Resultados y discusion - Capitulo 2

La fracciéon con actividad GR recuperada de esta tltima cromatografia consistid
principalmente en dos polipéptidos de masa molecular aparente de 58 y 40 kDa, evaluado
por SDS-PAGE (Fig. 4.2.3). De este modo, para la asignacion de la actividad GR a uno de
estos polipéptidos se realizé6 un PAGE nativo con esta muestra y posteriormente se evalué
actividad GR (siguiendo la reduccién dependiente de GSH del DTNB) sobre el gel, segtin
el método descripto por Montrichard y col. La banda proteica amarilla fue electroeluida y
concentrada por ultrafiltracion. Posteriormente, una muestra de la proteina con actividad
GR fue evaluada por SDS-PAGE, donde fue posible identificar una tinica banda de masa
molecular aparente de 58 kDa (Fig. 4.2.3), la que fue a asociada a la actividad enzimética
observada inicialmente en la MO. La GR purificada (> 95% de pureza) presenté una

actividad enzimatica especifica de 147 U mgla pH 7,5y 30 °C.

Paso de MO DEAE- Blue-A- 2°5°ADP- PAGE
purificacion Sepharosa _ Sepharosa _ Agarosa nativo
Volumen 70 18 45 2,5 2,5

(ml)
Actividad
(U ml") 0,78 2,12 5,10 3,37 3,28
Conc. de 1_’1r0t. 1,71 2 59 0,35 0,046 0,021
(mg ml)
Act1v1dad~ Esp. 0,46 0,82 14,56 73,30 147
(U mg?)
Purificacion 1 1,8 32 161 318
(veces)
Recu%;::;acmn 100 71 42 16 16

Tabla 4.3.1: Purificacién de GR a partir de 36 g de células de P. tricornutum.

97 kDa
66 kDa
4_

45 kDa

30 kDa

20 kDa Fig 4.2.3: Andlisis electroforético de GR purificada.
La proteina fue resuelta por SDS-PAGE al 15% y
tenida con Coomassie blue. Calle 1) elusién de

14 kDa cromatografia de 2,5°ADP-Agarosa y Calle 2)
proteina electroeluila con actividad GR.
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4.2.3. Especificidad de sustrato de la GR de P. tricornutum.

Si bien la enzima purificada presenté actividad GR en presencia de NADPH como
fuente de equivalentes de reduccion, se evaludé su capacidad de emplear NADH como
sustrato reductor alternativo para la reacciéon de reducciéon de GSSG. Los resultados
obtenidos revelaron que la enzima purificada fue especifica para NADPH, no pudiéndose
detectar actividad en presencia de NADH (hasta 500 pM). Este resultado es coherente con
lo informado para GR de otras fuentes (Dringen y col., 2002). Alternativamente, se ensay6
la habilidad de la enzima para reducir otros sustratos disulfuros tales como cistina (CySS),
lipoamida (Lip), tripanotién disulfuro (TS;) y DTNB en presencia de NADPH como
sustrato reductor. Como se observa en la Fig. 4.2.4, no se detect6 actividad reductasa con
ninguno de estos sustratos disulfuros alternativos, lo que indica una especificidad de la
enzima purificada por el GSSG. La actividad DTNB reductasa fue tnicamente detectada
en presencia de GSSG como mediador (el cual es reducido enziméaticamente a GSH y éste

reduce directamente al DTNB), como se muestra en la Fig. 4.2.5.

+ NADPH
PtGR
‘ +CySS
!
+NADPH *Lp
‘ PtGR ‘
w
+ NADPH TS,
* PtGR 2
+ NADPH
‘ PtGR + GSSG
j
Fig. 4.2.4: Ensayos de actividad disulfuro
reductasa dependiente de NADPH de GR
purificada. La actividad se evalu6 siguiendo
Abs (0.1) la oxidacién del NADPH a340 nmapH 7,5y
' _ 25 °C, en presencia de NADPH 200 pM,
Time (1 min) CysS1 mM o Lip 1 mM o TS; 0,25 mM o
GSSG 1 mM, respectivamente.
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Abs (0,18)

Tiempo (1min)

Fig. 4.2.5: Ensayo de actividlad DTNB
reductasa dependiente de NADPH de GR
come e FESSC purificada. La actividad se evalu6 siguiendo
T { la reduccion de DTNB a 412 nm a pH 7,5y
B — 25°C, en presencia de NADPH 200 uM,
DTNB 1T mM v GSSG 1T mM.

4.2.4. Estudios cinéticos en estado estacionario de GR de P. tricornutum.

La GR purificada fue analizada en sus propiedades cinéticas mediante estudios
realizados en estado estacionario. Estos estudios demostraron que la enzima exhibié una
cinética de saturacién de tipo Michaelis-Menten con relaciéon a los diferentes sustratos:
NADPH y GSSG. El paralelismo en las rectas de los graficos de doble reciprocos de la
velocidad inicial con variables concentraciones de GSSG a diferentes concentraciones fijas
de NADPH (Fig. 4.2.6), indic6 que la enzima sigue un mecanismo de reaccién de tipo

“ping-pong” o doble sustitucién. Los pardmetros cinéticos se exponen en la Tabla 4.2.2.

0,55+

0,50
o~ 0,451
'D g
— 0,40+
£
N—r’
=y, 0,357 Fig. 4.2.6: Andlisis cinético de GR
de P. tricornutum. Las reacciones
0,30+ fueron realizadas a pH 8,0 y 30 °C,
en presencia de cantidades
0,25

' . : . : . : . : . | variables de GSSG (15-1000 uM) y
0,000 0,008 0,016 0,024 0,032 diferentes concentraciones fijas de

[GSSG]-l (MM_l) NADPH: (1) 8,6 pM; (,) 17 pM; (7)
26 ptM y (B) 34 pM.
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Los pardmetros cinéticos obtenidos para NADPH y GSSG se encuentran dentro de
los valores reportados para otras GR (Carlberg y col., 1985; Dringen y col., 2002).
Adicionalmente, se evalu¢ la capacidad de la enzima de reducir a un derivado del GSH, el
S-nitrosoglutatiéon (GSNO). Como se menciond en el capitulo anterior, los S-nitrosotioles
son portadores de NO- y pueden actuar como potenciales oxidantes de tioles en las
proteinas (Al-Sa'doni y col., 2000). Como se puede apreciar en la Fig. 4.2.7, la enzima
purificada cataliz6 la reducciéon dependiente de NADPH de GSNO, siguiendo una cinética
de saturacion de tipo Michaelis-Menten. Los parametros cinéticos de la reducciéon de

GSNO se muestran en la Tabla 4.2.2.

7,24 . .
]
5,4-
E
D 3,64
>
1,8
010_ T T T T T T T T T T T
0 200 400 600 800 1000
[GS-R] (uM)

Fig. 4.2.7: Analisis cinético de reduccién de (!) GSSG y (-) GSNO por GR de P. tricornutum. Los
ensayos se realizaron a pH 8,0 y 30 °C con NADPH 300 uM.

kcat Km kcat ‘Km-1

Sustrato
(s1) (=M) (M1 s1)
NADPH 190 14 1,36 107
GSSG 190 60 3,17 ‘108
GSNO 181 818 2,21 105

Tabla 4.2.2: Parametros cinéticos de GR de P. tricornutum
determinados a pH 8,0 y 30 °C.
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En forma complementaria, se evalu6 la influencia del pH sobre la actividad GR de
la enzima purificada. En primer lugar, la enzima fue incubada a diferentes pH (entre 6,5 y
10) por 10 min a 30 °C, mostrando ser estable en este rango de pH (Fig. 4.2.8). Por otro
lado, se determiné como variaba su actividad enzimética a diferentes pH de reaccion. En
la Fig. 4.2.7, se presenta el perfil de actividad enziméatica en funcién del pH, obteniéndose
valores similares a pH entre 6,5 y 7,5, el maximo de actividad fue exhibido a pH 8,0;

mientras la actividad decreci6 significativamente por arriba de pH 8,0 (Fig. 4.2.8).

5 §\©%$ %\

4 §‘¥,//§

Actividad enzimatica (U-ml™)

1

1 L
0 T T T T T T T T T T
65 70 75 80 85 90 95 100

Fig. 4.2.8: Analisis del efecto del pH sobre la actividad (!) y estabilidad () de GR purificada de
P. tricornutum. Las reacciones se llevaron a cabo en TRIS-HCI 100 mM; EDTA 2 mM; NADPH 300
EMy GSSG 1 mM, a 30 °C.

En adicién, se determiné la temperatura 6ptima de reacciéon por medicion de la
actividad GR a diferentes temperaturas, entre 15 y 50 °C. En la Fig. 4.2.9 se expone el perfil
obtenido, observandose un incremento de la actividad al superar los 25 °C, exhibiendo un
méximo de 32 °C y luego decrece bruscamente al superar los 35 °C. La energia de
activaciéon aparente de la reacciéon de reducciéon de GSSG dependiente de NADPH fue
calculada en 19536 ] mol?! a pH 8,0. Alternativamente, se estudi6 la estabilidad térmica de
la enzima mediante la incubacién de ésta a diferentes temperaturas (en ausencia de
sustratos) por 10 min a pH 8,0. En la Fig. 4.2.9, se exhibe el perfil de estabilidad térmica

como funcién de la actividad GR remanente.
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Fig. 4.2.9: Analisis del efecto de la temperatura sobre la actividad (!) y estabilidad (-) de GR
purificada de P. tricornutum. Las reacciones se llevaron a cabo en TRIS-HCl 100 mM pH 8,0; EDTA
2 mM; NADPH 300 pM y GSSG 1 mM.

4.25. Estudio de inhibicion de GR de P. tricornutum por metales pesados y por

productos de reaccion.

Con el fin de contribuir a la caracterizacién de la enzima, se ensay0¢ la actividad GR
en presencia de diferentes concentraciones de metales pesados: Cu?*, Zn?*, Niz* y Co?*. La
enzima exhibié una alta sensibilidad a estos metales, particularmente a Cu?* y Zn?* a
concentraciones menores de 10 uM (Fig. 4.2.10). Estos resultados indicarian la importancia
de residuos de cisteina activos en la proteina en la participaciéon en la via de reaccién de
reduccion de GSSG. En la Tabla 4.2.3 se presentan las ICsp de cada i6on metéalico. Este
mismo tipo de analisis fue extendido a otros tipos de iones tales como: NH4*, Na*, Cl- y

SO4%, los que no afectaron significativamente la actividad GR de la enzima.
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Fig. 4.2.10: Inhibicién de GR de P. tricornutum por metales pesados. Las reacciones se realizaron en
presencia de TRIS-HCI 100 mM pH 8,0; NADPH 300 uM; GSSG 1 mM,; y diferentes concentraciones
de iones de metales pesados: (1) Zn?*; () Cu?*; (8) Ni** y (B) Co?*, a 30 °C.

Metal ICs (uM)

Zn2* 4,22
Cuzt 3,43
Niz+ 534
Coz 36

Tabla 4.2.3: Valores de ICsp de GR de P. tricornutum para
varios iones de metales pesados, a 30 °C y pH 8,0.

Como caracterizacion complementaria se estudi6 el efecto de los productos de la
reaccion de reduccion de GSSG a expensas del NADPH (GSH y NADP+*) sobre la actividad
de la enzima purificada. Estos estudios revelaron que tanto el NADP* como el GSH
presentaron propiedades inhibitorias bajo condiciones de no saturacién para los sustratos:
NADPH (<50 uM) o GSSG (<200 uM). Es de remarcar que elevadas concentraciones de
NADP+ (hasta 1 mM) no fueron inhibitorias para la enzima en presencia de NADPH
300 uM y GSSG 1 mM. En el mismo sentido, el GSH actué como inhibidor tinicamente a

altas concentraciones (>1 mM). Los estudios de inhibicién en estado estacionario
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mostraron que el GSH actué como un inhibidor no competitivo del NADPH y como
competitivo del GSSG, mientras el NADP* presentéd caracteristicas de inhibidor
competitivo respecto al NADPH y de no competitivo frente al GSSG. En la Tabla 4.2.4 se
presentan los valores de K; calculados para cada tipo de inhibicién. Los altos valores de K;
obtenidos tanto para el NADP+ como para el GSH (lo que indicaria un pobre efecto
inhibitorio de la reaccién de reducciéon de GSSG) es coherente con la escasa reversibilidad
de la reaccion catalizada, observada al incubar la enzima en presencia de NADP+ 300 uM y
GSH 2 mM. Esta falta de actividad de reduccién del NADP+ indicaria que la funcién

fisiol6gica de la enzima es efectivamente la reduccién de GSSG y no la oxidacién del GSH.

Inhibidor Tipo de inhibicién K;

NADP* Competitivo respecto a NADPH 52 uyM
NADP* No competitivo frente a GSSG 1 mM
GSH No competitivo respecto a NADPH 10 mM
GSH Competitivo frente a GSSG 5 mM

Tabla 4.2.4: Constantes de inhibicién de productos de reaccién de reduccién de GSSG
a expensas de NADPH por GR de P. tricornutum, calculadas a 30 °C y pH 8,0.

4.2.6. Propiedades fisicas de GR de P. tricornutum.

La GR purificada presenté un perfil de absorciéon tipico de proteinas que contienen
flavinas (flavoenzimas) (Fig. 4.2.11), caracterizado por dos picos de absorcion a 358 nm y
452 nm. La reduccion de la enzima con un exceso de NADPH gener6 una disminucién de
la absorbancia a 452 nm con una concomitante formacién de una banda de absorcién entre
550 a 560 nm. Este fenémeno es, probablemente, la consecuencia O6ptica de una
transferencia de equivalentes de reduccién dentro el complejo GR NADPH entre el aniéon
tiolato (de las cisteinas reactivas) y el anillo de isoalloxazina (de la flavina reducida
previamente por el NADPH), como ya se habia reportado previamente por otros autores

(Serrano y col., 1984).
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Fig. 4.2.11: Espectro de absorciéon de GR purificada a partir de P. tricornutum en estado oxidado
(linea continua) y reducida con un exceso de NADPH (linea de trazos). Los ensayos se realizaron en
TRIS-HC1 20 mM pH 8,0 y EDTA ImM a 25 °C.

