN plasmidico se verificé electroforéticamente en geles de agarosa

al 1% (p/v). El plasmido recuperado se conservé a -20 °C hasta su utilizacion.

3.4.8. Digestiéon enzimatica del ADN.
Las digestiones de ADN se llevaron a cabo a 37 °C durante 3 h, utilizando enzimas

de restriccién comerciales (Promega), siguiendo las indicaciones del fabricante.

3.4.9. Ligacion de los fragmentos de ADN.
Para la reaccién de ligacion se emple6 1 U de T4 ADN ligasa (Promega), en un volumen de

reacciéon de 15 pl. Los volimenes de inserto y vector se ajustaron de manera de lograr una
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relacion molar de 3:1, respectivamente. Se incub6 la mezcla de ligacién a 16 °C durante

toda la noche.

3.4.10. Secuenciacion del ADN.
Secuenciacién nucleotidica automatica del ADN fue llevada a cabo por Macrogen

(Corea del sur).

3.4.11. Transformacion de E. coli por el método de CaCl..

Las bacterias se cultivaron toda la noche en agitacién, a 37 °C, en medio LB. Luego
el cultivo fue diluido 1/100 en medio fresco, y se incub6 en idénticas condiciones hasta
alcanzar una DOgyo= 0,5 - 0,6. Las bacterias se colocaron en hielo por 10 min y se
centrifugaron a 4 °C, 4000 rpm por 10 min. Luego se resuspendieron las células en la mitad
del volumen original con la solucién de CaCl, (CaCl> 100 mM; MOPS 10 mM pH 5,6-7,0),
estéril y fria. La suspensiéon se mantuvo en hielo por 30 min y se procedié a la
centrifugacion en iguales condiciones que la anterior. Luego se resuspendié el paquete
celular en un volumen 1/15 del original con la misma solucién de CaCl..

A 100 pl de una suspension de bacterias competentes se le agregaron 2 ul de ADN
plasmidico y se incub6 en hielo durante 1 h. Posteriormente, las células se incubaron a
42 °C durante 30 s y en hielo durante 2 min. Seguidamente, las células se diluyeron en
800 pl de medio LB-Glc, se incubaron durante 1 h a 37 °C y se sembraron en placas de Petri
que contenian medio LB-Agar suplementado con ampicilina o kanamicina o cloranfenicol
(100 pg ml, 50 pgml?l, 34 pgmll, respectivamente), segin la cepa bacteriana que
utilizada. Estas placas se incubaron toda la noche, a 37 °C, hasta la visualizacién de

colonias.

3.4.12. Mutagénesis sitio dirigida.

La generacion de proteinas con mutaciones sitio-dirigidas se llevé a cabo por
adaptacion del protocolo del equipo comercial QuikChange® Site-Directed Mutagenesis
(Stratagene). Brevemente, se disefiaron dos oligonucle6tidos cebadores totalmente
complementarios entre si, conteniendo la base a ser mutada en el centro de dichos
oligonucleé6tidos (Tabla 3.2). Se llev6 a cabo una reaccién de PCR utilizando como molde

10 ng de plasmido purificado a partir de bacterias con capacidad de metilar el ADN,
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125 ng de cada uno de los oligonucleétidos cebadores, 0,2 mM de cada uno de los dNTP, y
2,5U de Pfu DNA polimerasa (Fermentas), en el medio de reaccién especifico para la
enzima. Una vez finalizada la PCR, el producto de reaccién se trata durante 3 h a 37 °C con
10 U de Dpnl (Fermentas), la cual posee la capacidad de degradar el ADN metilado del
plasmido parental, no mutado. Posteriormente, se transformaron células competentes de
E. coli TOP10 F* con el producto anterior y luego se seleccionaron clones con la
construcciéon recombinante para corroborar la presencia de la mutaciéon mediante

secuenciacion.

