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Resumen

El IFN-o expresion enddgena aumen-
tada de IFN-o se asocia a numerosas des-
ordenes inflamatorios y enfermedades auto-

inmunes donde la citoquina puede ser un
factor en el inicio o en el mantenimiento de
la patologia. En la actualidad, varios mAbs
se comercializan para numerosas indicacio-
nes y muchos se encuentran en etapas de
ensayos clinicos, representando el IFN-a
un potencial candidato para este tipo de
terapias basadas en anticuerpos.

En el presente trabajo se obtuvo un frag-
mento recombinante a partir de un mAb
(CA5EB) seleccionado por sus caracteris-
ticas de unién con el rhiIFN-a2b que fue
capaz de inhibir la accién antiviral de un
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conjunto heterogéneo de hIFN-as, optimi-
zandose su afinidad hasta el punto, en una
primera instancia, de incrementar el valor
de la correspondiente al mAb completo ori-
ginal (3,50 .10 M' del scFv EP18 frente a
2,20 108 M-' del mAb CA5ES).

Por otro lado, se evalud la actividad neu-
tralizante in vivo de la actividad antitumo-
ral por parte del mAb CA5E6 parental uti-
lizando células PC-3 tumorales humanas
implantadas en ratones nude atimicos. En
este ensayo se observd que los grupos de
ratones correspondientes a los tratamien-
tos con rhIFN-a2b y con esta citoquina en
presencia del mAb CA5E6 exhibieron una
diferencia significativa (p = 0,011) entre los
pesos promedios de los tumores corres-
pondientes a los dos tratamientos (0,39 g
y 0,92 g, respectivamente). Asimismo, no
se observo diferencia significativa (p = 0,3)
entre el grupo control (sin rhIFN-o2b) y el
grupo de animales tratados con el mAb
CABESB, confirmando el bloqueo de la activi-
dad biolégica del IFN.

Introduccion

A pesar de que el IFN-a presenta acti-
vidades antiviral y antiproliferativa, y por
lo tanto esta indicado para el tratamiento
de tumores y de ciertas infecciones vira-
les, su expresion endégena aumentada se
asocia a numerosos desordenes inflama-
torios y enfermedades autoinmunes donde
la citoquina puede ser un factor en el inicio
o en el mantenimiento de la patologia. En
pacientes que sufren lupus eritematoso sis-
témico se han detectado niveles elevados
de IFN-a inducido por la accion de com-
plejos inmunes sobre células mononuclea-
das de sangre periférica (1). Por otro lado,
varias citoquinas, especialmente el IFN-a,
se han visto implicadas en la patogénesis
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de la diabetes tipo | en modelos animales y
humanos (2). Adicionalmente, se ha demos-
trado la incidencia IFN-a en el desarrollo de
la psoriasis (3).

Los efectos nocivos y sintomas gene-
rados por la liberaciéon incrementada de
IFN-o durante el transcurso de diferentes
patologias podrian suprimirse con la utiliza-
cién de anticuerpos monoclonales neutrali-
zantes de dicha citoquina. Dada la inmuno-
genicidad registrada en humanos por parte
de las inmunoglobulinas murinas, su utili-
dad en el tratamiento de enfermedades cro-
nicas es limitada. Consecuentemente, en el
presente trabajo se plantea el desarrollo de
anticuerpos recombinantes anti-rhIFN-a.2
para su utilizaciéon terapéutica en los casos
en que la produccién enddgena de dicha
citoquina comprometa la salud humana.

En la actualidad, varios mAb se comer-
cializan para numerosas indicaciones y
muchos se encuentran en etapas de ensa-
yos clinicos (4), representando el IFN—a. un
potencial candidato para este tipo de tera-
pias basadas en anticuerpos neutralizantes.

Resultados y conclusiones

En el presente trabajo se obtuvo un
panel de 11 mAbs (CA1A3, CA2G7, CA5ES,
CA8B7, CA9C3, CB13A7,CB15D7, CB24D5,
CB27H2, CB29D3 y CB33B3) que demos-
traron capacidad de reconocimiento espe-
cifico de rhIFN-a2b inmovilizado en fase
solida. De igual manera, todos los mAbs
exhibieron capacidad para reconocer a la
citoquina en su estado nativo, observan-
dose un rango de afinidades que oscild
entre 1,7.10" My 1,410 M.