Se determiné mediante SDS-PAGE que la enzima GR purificada de P. tricornutum
estaba compuesta por un tinico polipéptido de 58 kDa (Fig. 4.2.3) El perfil de migracién de
la enzima en SDS-PAGE no fue dependiente de la presencia o ausencia de agentes
reductores como DTT (no mostrado). Por otro lado, la masa molecular nativa de la GR fue
determinado en 118 kDa por PAGE nativo (siguiendo la técnica de Ferguson, ver
punto 3.7.1), como se muestra en la Fig. 4.2.12. Estos resultados revelarian que esta enzima
posee una estructura cuaternaria homodimérica con la presencia de FAD o FMN como
grupo prostético. Lo hallado en estos experimentos concuerda con lo reportado para otras

GR de otras fuentes (Carlberg y col., 1985; Lopez y col., 2000; Dringen y col., 2002).
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Fig. 4.2.12: Determinaciéon de masa molecular nativa de GR de P. tricornutum. El Gréfico de
Ferguson secundario fue generado al graficar los coeficientes de retardo (Kp) de proteinas patrones
en funcién de las respectivas masas moleculares (A). El coeficiente de retardo de la GR purificada
(O) fue calculado en 0,111; lo cual se correlaciona con una masa molecular de 118 kDa. En
recuadro: Gréafico de Ferguson primario de GR purificada, Log de la movilidad electroforérica
(Log Ry) en funcién de la concentracion de gel (%T).
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4.2.7. Discusion.

Las diatomeas son, actualmente, organismos con un creciente valor biotecnolégico,
siendo empleadas para diversos procesos tales como biorremediacién, asi como para la
obtenciéon de un amplio espectro de compuestos quimicos de utilidad industrial y
farmacéutica (Kroth, 2007; Grachev y col., 2008). No obstante, pese a la gran importancia
econémico-tecnolégica que presentan, son escasos los estudios en relaciéon a su bioquimica
y fisiologia, pilares esenciales para una mejor compresion y aprovechamiento
biotecnolégico de estos organismos. Teniendo en cuenta lo antes mencionado, y con el
objeto de contribuir al conocimiento, avanzamos en la caracterizacion del metabolismo
redox de P. tricornutum, puntualmente sobre el metabolismo redox dependiente de tioles.

Como primera aproximacién, se han evaluado actividades enziméticas de
diferentes oxidorreductasas en extractos proteicos de P. tricornutum, tales como TR, cistina
reductasa, TRXR (con EcCTRX como sustrato), dihidrolipoamida deshidrogenasa y GR,
habiéndose detectado actividad de las dos tiltimas mencionadas. Se logré detectar ademas,
en los extractos obtenidos, actividad reductora de DTNB, el cual, segin la bibliografia,
podria ser sustrato alternativo de TRXR (Arner y col., 1999; Gromer y col., 2002). En forma
complementaria, se realizaron experimentos de western blot contra los extractos proteicos,
al emplear el antisuero contra EWTRXR se detecté una banda de reconocimiento de
aproximadamente 50 kDa, que coincide con el tamafio molecular de al menos una TRXR
de alto peso molecular (Williams y col., 2000).

Contrariamente a lo observado en los ensayos de actividad enzimatica en los cuales
no se ha detectado actividad TR, el anticuerpo contra TcTR detecté dos bandas de
reconocimiento, entre 50 y 60 kDa. Estos tamafios moleculares concuerdan con los
tamafios moleculares informados para GR y dihidrolipoamida deshidrogenasa (Serrano,
1992; Dringen y col., 2002) (las cuales presentaron actividad enzimaética en los extractos
proteicos del alga). Una posibilidad es que estas proteinas hayan sido detectadas por el
anticuerpo debido a la presencia de epitopes conservados en este tipo de proteinas, las
cuales pertenecen a la familia de las piridina nucleétido disulfuro oxidorreductasas (Flohe
y col., 1999). Ademas, los anticuerpos contra E'TRX41 y contra TcPMSR10 (descripto en el
Capitulo 3) detectaron bandas de reconocimiento coherentes con los tamafios reportados

para este tipo de proteinas. Estos resultados fueron, a piori, las primeras evidencias que
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obtuvimos de la presencia de distintos componentes del metabolismo redox del alga,
reforzando la idea acerca de la presencia de un metabolismo dependiente del glutation,
cuya existencia se habia puesto en evidencia en un informe previo donde se evalué
actividad de GR y el contenido de glutation en la diatomea frente al estrés por cobre
(Morelli y col., 2004).

En base a los hallazgos obtenidos, se propuso realizar la purificaciéon y
caracterizacion de la GR de P. tricornutum. El procedimiento de purificacion descripto en
este trabajo fue capaz de obtener una enzima a homogeneidad, en base a un criterio
electroforético, con una actividad enzimatica especifica de 147 Umg! a pH 75 y
195 U mg! a pH 8,0. Estos valores de actividad enzimatica son similares a los informados
para GR de otras fuentes (Carlberg y col., 1985; Dringen y col., 2002). Las GR han sido
extensivamente estudiadas en animales (Scott y col., 1963; Dringen y col., 2002; Erat y col.,
2005), levaduras (Icen, 1971; Moroff y col., 1975; Rakauskiene y col., 1989; Tsai y col., 1991),
plantas superiores (Connell y col., 1986; Anderson y col., 1990; Madamanchi y col., 1992),
bacterias (Asnis, 1955; Vanoni y col., 1990) y cianobacterias (Serrano y col., 1984), pero
pobremente estudiadas en diatomeas. En el caso de protozoos fotosintéticos, sélo ha sido
estudiada la enzima de Euglena gracilis z (Shigeoka y col., 1987; Montrichard y col., 1999).

La GR purificada a partir de P. tricornutum fue caracterizada en forma nativa como
un homodimero de 118 kDa, lo cual concuerda con el tamafio molecular de muchas GR
(Carlberg y col., 1985; Dringen y col., 2002), a excepcion de la enzima caracterizada de la
bacteria fotosintética Rhodospirillum rubrum (Chung y col, 1975) y algunas otras
provenientes de tejidos de mamiferos [tales como el cerebro (Dringen y col., 2002)], las
cuales son proteinas monoméricas. La enzima purificada exhibié propiedades
espectroscopicas tipicas de las flavoenzimas (proteinas que contienen FAD o FMN como
grupo prostéticos). Adicionalmente, el espectro de absorcion fue modificado
(observandose una disminucién de los picos tipicos de la flavina y el ensanchamiento de
una banda a 550-560 nm) posteriormente a la incubacién de la enzima con un exceso de
NADPH. Este fenémeno ha sido descripto para otras GR cuando son reducidas por el
nucledtido-piridina como la formacién de un complejo de resonancia paramagnética, el
cual se deberia a la transferencia de equivalentes de reduccién entre el NADPH/flavina y

entre la flavina/disulfuros (Scott y col., 1963; Serrano y col., 1984; Carlberg y col., 1985).
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Los ensayos de actividad enzimatica demostraron que la GR purificada presentd
especificidad por NADPH como sustrato reductor y por GSSG como sustrato disulfuro.
Esta preferencia por el NADPH (principal producto de la via fotosintética de transporte de
electrones) es conservada en otros organismos fotosintéticos y en no fotosintéticos
(Carlberg y col., 1985; Dringen y col., 2002), existiendo escasos ejemplos de GR que
prefieran al NADH como sustrato reductor, como la enzima caracterizada de Chromatium
vinosum (Chung y col., 1975). Los estudios cinéticos en estado estacionario, revelaron que
la enzima GR sigue un mecanismo de reaccion de tipo “ping-pong” o de doble sustitucion,
siendo consistente con el mecanismo planteado para otras GR de otras fuentes (Scott y col.,
1963; Chung y col., 1975; Erat y col., 2005). Los valores de kca: y Km para NADPH y GSSG
fueron similares a los valores hallados para otras GR, asi como los valores de pH y
temperatura de reaccion 6ptimos (8,0 y 32 °C, respectivamente) (Dringen y col., 2002).

Alternativamente la enzima presenté capacidad de reducir al derivado nitrosilado
del glutatién, el GSNO. Si bien la eficiencia catalitica de reduccion de GSNO es un orden
de magnitud menor a la reducciéon de GSSG, es superior respecto a lo informado para
otras enzimas de la familia piridina-nucleétido oxidorreductasa, tales como TRXR de
mamifero (Nikitovic y col,, 1996) o de otros protozoos [como Plasmodium falciparum
(Kanzok y col., 2000) o Entamoeba histolytica, esta tltima se describié en el capitulo
anterior]. Estos resultados son interesantes teniendo en cuenta que otras GR como la de
humano (Becker y col., 1995), de levadura (Nikitovic y col., 1996) y de higado de rata
(Nikitovic y col., 1996) no presentan capacidad de reduccién de GSNO, lo que indica que
esta enzima (y posiblemente junto a otras proteinas relacionadas a vias dependientes de
GSH, como las Grx) participaria en mecanismos de regulacién de las concentraciones de
GSNO, el cual seria un potencial oxidante endégeno generado a partir del metabolismo
aerobio fotosintético propio de la diatomea.

Se ha observado que la enzima GR purificada fue fuertemente inhibida por iones
de metales pesados (principalmente Cu?* y Zn?*), los cuales podrian actuar mediante la
unién irreversible de los cationes a los tioles reactivos de la enzima, bloqueando su
capacidad de reducir GSSG. Esta caracteristica inhibitoria es comtn para enzima que
poseen grupos tioles reactivos que participen en el ciclo catalitico (Serrano y col., 1984). En
adicion, este efecto de los metales pesados ya habia sido observado sobre la actividad

disulfuro reductasa de EF'TRXR, como se describié en el Capitulo 1. En forma alternativa,
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se advirti6 que tanto NADP* como GSH (los productos de la reacciéon de reducciéon de
GSSG) inhibieron a la enzima con altos valores de K. Este fenémeno podria deberse al alto
potencial de reduccién que presenta el GSH (-240 mV) respecto al NADPH (-320 mV), lo
que favorece la reacciéon de reducciéon de GSSG y no la reaccién inversa, lo que indicaria
un cierto grado de irreversibilidad de la reaccién y por ello un pobre efecto de los
productos sobre ésta (Scott y col., 1963; Shigeoka y col., 1987).

En adicién, los perfiles de inhibicién por productos de reaccién (junto con el perfil
de reacciéon de los sustratos mencionado anteriormente), indicaron que la enzima GR
posee un mecanismo de tipo “ping-pong hibrido”, lo que apoya en primer lugar, la
presencia de dos sitios de unién, uno para cada sustrato y la capacidad de la enzima de
encontrarse tanto en estado reducido como oxidado durante el ciclo catalitico (Bironaite y
col,, 1998; Cenas y col., 2004). El mecanismo de reaccién aqui determinado concuerda con
lo hallado para otras GR de otras fuentes (Scott y col., 1963; Serrano y col., 1984), asi como
con el mecanismo de reaccién propuesto para GR de eritrocitos humanos resuelto
mediante estudios de cristalografia y difracciéon de rayos x (Pai y col., 1983).

El glutation, principal tiol intracelular en P. tricornutum (Morelli y col., 2004), posee
un rol importante en la proteccion contra las ERO generadas durante la actividad
fotosintética y también en el mantenimiento de la homeostasis redox intracelular.
Alternativamente, el GSH y péptidos derivados de él, tales como las fitoquelatinas, forman
la primera linea de defensa contra la formacién de radicales libres mediados por metales
pesados (Morelli y col., 2004). Por todo lo mencionado, la GR, la enzima responsable de
preservar a este compuesto en estado reducido, presenta una gran importancia en el
pobremente dilucidado escenario redox en esta diatomea. Los resultados obtenidos dan
evidencias sélidas de la existencia de un sistema dependiente de glutation en
P. tricornutum, siendo esto informaciéon valiosa para la incipiente proteémica de esta
diatomea. En adicién, éste es el primer estudio detallado sobre GR proveniente de una
diatomea.

Si bien los resultados obtenidos en este trabajo de tesis no permitieron lograr una
caracterizacion extensiva de los sistemas redox dependientes de tioles en P. tricornutum,
constituyen un aporte mds para lograr este objetivo. A pesar de que es necesario mas
trabajo para esclarecer en su totalidad el metabolismo redox en esta diatomea, parece claro

que estos organismos representan un sistema simple y apropiado para realizar estudios de

-181-



Resultados y discusion - Capitulo 2

las relaciones entre este metabolismo y los diversos procesos fotosintéticos. Es importante
resaltar la existencia de una base de datos de marcadores de secuencia expresada o EST
(acrénimo  del  inglés  expressed  sequence tag) de esta  diatomea
(www.biologie.ens.fr/diatomics/EST3/index.php). Esta base de datos present6
secuencias nucleotidicas que contienen ORF codificantes para dos tiorredoxinas, dos
glutation peroxidasas, dos metionina sulféxido reductasas A, una peroxirredoxina Q, dos
glutarredoxinas, dos glutation-S-transferasas, una ascorbato peroxidasa, una glutation
sintetasa, una dehidroascorbato reductasa, una ferredoxina-tiorredoxina reductasa, dos
flavodoxinas, una nucleorredoxina, una tiorredoxina reductasa, una dihidrolipoamida
deshidrogenasa y una glutatiéon reductasa, siendo la presencia de estas tres tultimas
coherentes con lo detectado en los extractos crudos del alga mediante los ensayos de
actividad enzimatica y western blot. La existencia en esta diatomea de genes codificantes
para las proteinas arribas mencionadas dan idea de un amplio contexto metabdlico a nivel
del metabolismo redox, principalmente de vias dependientes de TRX, glutatién, ascorbato
y de los fotosistemas.

Para finalizar, el estudio del metabolismo redox en P. tricornutum podria ser una
herramienta importante, no sélo para comprender la capacidad de este organismo de
sobrellevar el estrés oxidativo (y otros de naturaleza abidtica), sino también como base
para la ingenieria metabdlica [con ayuda de la ingenieria genética, dado que existe un
sistema para la expresion de proteinas recombinantes en la diatomea, el pldsmido pPha-T1
(Apt y col., 1996)] en este organismo, de forma tal de “direccionar” la produccién de

metabolitos secundarios de potencial importancia tecnolégica y econémica.
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4.3  CAPITULO 3: Caracterizacién funcional de MsrA de Trypanosoma cruzi.