3.5. Métodos bioquimicos.

3.5.1. Electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes.

La electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-
PAGE) se realizé segtin el método descripto por Laemmli (Laemmli, 1970), utilizando
como soporte geles discontinuos de poliacrilamida al 10-15% y el sistema Mini Protean II
(Bio-Rad). Las muestran fueron desnaturalizadas antes de su siembra mediante el
agregado de SDS 1% (p/v), 2-mercaptoetanol 100 mM en TRIS-HCI 50 mM pH 6,8 y su
posterior calentamiento a 100 °C durante 5 min. En caso de realizar SDS-PAGE no
reductor, se omite la presencia del agente reductor y el calentamiento en el tratamiento de
la muestra. Terminada la corrida, las proteinas en el gel se visualizaron por tincién con

Coomassie brilliant blue R-250.

3.5.2. Preparacion de antisueros

Los sueros inmunes contra las proteinas de interés fueron preparados por el
Dr. Hugo Ortega (Centro de Experimentaciones Biolégicas y Bioterio, Facultad de Ciencias
Veterinarias, Universidad Nacional del Litoral, Argentina), mediante la inmunizacién de
conejos con las proteinas purificadas acorde a lo descripto por Vaitukaitis (Vaitukaitis y

col., 1971).

3.5.3. Electrotransferencia seguida de inmunodeteccion.
Realizada la SDS-PAGE, se efectud la electrotransferencia sobre una membrana de

nitrocelulosa (Sigma). Esta se llev a cabo durante 45 min a 180 mA en un equipo de Mini
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Protean II (Bio-rad) que contenia solucién de transferencia 1X [TRIS base 0,025 M pH 8,3,
glicina 0,192 M, metanol 20% (v/v)]. La membrana de nitrocelulosa transferida se bloque6
con una solucién de TBS (TRIS-HCI 50 mM pH 8,0, NaCl 150 mM) més leche descremada
al 4% (p/v), incubandose 1 h a 37 °C. Luego, se incubd con anticuerpos primarios de
conejo en diluciéon adecuada, durante 1 h a 30 °C. Posteriormente, se adicioné el
anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa (anti-IgG totales de conejo, Sigma) en
dilucion 1/5000 y se incub6 1 h a 30 °C. Los lavados entre las incubaciones se realizaron
con soluciéon de TBS més Tween 20 al 0,1% (v/v) y las diluciones de los anticuerpos con
soluciéon TBS suplementada de leche descremada al 1% (p/v). La reaccién de revelado se
llevé a cabo mediante dos formas: 1) por la adicién de una solucién de TBS adicionada de
DAB 0,05% (p/v) y H2O2 10 voltmenes 0,01% (v/v), dejandose reaccionar hasta aparicion
de sefial, en oscuridad a temperatura ambiente, 2) empleando el reactivo de deteccion ECL

Western blotting Substrate (PerkinElmer).

3.5.4. Cuantificacion de proteinas totales.

La cuantificacién de la proteinas totales se realizé mediante la técnica de Bradford
(Bradford, 1976), utilizando patrones de BSA (Sigma). Las lecturas de absorbancia se
realizaron a 595 nm, en un espectrofotémetro UV-Vis METROLAB 325 BD.

3.5.5. Desalado y cambio de medio de solucién de proteinas.
El medio de las soluciones proteicas fue cambiado por filtraciéon por geles

empleando una HiTrap™ Desalting Column (GE), siguiendo indicaciones del fabricante.

3.5.6. Concentracion de soluciones de proteinas.
Para la concentracién de soluciones proteicas, se emplearon dispositivos de
ultrafiltracion Amicon (Millipore), de apropiado MWCO para cada proteina, de acuerdo a

las indicaciones del fabricante.

3.5.7. Preparacion de S-nitrosotioles.
Los S-nitrosotioles fueron preparados segtin el método descripto anteriormente
(Gordge y col., 1998). Brevemente, GSH 100 mM o cisteina 100 mM y NaNO, 100 mM

fueron incubados en presencia de HCl 20 mM en hielo por 30 min, luego fueron
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estabilizados por la adicion de EDTA 1 mM. Los compuestos se prepararon frescos cada
dia de uso y fueron almacenados en hielo y en oscuridad hasta su empleo. La
concentracion de S-nitrosotioles fue estimada mediante sus coeficientes de extinciéon molar
a 334 nm, GSNO 0,85 mM1cm? y CySNO 0,74 mM1cm?, en un espectrofotémetro
UV-Vis METROLAB 325 BD.