En una etapa posterior, se estudi6 la
especificidad de los epitopes reconocidos
por cada mAb, estableciendo una ubicacion
relativa de los mismos en la molécula del
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rhIFN-a2b mediante ensayos de competi-
cién entre pares de mAbs. Cada inmunog-
lobulina constituye una entidad diferente, y
a pesar de que grupos de anticuerpos pre-
sentaron similar especificidad por el epitope
identificado, existirian minimas variaciones
estructurales responsables de alteracio-
nes a nivel del reconocimiento antigenico.
Dichas variaciones dificultaron el agrupa-
miento de los mismos durante el mapeo de
epitopes de la citoquina, manifestandose en
forma més notoria al analizar otras propie-
dades de los anticuerpos como, por ejem-
plo, la capacidad de reconocimiento de la
molécula parcialmente desnaturalizada o
las propiedades neutralizantes de la activi-
dad bioldgica del IFN. Asi, anticuerpos que
fueron agrupados en é&reas moleculares
comunes mediante el método competitivo,
evidenciaron comportamientos diferentes
cuando se analizaron otras propiedades de
los mismos. De todas maneras, el mencio-
nado método permitié clasificar a los anti-
cuerpos segln se capacidad para recono-
cer 4 areas relativamente diferentes entre si
(I, Il 1y IV) identificandose, para un area en
particular, variaciones en el comportamiento
de los mAbs que la mapearon. Estas varia-
ciones son inherentes a la naturaleza de los
anticuerpos.

En ensayos de neutralizacién de la acti-
vidad biolégica in vitro del rhIFN-a2b los
mAbs CA1A3 y CB27H2 mostraron la mayor
accion neutralizante. Los mAbs CB15D7,
CA2G7, CA5E6 y CB29D3 neutralizaron en
diferente medida la actividad antiviral de
la citoquina, observandose en general un
mayor grado de neutralizacién cuando la
afinidad de los mAbs fue mayor.

Teniendo en cuenta la habilidad neutra-
lizante de la actividad biolégica in vitro del
IFN-a2b, la capacidad para mapear dife-
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rentes areas moleculares de la citoquina y
el valor de sus constantes de afinidad, los
mAbs CA1A3, CA5E6, CB15D7 y CB27H2
fueron seleccionados para la preparacion
de fragmentos recombinantes scFv (5).

La estrategia de obtencién de fragmentos
scFv recombinantes a partir de hibridomas
productores de mAbs involucro la extraccion
del ARN total de dichas células, la purifica-
cioén del ARN mensajero correspondiente y
el clonado de las regiones variables de la
cadena pesada (V,) y de la cadena liviana
(V) de forma individual. Una vez obtenidos,
los fragmentos de ADN de cada cadena
se ensamblaron mediante un linker flexible
para constituir los fragmentos scFv. Luego
de llevar a cabo el procedimiento de pha-
ge—display solo fue posible seleccionar clo-
nes productores de scFvs con capacidad
de reconocimiento especifico del rhlFN-
a2b correspondientes a los mAbs CA5E6
y CB27H2. Posteriormente, los fragmentos
scFv CA5E6 y CB27H2 fueron producidos
en forma soluble en el espacio periplasmico
de la bacteria E. coli HB2151 y purificados
mediante cromatografia de afinidad.

El procesamiento llevado a cabo para
preparar fragmentos scFv a partir de sus
inmunoglobulinas parentales puede gene-
rar modificaciones en el arreglo estructural o
conformacional del sitio de reconocimiento
antigénico que afecten la especificidad y/o
afinidad de los mismos. En particular, la
especificidad de los fragmentos frente al
IFN fue confirmada para ambos anticuerpos
recombinantes (scFv CA5E6 y CB27H2).
Por lo tanto, con el fin de evaluar si las nue-
vas moléculas presentaron modificacio-
nes a nivel de la energia de interaccion con
su antigeno especifico, se llevaron a cabo
ensayos para medir la constante de afini-
dad de cada fragmento. En el caso del scFv
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CAS5E6 no se observd una disminucion sig-
nificativa de la afinidad con respecto al mAb
completo (1,50 .108 My 2,20 10 M, res-
pectivamente). Por otro lado, el fragmento
CB27H2 presentd una disminucion notable
en su afinidad comparandolo con su corres-
pondiente mAb (0,37 .10 M1y 11,00 108 M,
respectivamente). En este caso, la pérdida
de las regiones constantes afectaria la con-
formaciéon adoptada por el sitio de unién al
epitope, no pudiendo aportar, el linker flexi-
ble, una estabilizacion adicional. Contraria-
mente, en el fragmento scFv CASES la esta-
bilizacion de las regiones variables asistida
por el mencionado linker resulté eficiente
para retener en gran medida la afinidad del
anticuerpo de origen.