4.3.1. Identificacion, clonado y expresion de genes codificantes para MsrA de T. cruzi.
En la base de datos del proyecto genoma de T. cruzi (Wellcome Trust, Sanger
Institute, Pathogen Sequencing Unit, www.genedb.org) se identificaron dos posibles
secuencias, Tc00.1047053510855.10 y Tc00.1047053509611.180, codificantes para dos MsrA,
TcPMSR10 y TcPMSR180, respectivamente. Estas enzimas se encuentran codificadas por
dos genes alelos de 534 bp localizados en diferentes loci en el genoma de T. cruzi. Ambas
proteinas poseen una masa molecular, estimada in silico, en 20 kDa, similar a otros
miembros de la superfamilia Msr. Estas enzimas han sido caracterizadas desde diversas
fuentes: bacterias, levaduras, plantas y mamiferos (Weissbach y col., 2002; Ezraty y col.,
2005; Moskovitz, 2005). En la Fig. 4.3.1 se presenta un alineamiento de las secuencias
aminoacidicas de TcPMSR10 y TcPMSR180, en donde se puede observar la alta identidad
(96%) que exhiben estas proteinas. Las variaciones halladas se presentan, principalmente,
en el contenido de residuos acidos (Asp y Glu). En adicién, en la Fig. 4.3.2, se muestra un
alineamiento de secuencias mds amplio de estas proteinas con otras MsrA de distintos
origenes, pudiéndose identificar la presencia del motivo redox activo (GCFWG)

caracteristicos de este tipo de enzimas (Kauffmann y col., 2005; Banerjee, 2008).

Section 1
(1) 1 54
TcPMSR10 (1) [ur:Nefel AVKKG
TcPMSR180 PATE‘AAGCE‘WGTERFFVKKFGDALLSHEVGYMGGAESDEVVTY
Consensus (1) MASG PATFAAGCFWGTERFFVKKFGDALLSHEVGYMGGAESDEVVTIY AVEKEKG
Section 2
(55) 55 60 70 0 90 108
I S S VS T TGHAEV LHVKYNPEKVRIYQQLLDFFFRIHBP TTVNRQGVDVGTQYRSATIFYHD
e A VSN T TGHAEVLHVKYNPEKVIYQQLLDFFFRIHNP TTVNRQGVDVGTQYRSAIFYHD
Consensus (55) TTGHAEVLHVEYNPEKV YQQLLDFFFRIH PTTVNRQGVDVGTQYRSAIFYHD
Section 3
109) 109 120 130 140 150 162

TcPMSR10

)
VD OO LKEAKDYISRLNGRDPALREGFVKAFGDAQVETSLEKASRLHVAED YHQMY
QRS IR VD O O LKEAKDY ISRLNGE\DPALREGFVKAFGDAQVIAT SLEKASRLHVAED YHQMY

Consensus (109) DOQLKEAKDYISRLNG DPALREGFVKAFGDAQV TSLEKASRLHVAEDYHQMY
Section 4

(163) 163 [1 177

TcPMSR10 (163) MESAs) ;A AR89 8:1"

TcPMSR180 (163) kIS0 AE3: 0001
Consensus (163) L KNPDRVCSHRIHW

Fig. 4.3.1: Alineamiento de secuencias aminoacidicas de TcPMSR10 y TcPMSR180. El alineamiento
se realiz6 utilizando el algoritmo Clustal-X del programa Vector NTI v9.0 (Invitrogen) Las flechas
indican las cisteinas reactivas.
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Los genes codificantes para ambas proteinas fueron amplificados mediante
técnicas de PCR utilizando oligonucleétidos especificos (ver puntos 3.7.3 y 3.7.4) y ADN
genoémico del parasito como molde. Posteriormente se clonaron en el vector pPGEM-T Easy
y se confirmaron sus identidades a través de la secuenciacién completa de los mismos.
Ambos genes fueron subclonados en el vector de expresiéon pRSET-A y expresados en
células de E. coli BL21 (DE3). Las proteinas producidas de esta forma se obtuvieron como
polipéptidos fusionados a una cola de poli-His en el extremo N-terminal, adicionando
aproximadamente 3 kDa maés a la masa molecular de las proteinas (=23 kDa). La induccién
de la expresion de los genes fue llevada a cabo como se describe en Materiales y Métodos
(ver punto 3.6.1) de forma tal de optimizar la expresiéon de las proteinas recombinantes en
forma soluble.

La purificaciéon de TcPMSR10 y TcPMSR180 se realizé mediante cromatografia de
afinidad por metales inmovilizados (IMAC) en condiciones nativas (punto 3.6.3),
obteniéndose un alto grado de pureza (> 90%), evaluado por SDS-PAGE (Fig. 4.3.3). Las
proteinas purificadas se almacenaron a -80 °C, sin pérdida de actividad enzimética al
menos doce meses. Los rendimientos obtenidos fueron de 25 mg/1 de cultivo y 27 mg/1 de

cultivo para TcPMSR10 y TcPMSR180, respectivamente.

97 kDa

66 kDa

45 kDa

30 kDa

R S—

20 kDa

14 kDa Fig. 43.3: SDS-PAGE de las proteinas
recombinantes purificadas por IMAC.
1) TcPMSR10 y 2) TcPMSR180.

4.3.2. Caracterizacion basica de TcPMSR10 y TcPMSR180.
En una primera aproximacion, se observé que las TcPMSR modificaban su perfil de

migracion electroforético en SDS-PAGE no reductores, cuando se las preincubaban con
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agentes quimicos reductores (tales como DTT), u oxidantes (como diamida). Ambas
enzimas tratadas con diamida posefan una migracién electroforética mayor respecto a las
tratadas con DTT (las cuales exhibieron una masa molecular aparente de
aproximadamente 23 kDa, concordantes con el tamafio esperado para el polipéptido),
como se muestra en la Fig. 4.3.4. El efecto obtenido por tratamiento de las proteinas con
diamida, indicaria una posible formacién de un puente disulfuro intracatenario. Téngase
en cuenta que: 1) ambas enzimas s6lo poseen dos residuos de cisteina en su estructura
primaria (ver Fig. 4.3.1), 2) la diamida es un oxidante que favorece la formacién de puentes
disulfuros en las proteinas y tioles de bajo peso molecular y 3) el DTT es un agente
quimico que reduce inespecificamente disulfuros (Cleland, 1964). Es de destacar que cada
residuo se encuentra ubicado en el extremo opuesto del polipéptido, por lo que la
formacion del puente disulfuro, generaria una estructura mas compacta respecto a las
tratadas con DTT, disminuyendo asi el volumen especifico de la molécula (Chrambach y
col., 1971). Esto ultimo es coincidente con el aumento en la movilidad electroforética,

observado en la Fig. 4.3.4, de las enzimas oxidadas.

97 kDa
66 kDa

45 kDa

30 kDa < TcPMSRpe

<4— TcPMSRox
20 kDa

14 kDa

1 2 3 4 5 6 7 8
TcPMSR10 TcPMSR180

Fig. 4.3.4: Ensayo de oxido reducciéon de TcPMSR, revelado en SDS-PAGE no reductor. Las
proteinas (4 uM), se trataron segin protocolo estandar (calles 1 y 5); no tratadas (calles 2 y 6);
preincubadas con DTT 10 mM (calles 3 y 7) y preincubadas con diamida 10 mM (calles 4 y 8). Los
tratamientos se realizaron a 37 °C por 10 min.

Teniendo en cuenta los resultados anteriores, se evalud el efecto del sustrato

oxidante fisiol6gico, L-MetSO, sobre la movilidad electroforéticas de ambas enzimas. Se
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preincubaron ambas proteinas (previamente reducidas quimicamente con DTT), con
diferentes concentraciones del sulféoxido. Posteriormente, se realizd6 una corrida
electroforética en SDS-PAGE no reductor y, como se puede observar en la Fig. 4.3.5, se
obtuvo el mismo efecto que el obtenido por tratamiento con diamida. Esto sugiere que en
el mecanismo de reduccion de L-MetSO intervienen los residuos de cisteina presentes en
las proteinas, con la resultante formacién de un puente disulfuro intramolecular. Ademas,
estos resultados demostraron, a priori, que ambas TcPMSR eran activas, dado que la
L-MetSO es un oxidante quimico altamente especifico (a diferencia de la diamida) y por lo

tanto la oxidacion de las proteinas deberia ocurrir por medio de una interaccién enzima-

sustrato.
30 kDa
4— TcPMSRgeq
<4— TcPMSRox
20 kDa
1 2 3 4 5 6 7 8
TcPMSR10 TcPMSR180

Fig. 4.3.5: Ensayo de oxidacion de TcPMSR por L-MetSO, revelado en SDS-PAGE no reductor. Las
proteinas (4 uM), se preincubaron a 37 °C por 10 min con diferentes concentraciones de L-MetSO:
sin agregado, control (calles 1 y 5); 1 mM (calles 2 y 6); 5 mM (calles 3 y 7) y 10 mM (calles 4 y 8).

Segun lo reportado anteriormente (Boschi-Muller y col., 2005), se conoce que los
sustratos reductores naturales de MsrA o MsrB pueden ser tioles de bajo peso molecular,
como por ejemplo GSH, o proteinas tioles, tales como TRX. En el caso de T. cruzi, el T(SH):
es el tiol de bajo peso molecular mayoritario, el cual reemplaza al GSH en varias funciones
fisiolégicas (Krauth-Siegel y col., 2008a). En este organismo se ha caracterizado una
isoforma de TXN (Tc¢TXNI) (Wilkinson y col., 2002a), la cual posee como sustrato reductor
especifico al T(SH).. En adicién, se ha identificado la existencia de una TRX clasica
(TcTRX), la cual (al igual que TcTXNI) posee ubicacién citoplasmatica (Piattoni y col.,
2006). En vista de que las TcPMSR recombinantes eran oxidadas por un sustrato fisiol6gico
como la L-MetSO, se investigé la capacidad de TcTRX y TcTXNI de regenerar a estas
proteinas al estado reducido. Como se puede apreciar en la Fig. 4.3.6, la preincubacion de

TcPMSR10 o TcPMSR180 (previamente oxidadas con L-MetSO) con DTT, TcTRX o
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TcTXNI, revirti6 la oxidacién de ambas proteinas. Este resultado confirma la capacidad de
reducciéon por parte de las proteinas tioles, sugiriendo una posible interaccién especifica

entre sustratos reductores fisiologicos y las TcPMSR.

30 kDa —— — 4— TcPMSRRged
<4— TcPMSRox
20 kDa
— pa— <4— TcTXNI
14 KDa <4— TcTRX
1 2 3 4 5 6 7 8
TcPMSR10 TcPMSR180

Fig. 4.3.6: Ensayo de reduccién de TcPMSR por proteinas tiol, revelado en SDS-PAGE no reductor.
TcPMSR10 o TcPMSR180 (4 uM) previamente oxidadas con L-MetSO (calles 1 y 5) se preincubaron a
37 °C por 10 min con DTT 1,25 mM (calles 2 y 6); o TcTRX 5 pM (calles 3 y 4); o TcTXNI 5 uM
(calles 4 y 8).

Con el fin de poder evaluar la actividad biolégica de TcPMSR de forma mads
analitica, se realizaron ensayos de actividad enzimatica utilizando un sistema acoplado
que permite seguir la reduccién, dependiente de TcPMSR, de L-MetSO mediante el
monitoreo de la oxidaciéon de NADPH a 340 nm. Como ya se mencioné en Materiales y
Meétodos (punto 3.7.2.18), se decidi6 evaluar al sistema acoplado tinicamente con TcTXNIL
La cascada de 6xido-reduccién consta de tres etapas: 1) la reduccién dependiente de
NADPH de TS; a T(SH)2 mediante la accién de la TR; 2) reduccion de TcTXNI a expensas
de T(SH); 3) reduccién de TcPMSR10/180 por TcTXNI reducida y 4) reduccion de
L-MetSO por estas tltimas. Se empleé L-MetSO como sustrato oxidante para TcPMSR
debido a que, si bien varios informes han evidenciado que estas enzimas reducen
preferentemente MetSO de proteinas, poseen capacidad de reducir L-MetSO libre. Otro
factor importante en la eleccién de este sustrato fue su disponibilidad comercial en un alto
grado de pureza. En la Fig. 4.3.7 se puede observar que ambas enzimas fueron activas,
exhibiendo sélo actividad en presencia de TcTXNI. Esto demuestra la necesidad de las
TcPMSR por TcTXNI como mediador en la transferencia de electrones provenientes del
T(SH)2, lo que implicaria a TcTXNI en una posible funcién fisioldgica en la reducciéon de

MetSO, libre o en proteinas, dentro el parasito. Un punto interesante fue que TcPMSR180
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exhibié una keat app 13 veces menor que TcPMSR10 en las condiciones evaluadas, a pesar

que ambas proteinas poseen un alto grado de identidad.

24 - 21,80
a0 _{<
‘= 181 1,352

3
= 124 0,90 <
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o
o . —_—
56 045 3
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00 05 10 15 20
[TCPMSR] (uM)

Fig. 43.7: Ensayo de actividad enzimatica de TcPMSR acoplado a la oxidacion de NADPH. Las
condiciones ensayadas fueron pH 7,5 a 30 °C, en presencia de NADPH 300 pM; TcTR 1 U ml;
T(SH)2 100 uM; L-MetSO 5 mM; en presencia de diferentes concentraciones de TcPMSR10 (cerrado)
o TcPMSR180 (abierto) y en ausencia (cuadrados) o presencia (circulos) de TcTXNI 10 pM.