3.6. Expresion y purificacion de las proteinas recombinantes.

3.6.1. Induccion de la expresion de las proteinas recombinantes.

Las bacterias de E. coli recombinantes se cultivaron en medio TB liquido
suplementado con ampicilina o kanamicina y/o cloranfenicol, segtin el experimento
realizado, durante toda la noche a 37 °C en agitaciéon (180 rpm). Este cultivo se diluy6
1/100 con medio fresco suplementado con antibiético y se incub6 a 37 °C, con agitaciéon a
180 rpm. En el caso de utilizar el sistema de coexpresion de chaperonas moleculares se
adicion6 tetraciclina 5 ng ml! y arabinosa al 0,02 % (p/v) para su induccién. Una vez
alcanzada una DOeoo de 0,5 - 0,6, se procedi6 a la induccion de la expresion de la proteina
mediante el agregado de IPTG 0,1-0,5 mM y se continué con la incubacién a 25 °C, durante
3-16 h. El tiempo de induccién se ajusté de forma de optimizar la expresion de cada
proteina recombinante (ver Tabla 3.3). Las bacterias se cosecharon por centrifugaciéon a
5000 rpm durante 15 min, se descarté el sobrenadante y se guardaron los paquetes

celulares a -20 °C para su posterior uso.

3.6.2. Disrupcion celular y preparacion de extractos crudos.

Los paquetes celulares fueron resuspendidos en 1/10 del volumen del cultivo
original con la solucién apropiada para purificacién u otras finalidades. La ruptura celular
fue llevada a cabo usando un procesador ultrasénico de alta intensidad Vibra-cell™
VCX-600 (Sonics & Materials Inc.) con pulsos de 30 s durante una sesién de 3-10 min en
bafio de hielo. Los lisados celulares se centrifugaron a 4 °C y 13000 rpm durante 15-30 min,
con el fin de separar fracciones solubles e insolubles. El sobrenadante obtenido fue
utilizado para la purificacion de la proteina de interés, o almacenado a -20 °C para

posteriores analisis.
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3.6.3. Cromatografia de afinidad por metal inmovilizado.

Para la purificacion de proteinas recombinantes fusionadas a etiquetas de

polihistidinas se utiliz6 una matriz Co?*-IDA-Agarosa (GE). Las células fueron

resuspendidas y lisadas en una solucién de equilibrado (TRIS-HCI 20 mM pH 8,0, NaCl

300 mM). Luego de la siembra, la columna fue lavada con 10 volimenes de columna de

soluciéon de equilibrado. La elusion se realiz6 por medio de un gradiente lineal de 0 a

500 mM de imidazol en la misma solucion base. Las fracciones que contenian las proteinas

de interés se recogieron, se concentraron por ultrafiltracién y se almacenaron a -80 °C en

soluciéon de almacenamiento [TRIS-HCI 20 mM pH 7,5; EDTA 1 mM, glicerol al 2 % (v/v),

mas el agregado de DTT 0,5 mM, segtin la proteina en estudio].

Proteina Fusion Plasmido  CepadeE. coli Tiempo de Origen
recombinante induccion

poli-His ) . .

ERTRXR N-terminal PRSET-A BL21 (DE3) 16 h E. histolytica

ERTRX41 NI—)tOelrl;IIjifal pRSET-A BL21 (DE3) 3h E. histolytica

ERTRX8 NI—)tOelrl;IIjifal pRSET-A BL21 (DE3) 3h E. histolytica
poli-His N-term  pRSET-A BL21 (DE3) . .

ERTRX6 MBP N-term PMAL-C2 JM190 3h E. histolytica

ERTRX111 N{’t";r‘;iﬁal pRSET-A BL21 (DE3) 3h E. histolytica

Eh2CysPrx Nli)’?el;;llj;sal PRSET-A BL21 (DE3) 16 h E. histolytica
TcPMSR10 N}f;rﬁifal pRSET-A BL21 (DE3) 4h T. cruzi
TcPMSR180 N}-):elrﬁﬁal pRSET-A BL21 (DE3) 4h T. cruzi
TcTXNI N}felrﬁifal pET28a (+)  BL21 (DE3) 4h T. cruzi
TcTXNIC43S le’toel;iial pET28a (+)  BL21 (DE3) 3h T. cruzi
TcTRX N‘_’f;;iial pRSET-A BL21 (DE3) 3h T. cruzi
TcTR c?tzlrﬁ:al pET24a (+)  BL21 (DE3) 16 h T. cruzi

EcTRX NI—)tOelrl;IIjifal pET32-a BL21 (DE3) 4h E. coli

Tabla 3.3: Condiciones de expresion de las proteinas recombinantes.
La induccién de la expresion se realiz6 con IPTG 0,5 mM.
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3.6.4. Cromatografia de afinidad por unién a amilosa.

Para la purificacion de proteinas recombinantes fusionadas a la proteina de unién a
maltosa (MBP) se emple6 la matriz amilosa-agarosa (New England Biolabs). El paquete
celular fue resuspendido y lisado en solucién de equilibrado (TRIS-HCI 20 mM pH 8,0;
EDTA 1 mM; NaCl 200 mM). El sobrenadante fue sembrado sobre la columna previamente
equilibrada con la solucién especificada. A continuacién se lavé la columna con 15
voltmenes de columna de solucién de equilibrado. La elusion de la proteina recombinante
se realiz6 por la adicion de maltosa 10 mM en solucién de equilibrado. Las fracciones que
contenian las proteinas de interés se recogieron, se concentraron por ultrafiltracién y
almacenaron a -80 °C en solucién de almacenamiento [TRIS-HCl 20 mM pH 7,5

EDTA 1 mM, glicerol al 2 % (v/v) més el agregado de DTT 0,5 mM].

3.6.5. Digestion proteolitica de la proteina de fusion.

La reacciéon de protedlisis se llevd a cabo en un medio que contenia TRIS-HCl
25 mM pH 7,5; NaCl 10 mM, CaCl>5 mM, 100 pg de proteina de fusion (MBP-EWTRX6) y
1 pg de factor Xa (New England Biolabs®). La reaccion se ensayo a 4 y 37 °C, evaluandose a

diferentes tiempos de reaccion.

3.6.6. Purificacion de GR nativa a partir de células de P. tricornutum.

Para realizar la purificacion de GR nativa se parti6 de 36 g de células de
P. tricornutum cultivadas como se describe en el punto 3.2. El paquete celular se
resuspendi6 y se lis6 en solucion A (TRIS-HCI 20 mM pH 8,0, EDTA 1 mM). A la fracciéon
soluble obtenida se le realizé un fraccionamiento salino con (NH4)>SO4 al 30-70% de
saturacion. Al precipitado obtenido de la precipitacién al 70% de saturacion se la
resuspendié en solucion A y se dializ6 contra la misma solucién. El extracto dializado se
siembra en una columna de DEAE-Sepharosa, previamente equilibrada con soluciéon A. La
enzima fue eluida mediante un gradiente lineal de 0 a 1 M de NaCl. Las fracciones que
contenian actividad GR fueron recogidas, acondicionadas y sembradas en una columna de
Blue-A-Sepharosa. La columna fue lavada con 10 volimenes de solucion A vy
posteriormente se eluy6 la enzima por medio de un gradiente lineal de 0 a 1 M de NaCl.
Las fracciones que contenian actividad GR fueron recogidas, acondicionadas y sembradas

en una columna de 2°5"ADP-Agarosa. La columna fue lavada con 10 voltmenes de
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soluciéon A y posteriormente se eluy6 la enzima por medio de un gradiente lineal de 0 a
1M de NaCl. Las fracciones que contenian actividad GR fueron recogidas, concentradas
por ultrafiltraciéon y resueltas en un PAGE nativo preparativo al 6% (p/v) realizado a
pH 8,8 a 4 °C con una corriente constante de 30 mA. El revelado se llevo a cabo por medio
de la visualizacion de actividad GR sobre el gel (Montrichard y col., 1999). La GR fue
recuperada de la banda que presentaba actividad por electroelusiéon, concentrada y
almacenada a -80 °C en una solucién de almacenamiento [TRIS-HCI 20 mM pH 7,5; EDTA
1 mMy glicerol al 2 % (v/v)].