Para la caracterizaciéon cinética en estado estacionario se disefid6 un sistema
acoplado equivalente al anterior, en donde se reemplaz6 al T(SH) por GSH y a la TcTR
por GR comercial, debido a las dificultades que existen para la adquisicién comercial de
tripanotion en el pais. Existen trabajos previos que describen el empleo de GSH como un
sustrato reductor para TXN de diferentes fuentes (Gommel y col., 1997; Castro y col.,,
2008). De forma de evaluar las eficiencias de reducciéon de TcTXNI y TcTRX por GSH, se
valor6 la actividad de estas proteinas utilizando el sistema acoplado arriba mencionado.
Como sustrato oxidante se emple6 TcPMSR10 dado que era la isoforma que presentd
mayor actividad enzimaética. En la Tabla 4.3.1 se detallan las eficiencias de reduccién de
TcTXNI por ambos tioles. Como se puede observar en la Fig. 4.3.8, la velocidad de
reduccion de TcTXNI dependiente de GSH fue lineal en todo el rango de concentracion
evaluado, indicando una cinética de no saturacion para este sustrato reductor.
Contrariamente al caso anterior, el GSH no exhibié capacidad de reducir a TcTRX en el

rango de concentraciones ensayadas.
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k de reduccion

Teldebiores gniis, gk
(M 57)

T(SH)2 7,6-103# 74* -242*

GSH 318 8,3* -240*

Tabla 4.3.1: Constantes de cinéticas de reduccién de TcTXNI por T(SH). y GSH. (§) Determinado en
este trabajo a pH 7,5 y 30 °C. (#) Tomado de Wilkinson y col., 2002. (*) Valores tomado de Schmidty
col., 2003.

vV (uM-min)

0 1000 2000 3000 4000 5000
[GSH] (uM)

Fig. 4.3.8: Cinética de reduccién de TcTXNI por GSH. Los ensayos se realizaron a 30 °C a pH 7,5 en
presencia de diferentes concentraciones de GSH; TcTXNI 1 uM; TcPMSR10 4 uM y L-MetSO 5 mM.

Con el fin de corroborar que las condiciones experimentales del nuevo ensayo eran
las apropiadas para la caracterizacién cinética de las TcPMSR, se evalu¢ la actividad de
ambas enzimas utilizando al sistema GSH como dador de electrones para la TcTXNL
Como se expone en la Fig. 4.3.9, nuevamente, la actividad enzimética de ambas TcPMSR es
proporcionalmente lineal en el rango de concentraciones evaluadas. De forma similar al
experimento anterior, TcPMSR180 exhibi6é una keat app 15 veces menor que TcPMSR10. En la
Tabla 4.3.2 se exponen las actividades enziméticas obtenidas para cada TcPMSR evaluadas

con ambos ensayos acoplados, obteniéndose respuestas similares.
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Kcat app cOn sistema Kcat app cOn
Enzima tripanotion sistema glutation Relacion
(min-) (min-)
TcPMSR10 11,4 11,1 1,03
TcPMSR180 0,85 0,72 1,18

Tabla 4.3.2: Ntmeros de recambio aparentes obtenidos para TcPMSR utilizando sistema tripanotién
y glutation. Los ensayos se realizaron a 30 °C y pH 7,5, en presencia de TcTXNI 10 uM y
L-MetSO 5 mM.

45-
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Fig. 4.3.9: Ensayo de actividad enzimatica de TcPMSR acoplado a la oxidacién de NADPH
utilizando sistema glutation. Las condiciones ensayadas fueron pH 7,5 a 30 °C, en presencia de
NADPH 300 uM; GR comercial 1 U ml?; GSH 3 mM; L-MetSO 5 mM; en presencia de diferentes
concentraciones de TcPMSR10 (sélidos) o TcPMSR180 (vacios) y en ausencia (cuadrados) o
presencia (circulos) de TcTXNI 10 pM.

4.3.3. Caracterizacion cinética en estado estacionario de TcPMSR.

Para los estudios cinéticos en estado estacionario se empleé el sistema acoplado
dependiente de GSH para la reduccion de TcTXNI evaluado en el punto anterior. De
forma similar a otras MsrA de diferentes especies (Boschi-Muller y col., 2005), los graficos
de dobles reciprocos de la velocidad inicial a concentraciones variables de L-MetSO con
diferentes concentraciones fijas de TcTXNI como sustrato reductor, tanto para TcPMSR10
(Fig. 4.3.10) como para TcPMSR180 (Fig. 4.3.11) generaron rectas paralelas lo que indicaron
que estas enzimas siguen un mecanismo de reaccién de tipo “ping-pong” o de doble

sustitucion. Es de destacar que estos estudios demostraron que estas enzimas poseen
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perfiles cinéticos diferentes. TcPMSR10 presentd una cinética de saturaciéon de tipo
Michaelis-Menten con relacién a TcTXNI y L-MetSO; por el contrario, TcPMSR180 mostr6
una cinética de no saturacién respecto a los sustratos en estudio. Los resultados obtenidos
concuerdan con reportes previos de enzimas de otras fuentes (Boschi-Muller y col., 2005),
que muestran una cinética de no saturacién para este tipo de enzimas cuando se emple6
como sustrato reductor al DTT (Boschi-Muller y col., 2001). Los parametros cinéticos para

TcPMSR10 y TcPMSR180 recombinantes son expuestos en la Tabla 4.3.3.

o
(o]
1

o
(63}
1

[TcPMSR10]-v™" (min)

o
N
1

0,1+

0,0000 I 0,0|008 I 0,0616 I 0,0|024 I 0,0|032
[L-MetSOJ™ (uM™)

Fig. 4.3.10: Analisis cinético de TcPMSR10. Las reacciones se realizaron a 30 °C y pH 7,5 en
presencia de TcPMSR10 0,5 uM; L-MetSO desde 300 a 5000 uM; y diferentes concentraciones de
TcTXNI: (1) 2,5; (,) 5; (7) 10 y (B) 20 uM.
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Fig. 4.3.11: Analisis cinético de TcPMSR180. Las reacciones se realizaron a 30 °C y pH 7,5 en
presencia de TcPMSR180 2 uM; L-MetSO desde 300 a 5000 uM; y diferentes concentraciones de
TcTXNI (1) 0,5, (,) 1, (7) 2y (B) 4 uM.

Enzima Sustrato Keat Km Keat - K1
(min-1) (uM) (M1 s1)
L-MetSO 31,5 1447 3,6 -102 (k'1)
TcPMSR10
TETXNI 31,5 33,3 1,8-104 (k")
L-MetSO N.D. N.D. 43 (k0)*
TcPMSR180
TcTXNI N.D. N.D. 7,7-10% (k"2)*

Tabla 4.3.3: Parametros cinéticos de TcPMSR recombinantes, determinados a 30 °C y pH 7,5.
N.D.: no determinables por falta de saturacién. *Calculado a partir de la pendiente del grafico
secundario Vmapp en funcién de [TcTXNI].

Como se menciond anteriormente, estas enzimas exhibieron un mecanismo de
reaccién de tipo “ping-pong”, el cual se puede describir como una serie de reacciones en

dos etapas independientes:

TcPMSR,, + L — MetSO—“>TcPMSR,, + L — Met + H,O

TcPMSR,, + TcTXNI — (SH), —2>TcPMSR ., + TcTXNI - S,
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A partir de las eficiencias cataliticas calculadas expuestas en la Tabla 4.3.3 se
puede concluir que para ambas enzimas la etapa lenta de reaccién es la reduccién de
L-MetSO. En adicién, es de destacar que TcPMSR10 fue 100 veces mas eficiente que
TcPMSR180 en la reduccién de este compuesto. Probablemente, las diferencias en los
residuos aminoacidicos que presenta TcPMSR180 respecto a TcPMSR10 (Fig. 4.3.1),
modifiquen la unién del sulféxido a la enzima o el proceso de catélisis en si mismo. No
obstante, estas diferencias en la composicién aminoacidicas, aparentemente, no
interfirieron en la interaccién entre la enzima y la TcTXNI, dado que se obtuvieron
eficiencias cataliticas similares para ambas isoenzimas.

A fin de poder efectuar un estudio cinético mas completo, se realizaron curvas de
saturacion del sustrato en estudio manteniendo constante la concentracion del cosustrato,
estas curvas se muestran en las Fig. 4.3.12 y Fig. 4.3.13. A partir de estos ensayos se pudo
determinar que TcPMSR180 posee 50 veces mds afinidad aparente por TcTXNI que
TcPMSR10, y que present6 inhibicién por sustrato a concentraciones de TcTXNI mayores
de 10 uM. Contrariamente, TcPMSR10 mostr6é mayor afinidad aparente por L-MetSO que
TcPMSR180, la cual no present6é saturaciéon en el rango de concentraciones ensayadas

(hasta 5 mM) del sustrato oxidante. Los parametros cinéticos determinados se exponen en

la Tabla 4.3.4.

16_ T 1,2 <

° —_

_|
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Fig. 4.3.12: Curvas de saturaciéon de TcTXNIL Los ensayos se realizaron en presencia de (!)
TcPMSR10 0,5 uM o (,) TcPMSR180 4 uM; L-MetSO 5 mM y diferentes concentraciones de TcTXNI a
30°Cy pH?75.
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Fig. 4.3.13: Curvas de saturacion de L-MetSO. Los ensayos se realizaron en presencia de (!)
TcPMSR10 0,5 uM o (,) TcPMSR180 2 uM; TcTXNI 10 uM y diferentes concentraciones de L-MetSO a
30°Cy pH?7,5.

Sustrato Parametro Cosustrato TcPMSR10 TcPMSR180
kcat app L-MetSO (min'l) 8,58 N.D.
TcTXNI
L-MetSO Km app L-MetSO (MM) 474 > 10000
10 uM
kcat app 'I<rnapp'l L-MetSO (M'l '5'1) 3 -102 5,77
keat app TcTXNI (min'l) 24,71 1,19
KM app rerxnt (M) L-MetSO 32,85 0,62
TcTXNI
keat app 'Kn'lapp'1 TcTXNI (M'l ‘S'l) 5mM 1,2-104 3,2 104
Kis rerxnt (M) — 56

Tabla 4.3.4: Parametros cinéticos aparentes de TcPMSR recombinantes,
determinados a 30 °C y pH 7,5. N.D.: no determinable.

Las diferencias observadas en la afinidad por los sustratos entre estas isoenzimas,
podria deberse a diferencias en el perfil de cargas superficiales que presentan cada una de
ellas. Esta tltima observacion se basa en un analisis predictivo in silico (Vector NTI v9.0)
que permiti6é estimar valores de pl significativamente diferentes: 6,14 para TcPMSR10 y

7,28 para TcPMSR180. Esta diferencia de una unidad en el pl podria afectar en la
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interacciéon de las enzimas con sus sustratos dependiendo del pH al que se realiza la
reaccion. Como se puede apreciar en la Fig. 4.3.14, ambas enzimas presentaron perfiles de
actividad enzimatica similares, exhibiendo pH 6ptimos entre 7,2 a 7,5. No obstante,

TcPMSR180 fue mas activa que TcPMSR10 a pH mas alcalinos.

100+ Q—_
/ o)
] | |
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e\-o/ 80
o n o o0
©
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é 60
o
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404 u
65 70 75 80 85 90 95 10,0

pH

Fig. 4.3.14: Perfil de actividad enzimatica de (!) TcPMSR10 y (=) TcPMSR180 en funcién del pH.

Se observ6 ausencia de un efecto inhibitorio significativo del producto de reaccién
(L-Met) sobre la actividad de las TcPMSR. Como se muestra en la Fig. 4.3.15, ain en
presencia de 400 veces mas de L-Met respecto a L-MetSO, no se observé ningtn tipo de
inhibicién sobre la actividad de ambas enzimas. Esto indicaria que tanto TcPMSR10 como
TcPMSR180 poseerian muy baja afinidad por la L-Met, o posiblemente, la reaccién

presenta un alto grado de irreversibilidad.
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Fig. 4.3.15: Efecto de la L-Met sobre la actividad de TcPMSR. Las reacciones se llevaron a cabo a
30°C y pH 7,5, en presencia de TcTXNI 10 uM; L-MetSO 0,1 mM; (!) TcPMSR10 0,5 uM o
(,) TcPMSR180 2 pM y diferentes concentraciones de L-Met.

4.3.4. Titulacién redox de TcPMSR.

Con el fin de evaluar propiedades termodindmicas de ambas TcPMSR, se
realizaron titulaciones redox mediante incubaciones de las proteinas con diferentes
relaciones de GSH/GSSG. Las proporciones de las especies oxidadas y reducidas fueron
resueltas por SDS-PAGE no reductor, como se describe en le punto 3.7.5, y estimadas
mediante densitometria. Con estos datos se construy6 una gréfica de fraccion reducida en
funcién del potencial de reduccién (generado para cada combinacion de GSH/GSSG a
33°C y pH 7,5). En la Fig. 4.3.16-A se muestra el perfil de bandas obtenidas para
TcPMSR10 y TcPMSR180, respectivamente. A partir de la grafica de titulacion
(Fig. 4.3.16-B) se determin¢ el Ewy5 global de -176 £ 5 mV para TcPMSR10 y de -178 £ 5 mV
para TcPMSR180. Como se puede observar, ambos potenciales redox son iguales (dentro
de los errores experimentales), lo que indicaria que las discrepancias en las propiedades
cinéticas observadas no se deberian, en principio, a diferencias en las capacidades redox
(reactividad) de los residuos de cisteina que participan en el ciclo catalitico de estas

enzimas.
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Fig. 4.3.16-A: Perfil de titulacién redox de TcPMSR revelado por SDS-PAGE no reductor. Las
proteinas se incubaron con diferentes relaciones de GSH/GSSG a 33 °C a pH 7,5 por 4 h.
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Fig. 4.3.16-B: Curvas de titulacién redox de TcPMSR10 (!) y TcPMSR180 (-).

4.3.5. Determinacion de la masa molecular nativa de TcPMSR.
Las estimaciones de las masas moleculares nativas de TcPMSR10 y TcPMSR180 se
efectuaron mediante corridas en PAGE nativos, siguiendo el método de Ferguson (ver

punto 3.7.1), en diferentes condiciones redox. En la Fig. 4.3.17 se presenta el perfil
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electroforético de ambas proteinas en estado reducido y oxidado, pudiéndose observar
que TcPMSR180 posee una migraciéon menor que TcPMSR10. Al graficar el logaritmo de la
movilidad electroforética relativa (Log Rf) para cada proteina en funcién de la
concentracion de gel utilizado (%T) (Fig. 4.3.18-A), se puede observar que se obtienen
rectas paralelas, lo que indicaria que ambas proteinas (tanto en estado reducido como
oxidado) poseen la misma masa molecular (Rodbard y col., 1970; Chrambach y col., 1971).
Por el contrario, se observé una diferencia importante en los valores de las ordenadas al
origen de este grafico para TcPMSR10 y TcPMSR180 (Fig. 4.3.18-B). El valor de la ordenada
es el logaritmo de la movilidad electroforética libre, en ausencia de soporte (sin efecto
tamiz), el cual esta relacionado con la distribuciéon de cargas superficiales de la proteina a
un pH determinado. Se pudo inferir que TcPMSR180 posee un valor menor de movilidad
electroforética libre que TcPMSRI10, lo que indicaria que esta primera posee menor carga
neta al pH de trabajo que la segunda. Este efecto se correlaciona con los valores de pl
predichos, siendo TcPMSR10 mas acida que su isoforma. Esto muestra que la diferencia de
migracion electroforética observada se debe principalmente a las cargas superficiales

distintas exhibidas por las proteinas y no a una diferencia de masas moleculares.

669 kDa
440 kDa
242 kDa
143 kDa
s
66 kDa
1 2 3 4

Fig. 4.1.17: Determinacién de la masa molecular nativa de TcPMSR. Las proteina fueron corridas en
PAGE nativo al 6% y tefiida con Coomassie blue en distintas condiciones; 1) TcPMSR10
preincubada con DTT 10 mM; 2) TcPMSR10 preincubada con L-MetSO 10 mM; 3) TcPMSR180
preincubada con DTT 10 mM y 4) TcPMSR180 preincubada con L-MetSO 10 mM.
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Fig. 4.3.18: A) Grafico de Ferguson primario para (!) TcPMSR10 preincubada con DTT 10 mM;
(,) TcPMSR10 preincubada con L-MetSO 10 mM; (7) TcPMSR180 preincubada con DTT 10 mM y (B)
TcPMSR180 preincubada con L-MetSO 10 mM. B) Grafico en barras de valores de movilidad
electroforética libre (UL) para cada proteina en estado reducido y oxidado.

Mediante el uso de patrones de masa molecular conocida, se construyé una curva
de calibrado utilizando el logaritmo de los masas moleculares (Log MW) en funcién de la
raiz cuadrada de los coeficientes de retardo (Kp?5) estimados para cada patrén (Fig. 4.3.19).
A partir de los valores de Kp obtenidos del grafico de Ferguson primario para las TcPMSR

(Fig. 4.3.17) se estimaron sus masas moleculares, en aproximadamente 24 kDa para
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TcPMSR10 y 30 kDa para TcPMSR180. Estos valores indicarfan que ambas proteinas
poseen una estructura nativa monomeérica, similar a lo reportado para este tipo de enzimas

de otras fuentes (Taylor y col., 2003; Kauffmann y col., 2005; Coudevylle y col., 2007).

0,195 0,210 0,225 0,240 0,255 0,270
0,5
K ’

D

Fig. 4.3.19: Determinacién de masas moleculares nativas de TcPMSR. El grafico de Ferguson
secundario fue generado al graficar la raiz cuadrada del coeficiente de retardo en funcién de la
masa molecular de proteinas patrones (!). Los coeficientes de retardo calculados para TcPMSR10 y
TcPMSR180 fueron de 0,0442 (O) y 0,0495 (,), respectivamente. Los valores de Kp determinados se
correlacionaron con una masa molecular estimada de 24 kDa para TcPMSR10 y de 30 kDa para
TcPMSR180.

4.3.6. Estequiometria de la interaccion TcPMSR-TcTXNI.

Con el fin de evaluar la estequiometria de la reaccion entre TcPMSRox y TcTXNIged,
se generd la mutante TcTXNIC43S, a la cual se le mut6 la cisteina resolutiva (Cys*) por un
residuo de serina. Esta mutacion hace a esta proteina perder la capacidad de romper el
puente disulfuro mixto que se genera durante el ciclo catalitico, estabilizdndose los
complejos proteicos formados entre ella y sus sustratos disulfuros. Como se muestra en la
Fig. 4.3.20, en la condicién donde se preincubaron a las TcPMSR en presencia de L-MetSO
con TcTXNIC43S se obtuvo un complejo covalente de aproximadamente 40 kDa para
ambas isoenzimas. Las masas moleculares calculadas a partir de las secuencias de
aminodcidos, TcTXNI 17 kDa y TcPMSR 23 kDa, indicarian que el complejo covalente

obtenido se compone de una relacion 1:1 para las proteinas en cuestién, no observandose
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la presencia de complejos de mayor tamafo. Los controles del ensayo indicaron la
necesidad de la oxidacién previa de la TcPMSR para la interaccién con TcTXNIC43S; asi
como la incubacién con DIT impidié la formacién del complejo covalente, como se
muestra en la Fig. 4.3.20. En adicion, la movilidad electroforética de TcTXNIC43S no fue

afectada por la presencia de DTT o de L-MetSO (Fig. 4.3.20), verificando asi el resultado

obtenido.
97 kDa
66 kDa
45 kD
? <« TcPMSR
TcTXNIC43
30 kD.
2 — — < TePMSRged
-— «4— TcPMSRox
20 kDa
R w— v, | TCTXNIC43S D | —
14 kDa
1 2 3 4 5 6 7 8
Sin aditivos  + L-MetSO +DTT + L-MetSO +DTT

Fig. 4.3.20: Estequiometria de la interacciéon entre TcPMSR y TcTXNIC43S. Se preincubaron
TcPMSR10 5 uM (calle 1, 3 y 5) o TcPMSR180 5 uM (calle 2, 4 y 6) con TcTXNIC43S 10 uM en
diferentes condiciones. Como control se preincubd TcTXNIC43S en presencia de L-MetSO o DTT
(calle 7 y 8, respectivamente).

4.3.7. Determinaciéon de la expresion de TcPMSR en diferentes estadios del ciclo de
vida de T. cruzi CL-Brener.
Para evaluar la presencia de las proteinas en las diferentes estadios del ciclo de
vida del parésito se efectué un experimento de western blot donde se utilizé un anticuerpo
policlonal anti-TcPMSR10 recombinante producido en conejo, contra extractos totales de

T. cruzi epimastigotes, amastigotes y tripomastigotes. Como se puede observar en la
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Fig. 4.3.21, las sefiales positivas so6lo fueron detectadas en extractos de epimastigotes y
amastigotes, no detectdndose sefial en tripomastigotes. Estos resultados indican que al
menos una de las TcPMSR se encuentra presente en los estadios replicativos del parésito,
esto debido a que el anticuerpo empleado reconoce ambas proteinas recombinantes con
igual intensidad (resultados no mostrados), dado el alto porcentaje de identidad que

poseen ambos isoformas.

26 kDa |

17 kDa

T TcPMSR10
recombinante

Fig. 4.3.21: Ensayo de western blot para la identificaciéon de TcPMSR en diferentes estadios de T. cruzi
CL-Brener. Aproximadamente 40 pg de extractos proteicos de las formas epimastigote (E),
amastigote (A) y tripomastigote (T) y 50 ng de TcPMSR10 recombinante fueron separadas por
SDS-PAGE al 15% y transferidos a una membrana de nitrocelulosa. Las bandas fueron reveladas
utilizando un anticuerpo primario anti-TcPMSR10 policlonal en dilucién 1/500 y posteriormente
empleando el reactivo de deteccién ECL Western blotting Substrate (PerkinElmer).

4.3.8. Inmunolocalizacion celular de TcPMSR en T. cruzi.

Con el objeto de efectuar una mejor caracterizacioén in vivo de estas proteinas, se
realizaron ensayos de inmunolocalizacion de las TcPMSR en células de epimastigotes de
T. cruzi CL-Brener, utilizando anticuerpos policlonales anti-TcPMSR10. Las imagenes
obtenidas, tanto de la microscopia de epifluorescencia (Fig. 4.3.22) como de la microscopia
confocal (Fig. 4.3.23), revelaron sefales de reconocimiento distribuidas en toda la célula
del parasito, lo que indicaria, una ubicacién citoplasmatica de, al menos, una de las
isoformas de la proteina. La localizacién celular de las TcPMSR resulta ser la esperada,
estando de acuerdo con lo informado previamente por otros autores sobre la ubicacion
celular de este tipo de proteinas en otros organismos (Moskovitz y col., 2001; Vougier y

col., 2003).
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Fig. 4.3.22: Microscopia de epifluorescencia de células de epimastigotes de T. cruzi CL-Brener
utilizando anticuerpos policlonales de conejo anti-TcPMSR10 (A) tincién fluorescente utilizando
anticuerpos primarios y secundario conjugado a FITC; (B) tincién nuclear fluorescente utilizando
DAPI y (C) microscopia directa.

Fig. 4.3.23: Microscopia confocal de barrido por laser (CLSM) de células de epimastigotes de T. cruzi
CL-Brener utilizando anticuerpo policlonal anti-TcPMSR10. Las imagenes de la localizacién celular
de TcPMSR muestran una marca intensa a nivel citoplasmatico (3,8 um de profundidad). Los
controles negativos se realizaron utilizando el conjugado solo, sin visualizarse tincion (no
mostrado).
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4.3.9. Sobreexpresion de TcPMSR10 en células de epimastigotes de T. cruzi.

Con el fin de estudiar el posible rol de las TcPMSR en el parésito se realizé la
sobreexpresion la proteina recombinante en células de epimastigotes. Se transformaron
epimastigotes de T. cruzi CL-Brener con la construcciéon recombinante [pTEX/TcPMSR10],
como se describi6 en el punto 3.9.2. Como controles de transformacién se realizaron
transfecciones de las células con el vector vacio (pTEX) y con la construccion [pTEX/GFP].
Mediante pasajes sucesivos durante 60 dias en presencia del antibidtico G418 se logré la
seleccion completa de las lineas celulares, evidenciandose por la obtencién de una
poblaciéon completa de parésitos fluorescentes, en la linea celular transformada con la
construcciéon [pTEX/GFP]. Los parasitos transformados no exhibieron diferencias
significativas en morfologia (no mostrado) ni en velocidad de crecimiento respecto a las
células no transformadas (ver Fig. 4.3.24 y Tabla 4.3.5). Por otra parte, mediante ensayos
de western blot se verifico que la linea celular transformada con la construccion
[PTEX/TcPMSR10] presentaba un alto nivel de expresiéon de la proteina, entre 15 y 20
veces, respecto a la linea transformada con el vector vacio (pTEX), como se muestra en la

Fig. 4.3.25.
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Fig. 4.3.24: Curvas de crecimiento de diferentes lineas celulares de T. cruzi CL-Brener: (!) no
transformada; (-) transformada con [pTEX] y (7) transformada con construccién
[PTEX/TcPMSR10]. Los parésitos se cultivaron en medio LIT suplementado con hemina 20 pg ml-
y suero fetal bovino al 10% a 28 °C. Las lineas transformadas se cultivaron en presencia de G418
200 pg ml-.
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Linea celular p (dias?)
No transformada 0,223 + 0,007
Transformada con [pTEX] 0,212 + 0,008

Transformada con [pTEX/TcPMSR10] 0,214 + 0,008

Tabla 4.3.5: Velocidades de crecimiento especificas (i) de las diferentes lineas celulares. Los
parasitos fueron crecidos en medio LIT suplementado con hemina 20 ng ml! y suero fetal bovino al
10% a 28 °C. Los parasitos transformados fueron crecidos en presencia de G418 200 ng ml-.

30 kDa
20 kDa K
14 kDa
1 2 3

Fig. 4.3.25: Ensayo de western blot de epimastigotes de T. cruzi CL-Brener transformados. Se
sembraron aproximadamente, 1) 6 ug de TcPMSR10 recombinante, 2) extracto crudo proveniente de
810° parésitos transformados con pTEX y 3) extracto crudo proveniente de 810> parasitos
transformados con la construccién recombinante [pTEX/TcPMSR10]. Las bandas fueron reveladas
utilizando un anticuerpo primario anti-TcPMSR10 policlonal en dilucién 1/500 y posteriormente
utilizando anti-rabbit conjugado con peroxidasa.

Para investigar si la sobreexpresion de TcPMSR10 podria conferir resistencia al
estrés oxidativo, se estudi6 el efecto del H>O. sobre el crecimiento de los epimastigotes que
sobreexpresan TcPMSR10 y los transformados con el vector vacio. Como se muestra en la
Fig. 4.3.26, la linea celular que sobreexpresa la proteina presenta alrededor de 1,85 veces
mas tolerancia al H>O», presentando un ICso de 141 £ 6 pM, mientras que el cultivo control
(transformado con el pTEX) exhibi6é un ICsp de 76 + 3 uM. La diferencia observada en los
valores de ICsp obtenidos en el ensayo de sensibilidad entre las diferentes lineas celulares,

fue estadisticamente significante (P < 0,05), evaluada mediante la prueba t-Student.
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Fig. 4.3.26: Susceptibilidad de epimastigotes recombinantes al H>O,. Parasitos transformados con
pTEX (!) y transformados con la construccién [pTEX/ TcPMSR10] (-) fueron cultivados en presencia
de diferentes concentraciones de HxO,. Luego de 48 h de incubacién, la densidad celular fue
determinada por recuento en cimara de Neubauer.
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4.3.10. Discusion.

Trypanosoma cruzi es el agente etioldgico de la enfermedad de Chagas, la cual
constituye uno de los problemas principales de salud ptblica en Latinoamérica
(Organizacion_Mundial_de_la_Salud). Hasta el momento, no existen vacunas eficientes y
la quimioterapia convencional (nifurtimox y benznidazol) posee varios efectos secundarios
(Organizaciéon_Paramericana_de_la_Salud). En adicién, se han reportado casos de
resistencia a estas drogas por los parasitos, por lo cual la bisqueda de nuevos farmacos
para el tratamiento de esta enfermedad es altamente prioritario (Pineyro y col., 2008).
Diferentes rutas metabdlicas son en la actualidad analizadas con el objeto de identificar
blancos moleculares para el desarrollo de nuevos inhibidores.