3.7. Métodos analiticos.

3.7.1. Estimacién de la masa molecular de las proteinas en estudio por PAGE nativo.
La determinacién de la masa molecular nativa de las proteinas en estudio se realizé
mediante PAGE nativos, 6-10% (p/v), segin el método de Ferguson (Ferguson, 1964),

utilizando patrones de masa molecular conocida (GE).

3.7.2. [Ensayos enzimaticos.

Todos los ensayos fueron realizados a 30 °C, en un volumen final de 250 pl,
utilizando el equipo Multiskan Ascent one-channel vertical light path filter photometer (Thermo
Electron Co.). Una unidad de actividad (U) se define como la cantidad de enzima que
cataliza la conversion de 1 pmol de sustrato por min bajo las condiciones especificadas en
cada caso.

Las curvas de saturaciéon fueron efectuadas por ensayos de las respectivas
actividades enzimaticas a nivel de saturacion del sustrato fijo y variando las
concentraciones del sustrato variable (entre 7 y 13 puntos). Los datos cinéticos fueron
graficados como velocidad inicial (pM min? o U ml?) versus la concentracién del sustrato
(kM o mM). Los pardmetros cinéticos fueron adquiridos mediante regresién no lineal a los
datos obtenidos segin el modelo de Michaelis-Menten utilizando el programa
Origin™ 7.0. Los parametros cinéticos son promedios de un minimo de tres
determinaciones independientes que fueran reproducibles dentro de un marco de

variaciéon de £10%.
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En todos los ensayos en donde se haya seguido la oxidacién/reducciéon de
NADPH/NADP+, se emple6 el coeficiente de extincion molar de 6,23 mM-1 cm? para la

realizacion de los calculos, a menos que se indique lo contrario.

3.7.2.1. Determinacion de actividad TRX reductasa.

La actividad TRXR se evalué por monitoreo de la oxidacion de NADPH
siguiendo la absorbancia a 340 nm. El medio de reaccion estaba compuesto por: fosfato de
potasio 50 mM pH 7,0; EDTA 2 mM; NADPH 300 uM; TRX (EcTRX, o EX'TRX6, o EW'TRXS,
o EhTRX41) 20 uM; e insulina bovina 130 uM como aceptor final de electrones. Se
preincubd durante 10 min y se inici6 la reaccién por adicion de diferentes concentraciones
de ENTRXR, en un rango de 0,1 a 2 pM (Coombs y col., 2004). Para la realizacién de los
estudios cinéticos en estado estacionario, los ensayos se realizaron utilizando TRX en un

rango de 0,15 a 30 uM y EXTRXR a una concentracion final de 0,5 pM.

3.7.2.2. Determinacién de la capacidad de reducciéon de DTNB.

La actividad DTNB reductasa fue ensayada por seguimiento de la produccién de
TNB, monitoreando la absorbancia a 405 nm. La mezcla de reaccién estaba compuesta por
fosfato de potasio 50 mM pH 7,0; EDTA 2 mM; NADPH 300 uM y DTNB 5 mM. La
reaccién se inici6 por la adicion de ENTRXR en un rango de 0,1 a 2 uM. La actividad
enzimatica fue calculada utilizando el coeficiente de extincion molar del TNB
(13,6 mM1 cm?) y considerando que a partir de 1 mol de NADPH se obtienen 2 mol de
TNB (Coombs y col., 2004). Los estudios cinéticos se realizaron empleando NADPH en un
rango de 1 a 200 uM; DTNB de 0,01 a 10 mM y EFTRXR a una concentracién final de
0,1 uM.

3.7.2.3. Determinacion de actividad NADPH oxidasa.

La actividad NADPH oxidasa fue determinada utilizando dos métodos: 1) por
monitoreo de la oxidacién de NADPH, siguiendo el cambio de absorbancia a 340 nm y 2)
por seguimiento de la generacion de H»O utilizando el método de punto final del
ferritiocianato (Chauhan y col., 2001). El medio de reacciéon estaba compuesto por fosfato

de potasio 50 mM pH 7,0; EDTA 2 mM; NADPH 300 uM. La reacciéon se inicié por la
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adicion de ENTRXR en un rango de 0,1 a 2 uM. Para estudios cinéticos, los ensayos se
realizaron utilizando NADPH en un rango de 0,5-200 uM y EATRXR a una concentracién
final de 0,5 uM.