En T. cruzi, como en el caso de otros tripanosomatidos, se han estudiado
ampliamente sus sistemas antioxidantes, estableciéndose claramente el rol central del
tripanotion en el metabolismo redox en estos organismos (Krauth-Siegel y col., 2008a).
Esta claro que la habilidad de estos patégenos a resistir el estrés oxidativo es esencial para
la supervivencia durante la infecciéon del huésped mamifero (Flohe y col., 1999; Pineyro y
col,, 2008). Si bien los estudios al presente permiten una comprension general de los
mecanismos responsables de esta resistencia, la caracterizacion de los distintos actores del
metabolismo redox estd lejos de ser completada. Es importante resaltar que hasta el
momento, en tripanosométidos, no hay informacién sobre mecanismos de reparacién del
dafio oxidativo en proteinas y de la relevancia de éstos para la supervivencia de estos
patégenos en sus diferentes estadios del ciclo de vida de estos patégenos.

Como se mencioné durante la introduccion, la oxidaciéon de proteinas puede traer
aparejado cambios conformacionales y, en algunos casos, pérdida de funciéon (Friguet,
2006). Uno de los aminodcidos mds susceptibles a la oxidacién es la metionina. La
reduccion de MetSO a Met es catalizada por la enzima metionina sulféxido reductasa
(Msr), la cual estd presente en casi todos los organismos vivos (Banerjee, 2008). Estas
enzimas protegen a los organismos del dafio oxidativo (Moskovitz y col., 2001), son
reguladores esenciales de la longevidad en animales (Moskovitz y col., 2001), proveen
resistencia contra el estrés abiético en plantas (Bechtold y col., 2004) y pueden actuar como
factores de virulencia de algunos patégenos bacterianos, como Neisseria gonorrhoeae
(Lowther y col.,, 2002), Neisseria meningitidis (Olry y col., 2002), Staphylococcus aureus
(Moskovitz y col., 2002) y Mycobacterium tuberculosis (St John y col., 2001). Siendo de
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relevancia la funcion fisiolégica de estas enzimas en diferentes organismos, no existen
reportes, hasta el momento, de la existencia de esta proteina en protozoos y especialmente
en T. cruzi.

A partir de la informacién actual disponible en el proyecto genoma de T. cruzi, se
identificaron secuencias nucleotidicas de dos genes que codifican para dos isoformas de
MsrA. La secuencias aminoacidicas de TcPMSR10 y TcPMSR180 traducidas a partir de la
informacién génica, presentaron una alta identidad entre si (96%) y con secuencias
aminoacidicas de metionina-S-sulféxido reductasa (MsrA) de otras fuentes, observandose
la presencia del motivo catalitico caracteristico, GCFWG, de este tipo de enzimas.
Curiosamente, dentro del proyecto genoma de este patdgeno no existen secuencias
codificantes para metionina-R-sulféxido reductasa (MsrB). Mas atn, en ninguno de los
proyectos genomas de otros kinetoplastidos patégenos como T. brucei o Leishmania sp
presentan secuencias codificantes para MsrB. Esto conduce a plantear una pregunta, ;cuél
es el motivo de que estos organismos patoégenos con sistemas antioxidantes ampliamente
organizados y especializados carecen de una variante de Mrs?

La ausencia de MsrB distinguiria a los tripanosoméatidos del resto de los
organismos, dado que MsrB actuaria en forma complementaria a la MsrA, ya que la
MetSO es generada como mezcla racémica y es por ello que, en general, los organismos
que presentan este tipo de enzimas poseen ambas variantes (Boschi-Muller y col., 2008).
Una posible solucion a esta encrucijada es que en estos organismos exista algtn sistema
enzimdtico con actividad epimerasa que convierta al isémero de Met-R-50 a Met-S-S0, el
cual (este ultimo) es sustrato de las TcPMSR (que son del tipo MsrA). Este tipo de
actividad solamente ha sido evidenciada en extractos crudos de E. coli (Weissbach y col.,
2002; Ezraty y col., 2004) y de ciertas células de mamiferos (Kim y col., 2004). Por lo tanto,
en estos pardsitos podria existir un sistema formado por MsrA mas la enzima epimerasa.
Desafortunadamente, no se conocen secuencias de genes codificantes para enzimas con
actividad epimerasa en los proyectos genomas de estos organismos, por lo que la solucion
a esta cuestiéon quedara pendiente y es tema de futuras investigaciones.

Mediante SDS-PAGE no reductor se demostré que al variar el estado redox de
TcPMSR10 como TcPMSR180 se inducia la formacion/ruptura de un puente disulfuro
intramolecular, puntualmente entre las dos tnicas cisteinas (Cys!® y Cys!”!) de ambas

isoenzimas, como se muestra en los modelos tridimensionales generados a partir de
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estructuras conocidas de proteinas homoélogas (Fig. 4.3.27). La formacién de este puente
disulfuro en la proteinas fue observado cuando, las mismas interaccionaban con su
sustrato fisiologico, L-MetSO. Esto permitié verificar la funcionalidad de las enzimas
recombinantes, teniendo en cuenta que su oxidacién dependeria de una reaccion especifica
del tipo enzima-sustrato. Alternativamente, se pudo corroborar que TcTXNI y TcTRX
podian ser potenciales sustratos fisioldgicos reductores de las TcPMSR, observandose la
reversion del estado oxidado de estas enzimas cuando éstas eran incubadas con las
proteinas tioles. Los resultados obtenidos indicaron que ambas TcPMSR poseian actividad
biolégica y establecen un escenario metabdlico redox mas amplio en T. cruzi, con la

participacion de diferentes sustratos fisiologicos (Fig. 4.3.28).

Fig. 4.3.27: Representacion de cintas de modelos tridimensionales de TcPMSR. Los modelos fueron
generados utilizando el programa Modeller v9.4. Como se puede observar ambas Cys se
encuentran a una proximidad adecuada (valor promedio, 7,41 A) para la formacién de un puente
disulfuro.

TCTXNI
NADPH TcTRoxe T(SH)2 TeTRY s TcPMSRre - L-MetSO
TCTXNIre
NADP TcTRee / - TSz \ TcTRX:e TcPMSRox L-Met + H:0

Fig. 4.3.28: Representacion esquematica del flujo de equivalentes
de reduccién en la via de reduccién de MetSO en T. cruzi.
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Los resultados de los estudios cinéticos en estado estacionario demostraron que
ambas isoenzimas poseen un mecanismo de reaccién de tipo doble sustitucion, exhibiendo
un paralelismo en las rectas de doble reciprocos. Este tipo de mecanismo cinético es
comun para este clase de enzimas que se basan en el intercambio tiol/disulfuro (Boschi-
Muller y col., 2001; Boschi-Muller y col., 2005). Este resultado es coherente con el hecho
que estas enzimas se presentan en dos estados redox independientes durante el ciclo
catalitico, como se pudo apreciar en los ensayos de SDS-PAGE no reductores.
Alternativamente, estos estudios revelaron que estas enzimas presentan perfiles cinéticos
diferentes, siguiendo TcPMSR10 una cinética de saturacién, mientras TcPMSR180 exhibi6
falta de saturaciéon dentro de las condiciones de reacciéon evaluadas. Como se mencioné en
resultados, ambos tipos de cinéticas han sido reportadas para Msr de otras fuentes
(Boschi-Muller y col.,, 2001). Dentro de un sentido menos usual, una cinética de no
saturacion indicarfa que la formacion del complejo enzima/sustrato es la etapa lenta de la
reacciéon enzimatica (la etapa que gobierna cinéticamente la reacciéon) en lugar de la etapa
de transformacién y disociaciéon del complejo enzima/producto, como es comtn en una
cinética de saturacion (Flohe y col., 2002). Esto posiblemente seria el caso de TcPMSR180,
en la cual la interaccién con sus sustratos TcTXNI o L-MetSO podria ser mas lenta que la
transferencia de equivalentes de reduccion y disociaciéon de los productos pertinentes.

Independientemente del perfil cinético, ambas enzimas presentaron mayor
eficiencia catalitica para la etapa de oxidaciéon de TcTXNI que para la etapa de reduccion
de L-MetSO, exhibiendo constantes cinéticas dentro del mismo orden de magnitud.
Llamativamente, TcPMSR10 present6é 100 veces mas eficiencia catalitica que TcPMSR180
para la etapa de reducciéon de L-MetSO. Las semejanzas y diferencias en las eficiencias
cataliticas determinadas para estas enzimas explicarian, en principio, la diferencia de
actividades enzimaticas observadas en los primeros ensayos cinéticos. Estos resultados
indicarian que, globalmente, la etapa de reducciéon de L-MetSO es la lenta en el ciclo
catalitico de estas enzimas. Este comportamiento es semejante al reportado por otros
autores para MsrA de E. coli (Boschi-Muller y col., 2001), Populus trichocarpa (Rouhier y
col., 2007) y Caenorhabditis elegans (Lee y col., 2005) y para MsrB de Neisseria meningitidis
(Olry y col., 2002), determinado por estudios de cinética en estado estacionario.

Los resultados de las titulaciones redox indicaron que los potenciales de reducciéon

de ambas enzimas son similares, pudiéndose concluir que la discrepancias cinéticas
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exhibidas por TcPMSR10 y TcPMSR180 no serian causadas puntualmente por diferencias
en la capacidad redox de los residuos de Cys (centros redox activos) presentes en las
proteinas. Los valores determinados de Enzs para las TcPMSR (valor promedio de
-177 mV), justifican termodindmicamente la capacidad de estas enzimas de emplear a TXN
[E®” de -249 mV para TXN de T. brucei (Schmidt y col., 2003)] o TRX [E®” de -267 mV para
TRX de T. brucei (Schmidt y col.,, 2003)] como sustratos reductores. Los valores de
potenciales redox aqui determinados para las TcPMSR son coherentes con un flujo de
equivalentes de reduccién transportado por el sistema dependiente de tripanotion,
originalmente proveniente del NADPH [E®” de -320 mV (Krause y col., 1991)] hacia el
tripanotion [E®” de -242 mV (Schmidt y col., 2003)] y luego hacia las proteinas tioles. La
diferencia de potenciales de reduccién de estas proteinas son la fuerza impulsora que
favorece la reduccion de L-MetSO (libre o en proteinas).

Una propiedad importante de este tipo de enzimas es la falta de inhibicién por
producto, particularmente L-Met. Como se describié en resultados, tanto TcPMSR10 como
TcPMSR180 fueron insensibles a la presencia de L-Met en el medio de reaccién. Este
comportamiento ya habia sido reportado por otros autores, quienes habian evaluado la
acciéon de AcMetHMe sobre la actividad Msr, sin detectar efecto inhibitorio alguno (Gand
y col., 2007; Boschi-Muller y col., 2008). Estos autores estimaron valores de K; de la MsrA
de N. meningitidis para AcMetNHMe de 2 M. Esta falta de inhibicion, sugiere que las
TcPMSR poseen baja afinidad por L-Met, lo cual podria deberse a una posible repulsién
electrostatica entre el 4tomo de azufre de la Cys®® (numeracién de TcPMSR), el cual se
encontraria como tiolato (-S°) y el atomo de azufre de la Met, el cual posee una carga
parcial negativa. Otro posible efecto que influye sobre la interaccion de Met con las
TcPMSR, es la estabilizacion del sulféxido es mediada por puentes de hidrégeno entre los
residuos Glu®, Tyr# y Tyrl® (numeracion de TcPMSR) y el atomo de oxigeno del
sulféxido, como se puede apreciar a partir del modelo tridimensional generado
(Fig. 4.3.29), este ultimo ausente en la molécula de L-Met (Antoine y col., 2006; Gand y col.,
2007; Boschi-Muller y col., 2008). Estas caracteristicas explicarian, en parte, la baja afinidad

de TcPMSR por L-Met y por ende la falta de inhibicién por producto de estas enzimas.
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AcMetSONHMe

Fig. 4.3.29: Representacion esquematica del sitio activo de las TcPMSR en complejo con
AcMetSONHMe. El modelo fue generado con el programa Modeller v9.4. En la imagen se
presentan los residuos aminoacidicos que interaccionan con el sustrato a una distancia maxima de
4 A. Se puede apreciar la orientacion de la Cys® sobre el atomo de azufre del sulfoxido,
encontrandose a una distancia de 2,92 A, propicia para el ataque nucleofilico. En adicién distintos
tipos de interaccién estabilizan la unién del sustrato al sitio activo: la interaccién hidrofébica del
grupo e-metilo del sustrato con el parche hidrofébico formado por los residuos Phe!* y Trp'® y
principalmente, la formacion de puentes de hidrégeno entre los residuos Tyr48, Glu® y Tyr%, con el
atomo de oxigeno del sulféxido.

Los ensayos de PAGE nativos revelaron diferencias entre las movilidades
electroforéticas de TcPMSR10 y TcPMSR180. Los datos obtenidos, revelaron que ambas
isoformas poseen una estructura monomérica, entre 24 y 30 kDa, independiente del estado
redox en el que se encontraban. Por otro lado, este mismo ensayo revel6 que la diferencias
en los perfiles electroforéticos eran originados por una desigualdad en la distribucién de
cargas superficiales. Los resultados del ensayo de PAGE nativo fueron coherentes con los
valores de pl predichos in silico para las TcPMSR, indicando que al pH de corrida (pH 8,8)
TcPMSR10 poseeria mayor carga negativa superficial que TcPMSR180 y por ello una
mayor movilidad electroforética que esta tltima. En apoyo a los resultados obtenidos, la
generaciéon de modelos tridimensionales de estas proteinas permitié detectar similitudes a
nivel estructural de ambas. No obstante, mediante el calculo de potencial electrostatico
sobre los modelos tridimensionales, utilizando la ecuacion de Poisson-Boltzmann (Holst y

col., 1994), se pudo observar una gran diferencia en los perfiles de cargas superficiales,
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siendo TcPMSR180 mas electropositiva que TcPMSR10 (Fig. 4.3.30). Esta primera present6
una mayor distribuciéon de cargas positivas sobre su superficie, principalmente cerca del
sitio activo de la proteina. Estos resultados tedricos, se correlacionan con los obtenidos
experimentalmente en los ensayos de PAGE nativo. Por otro lado, si bien los perfiles de
actividad enzimatica en funciéon del pH para ambas TcPMSR no presentaron diferencias
significativas en los valores de pH ¢6ptimos, TcPMSR180 presenta mayor actividad que
TcPMSR10 a pH maés alcalinos. Esto podria indicar que ciertos residuos aminoacidicos
cargados positivamente serian necesarios para la actividad enzimatica y siendo
TcPMSR180 mas bésica podria ser que mantenga con mayor fuerza el grado de ionizacion.

En base a los modelos tridimensionales realizados para TcPMSR10 y TcPMSR180,
las diferencias encontradas en las propiedades electrostaticas de las TcPMSR podrian ser
las responsables de las disimilitudes halladas en las propiedades cinéticas de estas
proteinas. En forma aparente, la unién de L-MetSO a las proteinas no parece ser afectada,
dado que los residuos criticos para la unién son conservados en ambas isoformas. Se
podria plantear que estas diferencias en propiedades electrostaticas podrian afectar,
cinéticamente, el ataque del sulféxido por el tiol de la Cys!® o la reduccién del grupo
sulfénico de este residuo, una vez reducido el sulféxido, interfiriendo en el ataque de la
Cys!7t (Cys resolutiva) para la generacién del puente disulfuro. Esta hipétesis se basa en
dos observaciones realizadas: 1) existe una diferencia de 100 veces entre las constantes
cinéticas de reaccion para la etapa de reducciéon del sulféxido entre TcPMSR10 y
TcPMSR180 y 2) las constantes cinéticas de reaccién entre las TcPMSRox y la TcTXNIged se
encuentran en el mismo orden de magnitud. Esto indicaria, a priori, que las propiedades
electrostaticas superficiales en TcPMSR180 hacen que la reaccion de reducciéon del
sulféxido sea mas lenta que para su isoforma. Por otro lado, la reacciéon entre TcPMSRox y
TcTXNIred no se veria afectada por las diferencias electrostaticas halladas en las TcPMSR.
En apoyo a la hipétesis planteada, segtn la bibliografia existente (Souza y col., 1998;
Boschi-Muller y col., 2000; Monteiro y col., 2007) y al igual que para otras proteinas tioles
como TRX, el sustrato especifico de TcTXNIreq seria el puente disulfuro formado en las
TcPMSRox y no el grupo sulfénico de la Cys?? (intermediario en la reaccién de reducciéon
de L-MetSO). Esto implicaria que la reaccion entre TcTXNIreq y las TcPMSRox sélo seria

factible si existe en forma previa el puente disulfuro en estas enzimas.

-214-



Resultados y discusion - Capitulo 3

TcPMSR10ged TcPMSR100x

TcPMSR180geq

Fig. 4.3.30: Potencial electrostatico de TcPMSR. El potencial electrostatico ajustado sobre la
superficie molecular fue calculado utilizando la ecuacién de Poisson-Boltzmann mediante el
programa Swiss-pdb viewer v4.0. Como condiciones para el célculo se fijé la constante dieléctrica
del medio, en 80, el valor de la constante dieléctrica de las proteinas en 4 y una fuerza iénica en
0,0 mol 1" Las cargas positivas son representadas en azul y las negativas son representadas en rojo.
Las flechas indican el sitio activo de las proteinas.

La expresion génica de al menos uno de los genes alelos codificantes para TcPMSR
en T. cruzi, fue confirmada por ensayos de western blot, obteniéndose sefiales positivas en
los estadios replicativos de este parasito (epimastigote y amastigotes). A fin de realizar
una mejor comprension de la ocurrencia de estas proteinas in vivo, se efectu6é su

inmunolocalizacién celular utilizando anticuerpos policlonales anti-TcPMSR10. Estos
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ensayos presentaron una marcada sefial a nivel citoplasmatico en las células de
epimastigotes de T. cruzi, como fue expuesto por microscopia confocal. Esta localizacion
refuerza la presencia de estas enzimas en el parasito y la posible funcionalidad de éstas en
la reparacién del dafio oxidativo en proteinas in vivo. Fisiol6gicamente, algunos sustratos
blancos potenciales podrian ser ciertas proteinas de igual localizacién citoplasmatica,
como las ribosomales, calmodulina, las formadoras de canales i6nicos de potasio,
fosfoglucomutasa, ribonucleasa y proteasas, como ya se ha informado para otros
organismos que presentan el sistema Msr (Grimaud y col., 2001; Weissbach y col., 2002;
Ezraty y col., 2005).

La sobreexpresion de TcPMSR10 en células de epimastigotes de T. cruzi revel6 una
mejor tolerancia al estrés oxidativo generado por H>O, exégeno, aproximadamente 1,85
veces respecto al control. Los hallazgos aqui expuestos son similares a los reportados por
otros autores al sobreexpresar GPxI (Wilkinson y col., 2002a), APx (Wilkinson y col.,
2002b) y TR (Kelly y col, 1993) frente al efecto del mismo agente oxidante.
Contrariamente, existe otro informe que presenta una mayor sensibilidad por parte de
T.cruzi a agentes tripanocidas tales como, benznidazol y violeta de genciano, al
sobreexpresar superdxido dismutasa en células de epimastigotes del parésito (Temperton
y col.,, 1998). En un trabajo reciente, se ha mostrado que parasitos recombinantes que
sobreexpresaban peroxirredoxinas citoplasmaéticas y mitocondriales (cTXNPx y mTXNPx,
respectivamente), eran altamente resistentes a H>O, y ONOO- exégenos (Piacenza y col.,
2008). En paralelo, otro grupo de investigadores describié que la sobreexpresién de las
mismas peroxirredoxinas, estimulaba la infeccion y diferenciacién de tripomastigotes en
cultivos de células de Vero (Pineyro y col., 2008). En adicién, reportaron una mayor
resistencia a la eliminacién de los parasitos cuando se los sometia a desafios con
macroéfagos.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en este trabajo como los antecedentes
existentes, se podria concluir que las TcPMSR podrian ser relevantes para la supervivencia
del parésito frente a estrés oxidativo. El argumento planteado, es que estas enzimas no
participarian en una via de eliminacién del agente oxidante en forma directa, como en los
casos arriba mencionados, sino que participan en la reparaciéon de proteinas importantes
para una correcta funcionalidad celular. Resultados similares a los aqui presentados han

sido obtenidos al sobreexpresar en forma homoéloga MsrA en células de E. coli (St John y
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col., 2001), o MsrB en A. thaliana (Bechtold y col., 2004; Kwon y col., 2007) o en cultivos de
células de mamiferos (Moskovitz y col., 1998; Cabreiro y col., 2008); ya que en todos los
casos las células transformadas presentaron una mayor resistencia al estrés abidtico
(donde se incluye al oxidativo).

Finalmente, este trabajo describe por primera vez, en T. cruzi, un sistema funcional
encargado de la reparacion del dafio oxidativo de proteinas. Lo realizado, no s6lo aumenta
el conocimiento de las reacciones que participan en la homeostasis celular del equilibrio
redox, la supervivencia y virulencia del parasito. El sistema Msr podria aparecer como una
herramienta importante no sélo para la reduccion de sulféxidos de metionina, sino
también como un sistema de regulaciéon de la actividad de diversas vias metabdlicas, en
donde participan enzimas con metioninas susceptibles a la oxidaciéon. Este posible
funcionamiento versatil de las TcPMSR aqui planteado es de un interés relevante para la
bioquimica y fisiologia de este parasito, ademds de abrir nuevas lineas de trabajo a nivel

proteémico en T. cruzi.
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5.

CONCLUSIONES.

A partir de los resultados experimentales obtenidos en el presente trabajo de tesis se

pudo enunciar las siguientes conclusiones:

La enzima EWTRXR expresada en forma recombinante presenté una estructura

homodimérica covalente (por puentes disulfuros), donde cada subunidad posee una

molécula de FAD como grupo prostético.

Respecto a las propiedades cinéticas de EA'TRXR se pudo concluir que:

Exhibi6 actividad disulfuro reductasa, siendo capaz de emplear DTNB y TRX como
sustratos. No obstante, no presenté capacidad de reducir disulfuros de bajo peso
molecular, tales como GSSG, lipoamida, TS; y cistina.

La reduccién de sustratos disulfuros siguié6 un mecanismo de reaccién de tipo
“ping-pong” hibrido.

La actividad disulfuro reductasa depende marcadamente de la funcionalidad de
tioles reactivos en la proteina.

La enzima presenté capacidad de emplear NADPH o NADH como sustratos
reductores, siendo la especificidad de la enzima por este tltimo dos érdenes menores
respecto a NADPH. Mediante ensayos de inhibicién por productos se puede concluir
que el sitio de unién a NADH seria el mismo al de unién a NADPH.

Se pudo observar que la enzima presenté una actividad oxidasa significativa,
catalizando la oxidaciéon de NAD(P)H por O, generando HoO..

Se observo6 también que la actividad oxidasa es independiente de la via de reduccion
de sustratos disulfuros.

La enzima exhibi6 capacidad de reducir en forma directa S-nitrosotioles como GSNO
y CySNO. En adicién, esta capacidad se vio estimulada por la presencia de TRX en el
medio de reaccion.

Es de remarcar que la enzima presentd actividad quinona reductasa y actividad
diaforasa (utilizando azul de metileno como sustrato). En adicién, componentes
quimicos del aceite esencial de tomillo fueron sustratos oxidantes para la enzima.

Todos estos compuestos presentaron interesantes propiedades inhibitorias de la
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actividad disulfuro reductasa, mediante la competencia de los equivalentes de
reduccién portados por la enzima reducida.

El potencial de reduccién estimado para ENTRXR (-292 mV) es coherente con la
cascada de 6xido-reduccion en la cual participa [NAD(P)H — TRXR — TRX].

Las tres TRX de E. histolytica expresadas en forma recombinante (EATRX6, EA'TRX8 y
EhTRX41) presentaron capacidad de reducciéon de proteinas disulfuros (como
insulina), DTNB, disulfuros de bajo peso molecular no reducibles por EhWTRXR
(GSSG, TS, y cistina) y S-nitrosotioles.

Los potenciales de reduccién estimados para las ERTRX (-280 mV promedio)
demuestran la capacidad de estas proteinas como agentes reductores eficientes.

El sistema TRX de E. histolytica (EA'TRXR/EhTRX) fue capaz de funcionar de forma
acoplada a Eh2CysPrx para la reduccién de hidroperéxidos.

La enzima Eh2CysPrx presenté6 un mecanismo de reaccién de tipo ping-pong con
una cinética de saturacion de tipo Michaelis-Menten tanto para los sustratos
reductores (TRX) como para el hidroperéxido.

La peroxirredoxina amébica present6 una escasa actividad GPx, lo que revel6 una
preferencia por TRX como sustratos reductores.

La enzima Eh2CysPrx exhibié una estructura molecular decamérica covalente (por
puentes disulfuros) de 300 kDa.

El potencial de reducciéon estimado para Eh2CysPrx es mas positivo que el de otras
Prx descriptas, pero es coherente con el uso de EW'TRX o EcTRX como sustratos
reductores y para la reducciéon de peréxidos.

Los ensayos de western blot revelaron la presencia del sistema TRX en trofozoitos de
E. histolytica. En adicioén, los resultados de los ensayos de inmunolocalizacion
indicaron una ubicacién a nivel ectoplasmatico del sistema, sobre la periferia de la
membrana citoplasmatica.

E. histolytica posee un sistema TRX funcional capaz de complementarse con otros
componentes antioxidantes previamente descriptos.

La enzima EhTRXR es un interesante blanco molecular para el disefio de farmacos
contra la amebiasis, dada sus propiedades cinéticas y estructurales y la posicién que

ocupa a nivel de la cascada de 6xido-reduccién en la que participa.
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Se detect6 la presencia de GR, dihidrolipoamida deshidrogenasa, TRXR, TRX y
PMSR en extractos crudos de P. tricornutum cultivado en condiciones fotoautotrofas,
mediante ensayos de actividad enzimaticas y western blot.

La enzima GR purificada a partir de P. tricornutum presentd una alta especificidad
por NADPH como sustrato reductor y GSSG como sustrato disulfuro. En adicion, la
enzima no presento actividad oxidasa en las condiciones ensayadas.

Se observé que la reducciéon de GSSG es dependiente de tioles reactivos en la
proteina.

La reducciéon de GSSG dependiente de NADPH siguié un mecanismo de reaccion del
tipo “ping-pong” hibrido.

La GR purificada presenté capacidad de reducir GSNO con eficiencias cataliticas
moderadas, no presentando inactivacion por éste durante el ciclo catalitico.

Se determin6 que la GR purificada es un homodimero de 118 kDa que posee flavina
como grupo prostético.

P. tricornutum presenta un amplio repertorio metabodlico a nivel del metabolismo

redox, principalmente de vias dependientes de TRX y glutation.

Las isoformas de TcPMSR (TcPMSR10 y TcPMSR180) expresadas de forma
recombinante presentaron actividad metionina sulféxido reductasa.

Ambas isoformas aceptaron DTT, TcTRX y TcTXNI como sustratos reductores y a
L-MetSO como sustrato oxidante.

Las dos isoformas de TcPMSR exhibieron un mecanismo de reacciéon del tipo
“ping-pong” para los sustratos: TcTXNI y L-MetSO.

Las isoformas de TcPMSR presentaron diferencias cinéticas, exhibiendo TcPMSR10
una cinética de saturacion, mientras que TcPMSR180 present6 una cinética de no
saturacion. En adicion, se observé que TcPMSR10 fue mas activa que TcPMSR180 en
las condiciones ensayadas.

Ninguna de las isoformas de TcPMSR present6 inhibicion por el producto de

reaccion L-Met, presentando valores de K; mayores a 40 mM.
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Los ensayos de electroforesis nativos demostraron que las isoformas de TcPMSR
exhiben diferencias en sus distribuciones de cargas superficiales y no en sus masas
moleculares.

Se determiné que las isoformas de TcPMSR son enzimas monomeéricas de 25-30 kDa.

Los potenciales de reduccién estimados para las isoformas de TcPMSR fueron
similares (-178 mV) y son coherentes con los potenciales de reduccién de los
sustratos reductores fisiologicos (TcTRX y TcTXNI).

Las diferencias halladas en las propiedades cinéticas de las isoformas de TcPMSR
podrian deberse a las diferencias de cargas superficiales.