3.7.24. Determinacién de actividad quinona reductasa.

La capacidad de reduccién de quinonas fue ensayada por monitoreo de la
oxidacién de NADPH, siguiendo el cambio de absorbancia a 340 nm. El medio de reaccion
estaba compuesto por: fosfato de potasio 50 mM pH 7,0, EDTA 2 mM; NADPH 300 pM;
EWTRXR en un rango de 0,1 a 2 pM y 2-metil benzoquinona (MBQ) 500 pM o
2,5 di-tert-butil benzoquinona (DTBBQ) 30 uM (Cenas y col., 2004). La reaccién se inici6
por adiciéon de las quinonas. Los ensayos cinéticos se realizaron de forma similar,
empleando NADPH 300 uM, EFTRXR 0,1 uM y MBQ en un rango de 7 a 500 uM o DTBBQ
desde 0,625 a 40 uM.

3.7.2.5. Ensayo de reduccion de S-nitrosotioles.

Los ensayos de reduccion de S-nitrosotioles se realizaron mediante el
seguimiento de la oxidacion de NADPH a 340 nm. El medio de reaccién se componia de
fosfato de potasio 50 mM pH 7,0; EDTA 2 mM; NADPH 300 uM; EXTRXR en un rango de
0,1 a2 uM y S-nitrosotioles (GSNO o CySNO) a concentracién final de 1 mM. Los ensayos
cinéticos se realizaron cubriendo un rango de 20 a 2000 uM tanto de GSNO como de
CySNO empleando ENTRXR a una concentracién final de 0,1 uM y NADPH 300 uM. La

reaccion se inici6 por la adicion de los S-nitrosotioles.

3.7.2.6. Ensayo de actividad diaforasa por reducciéon de compuestos policiclicos.

La actividad diaforasa se evalué por medio del monitoreo de la oxidacién de
NADPH a 340 nm en presencia de azul de metileno (MB) o eosina B (EB). Los ensayos
cinéticos en estado estacionario se realizaron en un medio de reaccién compuesto por
fosfato de potasio 50 mM pH 7,0; EDTA 2 mM; NADPH 300 uM; EXTRXR 0,1 uM y MB en
un rango de concentraciones de 0,94 a 60 pM o EB de 0,94 a 1000 uM. Dos tipos de
controles negativos se realizaron en condiciones equivalentes, a uno se le omitié6 la adicién

de la enzima, mientras que al otro no se le agregé MB/EB a las mezclas de reaccién. El
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proceso de autooxidacién del leuco azul de metileno (leucoMB) fue observado mediante el
seguimiento de la absorbancia a 630 nm, donde el MB posee un coeficiente de extincion

molar de 41,7 mM-! cm (Buchholz y col., 2008a).

3.7.2.7.  Estudios de inhibicion de actividad DTNB reductasa.

Los ensayos de inhibicion de la actividad disulfuro reductasa de EX'TRXR se
llevaron a cabo utilizando DTNB (sustrato disulfuro modelo), siguiendo su reducciéon a
405 nm. El medio de reaccién se componia de fosfato de potasio 50 mM pH 7,0; EDTA
2 mM; NADPH 300 uM; DTNB en un rango de 0,5 a 5 mM y diferentes concentraciones del
inhibidor en estudio. La reaccién se inicié por la adiciéon de la enzima a concentracion final

de 0,1 uM. En la tabla 3.4 se detallan los inhibidores evaluados en este estudio.

Rango de concentraciones

Inhibidor Caracteristica
evaluado
NADP+ 15-1000 uM Producto de la reaccion
MBQ 7-500 uM
Quinona
DTBBQ 0,6-40 uM
Cuzt
0,6-1000 M Metal pesado
Zn2+
MB 1-100 uM
Sustrato subversivo
EB 1-500 uM
AE tomillo
0,6-60 g ml! Aceite esencial
AE peperina

Tabla 3.4: inhibidores ensayados para la actividad DTNB reductasa de EA”TRXR.

3.7.2.8. Ensayo de actividad TRX.

La actividad biolégica de las TRX fue determinada segtun el método descripto
por Holmgren (Holmgren, 1979), mediante el seguimiento de la reduccién de insulina
bovina a 630 nm. Este método se basa en la capacidad de las TRX previamente reducidas
con DTT de reducir los puentes disulfuros de la insulina bovina, resultando en la

precipitacion de la cadena 3 de ésta y por ende un aumento en la turbidez del medio. La
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mezcla de reacciéon se componia de fosfato de potasio 100 mM pH 7,0; EDTA 1 mM;
DTT 0,5 mM; insulina bovina 0,13 mM y diferentes concentraciones de la TRX en estudio,
desde 1 a 9 pM. Controles negativos se realizaron por omisién del agregado de TRX a la

mezcla de reaccién.

3.7.29.  Determinacion de actividad disulfuro reductasa del sistema TRX.

La reduccién de sustratos disulfuros (RSSR) por el sistema TRX de E. histolytica
fue seguido por medio de un ensayo acoplado compuesto de dos reacciones. En la primera
reaccion, E'TRX6 o EW'TRX8 o EWTRX41 es reducida por EA'TRXR a expensas del NADPH,
luego en la segunda reaccion el sustrato disulfuro en estudio es reducido por la respectiva
TRX-(SH).. Bajo condiciones de estado estacionario, la velocidad de reduccién de TRX-S;
por EHTRXR es igual a la velocidad de reducciéon de RSSR por TRX-(SH), siendo la
reducciéon de 1 mol de RSSR proporcional a la oxidacién de 1 mol de NADPH (Cheng y
col., 2007). En este ensayo la actividad disulfuro reductasa fue determinada por monitoreo
de la oxidacién del NADPH a 340 nm en una mezcla de reaccién que contenia fosfato de
potasio 50 mM pH 7,0; EDTA 2 mM; NADPH 300 uM; EA'TRXR 1 uM; ERTRX (EWTRX6, o
EhWTRX8, o ENWTRX41) en un rango de concentraciones de 2,5 a 10 uM; y diferentes
concentraciones de los sustratos disulfuros en estudio: insulina bovina desde 12 a 350 uM
6 cistina entre 62 y 2000 uM 6 GSSG desde 62 a 2000 uM 6 TS; entre 25 y 400 uM. La

reaccion se inicié por adicion del RSSR.

3.7.210. Determinacion de actividad TRXPx.

La actividad TRX-peroxidasa de Eh2CysPrx fue medida por seguimiento de la
oxidaciéon de NADPH a 340 nm, mediante una reaccién acoplada de regeneraciéon de
TRX-(SH)2 a expensas del NADPH por ENTRXR (Coombs y col., 2004). La mezcla de
reacciéon contenia fosfato de potasio 50 mM pH 7,0; EDTA 2 mM; NADPH 300 pM;
EhRTRXR 2 pM; TRX (EcTRX, o EW'TRX6, o EA'TRX8, o EhTRX41) 20 uM; Eh2CysPrx en un
rango de concentraciones de 0,25 a 1 uM y t-bOOH 500 uM. La reaccién se inici6é por
adicion del perdxido. Los estudios cinéticos en estado estacionario se realizaron utilizando

t-bOOH en un rango de 7 a 500 uM; TRX entre 1,5 a 30 uM y Eh2CysPrx 0,5 uM.
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3.7.211. Determinacion de actividad GPx.

La actividad GPx de Eh2CysPrx fue medida por seguimiento de la oxidacion de
NADPH a 340 nm, mediante un ensayo acoplado de regeneraciéon de GSH a expensas del
NADPH por GR (Wendel, 1981). La mezcla de reacciéon contenia fosfato de potasio 50 mM
pH 7,0; EDTA 2 mM; NADPH 300 uM; GR de Saccharomyces cerevisiae comercial 1 U ml-;
GSH 3 mM; Eh2CysPrx desde 0,25 a 2 uM y t-bOOH 500 uM. La reaccién se inicié por
adicién de t-bOOH.

3.7.2.12. Determinacion de actividad GR.

La determinacién de actividad GR se realizé por monitoreo de la oxidaciéon de
NADPH a 340 nm, en un medio de reaccién que contenia TRIS-HCI 100 mM pH 7,5, EDTA
2 mM; NADPH 300 pM; GSSG 1 mM vy diluciones apropiadas de extractos crudos o de
enzima purificada (Shigeoka y col., 1987). Las reacciones se iniciaron por adicién de GSSG.
Los ensayos cinéticos se realizaron cubriendo un rango de NADPH desde 1,5 a 500 uM y

GSSG desde 7 a 1000 pM con PtGR purificada a una concentracién final de 4 nM.