Se detect6 la presencia de al menos una de las isoformas en los estadios replicativos
de T. cruzi: epimastigotes y amastigotes. En adicion, se determiné que al menos una
de las isoformas posee ubicacion citoplasmaética en epimastigotes de T. cruzi.

T. cruzi posee dos isoformas funcionales de metionina sulféxido reductasa del tipo A,
lo cual demuestra la existencia de sistemas de reparaciéon del dafio oxidativo en
proteinas en el parasito. Este sistema formado por las TcPMSR estaria ligado al
metabolismo del tripanotién, dado que emplea a TcTRX y TcTXNI como sustratos

reductores.
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6. RESUMEN.

Todas las formas de vida han desarrollado sistemas enziméticos eficientes para
resistir el dafio oxidativo generado por las especies reactivas del oxigeno (ERO). El estado
redox celular es un mediador crucial de diferentes procesos metabdlicos, actuando en la
sefalizaciéon y regulacion de diversos procesos metabodlicos y celulares. Diferentes
procesos bioldgicos tienen al sistema TRX desempefiando un rol significativo (respuesta al
estrés oxidativo, regulacién de actividades enzimaticas, reparacion del dafio oxidativo en
proteinas, sintesis de ADN, transcripcién génica, crecimiento celular y apoptosis).

La homeostasis del equilibrio redox intracelular es dependiente en muchos
organismos de tioles de bajo peso molecular que, como por ejemplo el glutatién, poseen
una amplia distribucién en todos los reinos biolégicos. Este provee equivalentes de
reduccion (provenientes del NADPH) a la célula en condiciones de estrés oxidativo,
siendo oxidado a glutation disulfuro (GSSG), que es regenerado por la enzima glutation
reductasa (GR) a expensas del NADPH.

Dentro de los mecanismos de reparacion del dafio oxidativo en proteinas se
encuentran aquellos dependientes de las metionina sulféxido reductasas (PMSR), enzimas
encargadas de revertir la oxidaciéon de metioninas en proteinas. Estas enzimas reciben el
poder reductor del NADPH, a través del sistema TRX (entre otros).

En esta tesis se presenta la caracterizaciéon funcional de distintos componentes del
metabolismo redox de organismos unicelulares como: Entamoeba histolytica (un paréasito
anaerobio), Phaeodactylum tricornutum (una diatomea) y Trypanosoma cruzi (un parasito
aerobio).

En E. histolytica se estudi6 el sistema TRX, formado por una TRXR de bajo peso
molecular (EATRXR) y cuatro isoformas de TRX (EATRX6, EA'TRX8, EA'TRX41, EhTRX111).
Estos sistemas enzimaticos exhibieron capacidad para operar junto con la Eh2CysPrx en la
reducciéon dependiente de NADPH, de hidroperdxidos, asi como en la reduccién de
disulfuros de bajo peso molecular [tales como cistina, tripanotiéon disulfuro (TS:) y GSSG]
y de S-nitrosotioles (tales como GSNO y CySNO). La enzima EF'TRXR present6 la facultad
de emplear NADH como sustrato reductor con afinidades comparables al NADPH. Esta

gran versatilidad del sistema TRX de E. histolytica se debe, en parte, a sus potenciales de
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reduccion: de -292 mV para EF'TRXR y de -283 mV (promedio) para las EFTRX, lo que
favorece la reduccion de una amplia variedad de sustratos. Los componentes de este
sistema localizaron a nivel celular sobre la periferia de la membrana plasmatica en células
del parasito. Los resultados obtenidos son un aporte al conocimiento de las reacciones que,
en E. histolytica, regulan el flujo de equivalentes de reduccién entre distintos metabolitos,
metabolismo critico para la supervivencia y virulencia del protozoo. Este parasito,
asociado a la pobreza, la ignorancia, malnutricién y/o malas condiciones sanitarias, es el
agente etiol6gico de uno de los principales problemas de salud ptblica mundial. El
incremento del ntimero de casos de cepas resistentes a drogas convencionales para el
tratamiento de la amebiasis, motivan nuevos estudios integrales para la caracterizacion de
vias metabdlicas (como el metabolismo redox) que faciliten el disefio racional de nuevos
agentes terapéuticos. Los resultados obtenidos in vitro demostraron que Eh'TRXR es un
potencial blanco molecular para el disefio racional de nuevas drogas antiparasitarias. Esta
idea se basa en el funcionamiento versatil que presenta el sistema TRX, el cual puede jugar
un rol relevante en la defensa del parasito contra las especies reactivas del oxigeno
durante la fase extraintestinal de la infeccién amebiana. Se observé que, tanto el azul de
metileno (MB) como el aceite esencial de tomillo presentaron una alta capacidad de inhibir
la actividad disulfuro reductasa de EWTRXR, estimulando la oxidacién-catalizada de
NADPH. Los resultados aqui presentados muestran la potencialidad de estos compuestos
como modelos para la generacién de nuevos agentes antiparasitarios, sentando las bases
para la formacién de nuevas lineas de investigacion en el tema.

En extractos crudos de Phaeodactilym tricornutum, se detectaron actividades
enziméaticas como la de GR, dihidrolipoamida deshidrogenasa y TRXR (con DTNB). A
partir de estos resultados, se purificé a homogeneidad una enzima con actividad glutatiéon
reductasa a partir de extractos celulares del alga y se la caracterizé funcionalmente. La
enzima demostré especificidad por NADPH como sustrato reductor y GSSG como
sustrato disulfuro. Es de remarcar que la GR purificada presento la capacidad de reducir
GSNO sin presentar inactivaciéon por este compuesto, a diferencia de otras GR de otras
fuentes. Los resultados obtenidos apoyan la existencia de sistemas redox dependientes de
TRX y GSH en esta diatomea. Estos resultados aportan més informacién a la incipiente

gendémica y proteémica de P. tricornutum.
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Trypanosoma cruzi es, de los tres organismos estudiados, el que presenta mayor
cantidad de trabajos de caracterizacion del metabolismo de detoxificacion de
hidroperéxidos. En esta tesis se evaluaron rutas metabdlicas relacionadas con la habilidad
del microorganismo para afrontar condiciones ambientales oxidantes. Especificamente
aquellas relacionadas con la reparacion de proteinas oxidadas. El interés se centré en dos
genes alelos: tcpmsrl0 y tcpmsrl80, que codifican para sendas metionina sulféxido
reductasas del tipo A. Ambas enzimas recombinantes fueron activas en la reducciéon de
metionina sulféxido, utilizando proteinas tioles de T. cruzi (TXNI y TRX) como
co-sustratos reductores. Por electroforesis en geles de poliacrilamida (en condiciones
desnaturalizantes y no reductoras) se observé que ambas enzimas presentan diferencias en
sus movilidades electroforéticas dependiendo del estado redox en que se encuentran.
Ademds, para un estado redox determinado, se visualizaron distintos perfiles
electroforéticos en condiciones nativas para cada enzima. Esta diferencia fue atribuida a
desigualdades en las cargas superficiales de ambas proteinas, como se evidencié a partir
de estudios in silico. Mediante modelado molecular se mostré también que los residuos
que arreglan el sitio de unién al sulféxido se distribuyen en forma idéntica en ambas
isoformas, pero con diferencias en el entorno superficial adyacente al mismo. Estas
enzimas exhibieron una cinética del tipo doble sustitucién, coherente con un mecanismo
de reacciéon de intercambio tiol-disulfuro. Mediante titulaciéon redox, utilizando el par
GSSG/GSH, se determinaron los potenciales de reduccion estandares para estas enzimas
en -178 mV (valor promedio). Se realizaron ensayos de inmunodeteccion de estas enzimas
(o de al menos una de ellas) en extractos crudos de epimastigotes y amastigotes, formas
replicativas del pardsito. Se utilizé en estos ensayos un suero policlonal especifico
anti-TcPMSR10 obtenido en conejo. Estos anticuerpos también fueron utilizados en
ensayos de inmunolocalizacién, que evidenciaron la ocurrencia citoplasmatica de estas
proteinas (demostrado anteriormente para este tipo de enzimas en otros organismos).
Estos resultados constituyen un aporte mas a la caracterizacion de nuevos componentes
del escenario redox en T. cruzi, siendo estas enzimas nuevos blancos moleculares que
podrian ser de utilidad para el disefio y desarrollo de farmacos especificos que actien

alterando la viabilidad y supervivencia de este patégeno humano.
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7. ABSTRACT.

All the living forms developed efficient enzymatic systems to resist damage
generated by oxidizing reactive oxygen species (ROS). The redox cellular status is a crucial
mediator for different metabolic processes acting in signaling and regulation of several
metabolic and cellular processes. The TRX system plays an important role as an
antioxidant mechanism. It can take part in: i) the regulation of enzymatic activities, ii) in
repairing oxidized proteins, iii) in affording reducing equivalents for DNA synthesis; as
well as cellular transcription, growth and apoptosis. Another pathway involved in the
maintaining of the intracellular redox homeostasis is that depending on GSH. This low
molecular weight thiol provides the cell with reductive power to cope with oxidative
stress conditions; it being oxidized to glutathione disulfide (GSSG). The enzyme
glutathione reductase (GR) utilizes NADPH to regenerate GSH from GSSG. Mechanisms
to repair oxidized macromolecule damages are as relevant to cell survival as antioxidant
systems. In such a way, within the mechanisms for protein reparation, methionine
sulfoxide reductases (PMSR) are key enzymes involved in the reduction of oxidized
proteins.

This thesis work deals on the functional characterization of several thiol depending
redox systems from unicellular organisms (protests): Entamoeba histolytica (an anaerobic
parasite), Phaeodactylum tricornutum (a diatom) and Trypanosoma cruzi (an aerobic parasite).

In E. histolytica we revealed the occurrence of the TRX system. The latter includes a
low molecular weight TRXR (EFTRXR) and four isoforms of TRX (ERTRX6, EhTRXS,
EhTRX41, and ERTRX111). These enzymatic systems exhibited capacity to operate with
Eh2CysPrx in the reduction of hydroperoxides, as well as low molecular weight disulfides
[such as cystine, trypanothione disulfide (TS;) and GSSG] and S-nitrosothiols (such as
GSNO and CySNO). In addition, E'TRXR exhibited the likelihood to use NADH as
reductive substrate, with comparable affinity compared to NADPH. This odd versatility of
the E. histolytica TRX system could be explained, in part, to reduction potentials: -292 mV
for E'TRXR and -283 mV (average) for EAN'TRX, which support the reduction of a wide
variety of substrates. The components of this system have been inmunolocalized on the

plasmatic membrane periphery of the parasite cells. These results contribute to the
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knowledge of the reactions that, in E. histolytica, regulate the flow of reduction equivalents
between different metabolites; which constitutes a critical metabolic mechanism for the
survival and virulence of the parasite. This parasite, associated to the poverty, the
ignorance, malnutrition and bad sanitary conditions, is the etiologic agent of one main
health problem world-wide. The increasing occurrence of strains with resistence to
conventional drugs for amoebiasis treatment requires of new integral studies on the
characterization of metabolic routes (such as redox metabolism), looking for the rational
design of new therapeutic agents. Results reported herein on in vitro studies highlight that
ERTRXR is a potential molecular target for the rational design of such new antiparasitic
drugs. This idea is based on the versatile operativity exhibited by the TRX system, which
can play an important role in the parasite defence against ROS during the extraintestinal
phase of the amoebic infection. Also, methilene blue and essential oils from thyme
displayed a high capacity to inhibit disulfide reductase activity of EAWTRXR (and
concomitantly to stimulate its oxidase activity). Results presented herein support the
potentiality of these compounds as models for the generation of new antiparasitic agents,
contributing to the development of new investigation lines in the subject.

In crude extracts of Phaeodactilym tricornutum, enzymatic activities of GR,
dihydrolipoamide dehydrogenase and TRXR (DTNB dependent) were detected. An
enzyme with GR activity from the diatom cellular extracts was purified to homogeneity
and functionally characterized. The enzyme exhibited specificity toward NADPH and
GSSG as main substrates. Unlike to many GR from other sources, the purified
P. tricornutum GR presented capacity to catalyze reduction of GSNO. Our results strongly
support the existence of TRX and GSH dependent redox systems in this diatom. These
results add information to the incipient genomic and proteomic of P. tricornutum.

Trypanosoma cruzi is, between the three under study, the organism best characterized
respect to metabolism of hydroperoxides detoxification. In the present thesis work, several
metabolic routes were evaluated in relation with the ability of this microorganism to cope
with oxidative environmental conditions. Specifically, mechanisms involved in the
reparation of oxidized protein were elucidated. We centered our interest on two allele
genes: tcpmsr10 and tcpmsr180, which codify for two isoforms of methionine sulfoxide
reductase A. Both enzymes were active in the reduction of methionine sulfoxide, using

thiol proteins of T. cruzi (TXNI and TRX) as reducing co-substrates. By SDS-PAGE (under

-226-



Abstract

nonreducing conditions) it was observed that the enzymes have differences in
electrophoretic motility depending of the redox status. In addition, for a specified redox
status different electrophoretic (under native conditions) profiles were visualized for each
enzyme. The latter difference was attributed to variations in the superficial charge
corresponding to each protein, as it was concluded from studies in silico. The molecular
modeling also showed that contiguous residues at the sulfoxide binding site are
distributed identically in both isoforms, but differences are clear in the adjacent
surroundings. These enzymes exhibited double substitution kinetics, in agreement with a
mechanism of thiol-disulfide interchange. The standard reduction potentials for these
enzymes were determined in -178 mV (average), after redox titration utilizing the pair
GSSG/GSH. The immunodetection of these enzymes (or at least of one of them) was
performed in crude extracts of epimastigotes and amastigotes, replicative forms of the
parasite. Immunolocalization assays showed the cytoplasmic occurrence of these proteins
in epimastigote cells. These results constitute a contribution to the description of the
metabolic redox scenario in T. cruzi. Additionaly, the results elucidated new components
of the antioxidant metabolism in this organism, after pointing out the occurrence of
enzymatic systems involved in repairing oxidized macromolecules. These findings should
be of worth concern in the design of specific drugs developed against this human

pathogen.
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