3.7.2.13. Determinacion de actividad TR.

La determinacién de actividad de TR se realizé por monitoreo de la oxidacion
de NADPH a 340 nm, en un medio de reacciéon que contenia TRIS-HCl 100 mM pH 7,5,
EDTA 2 mM; NADPH 300 pM y diluciones apropiadas de extractos crudos como de
enzima purificada. La reaccién se inici¢ por adicién de TS; a concentracién final de 250 uM

(Krauth-Siegel y col., 1987).

3.7.2.14. Determinacién de actividad cistina reductasa.

La determinacion de actividad de cistina reductasa se realiz6 siguiendo la
oxidacién de NADPH a 340 nm, en un medio de reacciéon que contenifa TRIS-HCI 100 mM
pH 7,5, EDTA 2 mM; NADPH 300 uM y diluciones apropiadas de extractos crudos como
de enzima purificada (Scott y col., 1963). Para el inicio de la reaccién enzimatica se

adiciono a la mezcla de reaccién cistina a concentracion final de 1T mM.
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3.7.2.15. Determinacion de actividad dihidrolipoamida deshidrogenasa.

La determinacion de actividad de dihidrolipoamida deshidrogenasa se realiz6
mediante el monitoreo de la oxidaciéon de NADH a 340 nm, en un medio de reaccién que
contenia TRIS-HC] 100 mM pH 7,5, EDTA 2 mM; NADH 300 pM; lipoamida 1 mM. La
reaccion se inicié por adiciéon de diluciones apropiadas de extractos crudos o de enzima

purificada (Scott y col., 1963).

3.7.2.16. Estudios de inhibicién de actividad GR por metales pesados.

Los ensayos de inhibicién de la actividad de la GR fueron evaluados por medio
del seguimiento de la oxidacion del NADPH a 340 nm. El medio de reaccién se componia
de TRIS-HCI 100 mM pH 8,0; EDTA 2 mM; NADPH 300 pM; PtGR 4 nM y cationes de
metales pesados (Cu?*; Zn2*; Ni2* y Co?*) en un rango de concentraciones de 2 a 2000 pM.

La reaccion enzimética se inicié por adiciéon de GSSG a concentracion final de 1 mM.

3.7.217. Ensayos de reducciéon de GSNO.

Los ensayos de reducciéon de GSNO se realizaron mediante el seguimiento de la
oxidacion de NADPH a 340 nm. El medio de reaccion se componia de TRIS-HCI 100 mM
pH 8,0; EDTA 2 mM; NADPH 300 uM; PtGR 4 nM. Las reacciones se iniciaron por adicién

de GSNO en un rango de concentraciones de 20 a 1400 uM.

3.7.218. Determinacion de actividad metionina sulféxido reductasa.

La actividad Msr de TcPMSR10 como de TcPMSR180 fue medida por
seguimiento de la oxidacién de NADPH a 340 nm, mediante dos ensayos acoplados que
garantizaron la regeneracion de TcTXNI en su forma reducida: 1) mediante el sistema
TcTR/T(SH)2; o 2) mediante el sistema GR/GSH. La mezcla de reaccién contenia
TRIS-HCl 100 mM pH 7,5; EDTA 2 mM; NADPH 300 uM; TcTR o GR de S. cerevisiae
comercial ambas a 1 U ml?; T(SH)> 100 uM o GSH 3 mM; TcTXNI 10 uM y TcPMSR10
entre 0,5 a 2 uM o TcPMSR180 entre 0,5 a 8 uM. Las reacciones se iniciaron por adiciéon de
L-MetSO a una concentracion final de 5 mM. Debido a inconvenientes para la adquisicion
comercial de tripanotiéon en Argentina (dado la ausencia de distribuidores de las firmas
que lo comercializan), la realizacién de los estudios cinéticos en estado estacionario se

realizé6 mediante el emple6 el sistema GR/GSH. Estos ensayos se realizaron utilizando
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