Aun considerando el hecho de que los
mAbs fueron generados utilizando Unica-
mente una variante del hIFN-a, se planted
la posibilidad de estudiar la capacidad neu-
tralizante de la actividad biolégica antiviral
de un grupo heterogéneo de subtipos de
esta citoquina por parte de los scFv CA5E6
y CB27H2. El fragmento CA5E6 demos-
tré6 capacidad para neutralizar, en grado
diverso, la actividad biolégica antiviral de
todos los hIFN-a. ensayados, incluidas las
especies comprendidas en los denomina-
dos IFN leucocitario y linfoblastico.

La existencia de una correlacién com-
probada entre la expresion incrementada
de diferentes subtipos de IFN-a con diver-
sas enfermedades autoinmunes, justifica la
seleccion del fragmento scFv CA5E6 como
potencial candidato terapéutico. Con tal
objetivo, y en la bUsqueda de mejorar sus
propiedades bioldgicas, se planteé una
estrategia orientada a incrementar su capa-
cidad de interaccion con la citoquina. Para
ello, a partir de su secuencia nucleotidica se
generd una biblioteca de scFvs mutados (6)
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que posteriormente se analizé mediante una
variante de la técnica de phage—display. Con
esta metodologia se obtuvo un panel de 11
scFv solubles con un nimero de mutacio-
nes que varié entre 1y 4 sustituciones ami-
noacidicas. La mayoria de los fragmentos
mutados exhibieron constantes de afinidad
que no demostraron diferencias significati-
vas con el anticuerpo original (valores entre
1,0 .108y 1,7 .108 M™"). Por otro lado, el scFv
EP18 y el EP33 mostraron un incremento
en su constante de afinidad (3,50 .108 M
y 3,20 .108 M"; respectivamente). Adicio-
nalmente, se estudié la capacidad neutrali-
zante de la actividad bioldgica anti-viral in
vitro del hIFN-a por parte de ambos frag-
mentos. El scFv EP18 demostrd una capa-
cidad neutralizante levemente superior al
fragmento CA5E6 “wild type” (0,20 nM y
0,40 nM, respectivamente), mientras que
fue necesaria una mayor concentracion
del scFv EP33 (1,00 nM) para neutralizar la
misma masa de rhIFN-a2b.

En conclusién, se obtuvo un fragmento
recombinante a partir de un mAb (CA5EB)
seleccionado por sus caracteristicas de
union con el rhlIFN-a2b que fue capaz
de inhibir la accién antiviral de un con-
junto heterogéneo de hIFN-as, optimizan-
dose su afinidad hasta el punto, en una pri-
mera instancia, de incrementar el valor de
la correspondiente al mAb completo orig-
inal (3,50 .108 M del scFv EP18 frente a
2,20 108 M"' del mAb CA5ES).

Para completar la etapa preliminar en
la busqueda de un anticuerpo con propie-
dades neutralizantes del exceso de IFN-
alfa endoégeno producido en determinadas
patologias humanas, se realiz6 un ensayo
exploratorio o de concepto para valorar la
actividad in vivo de la citoquina. Dicha expe-
riencia se baso en el uso de células PC-3
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tumorales humanas (de origen prostatico) y
ratones nude atimicos, analizando la activi-
dad antitumoral del rhIFN-a2b mediante el
estudio de su capacidad para disminuir el
crecimiento de tumores sdélidos implantados
en dichos ratones inmunocomprometidos.
Posteriormente, se evalud la accion neu-
tralizante in vivo de dicha actividad antitu-
moral por parte del anticuerpo original mAb
CABES utilizando dicho procedimiento.

En el primer ensayo se comprobd la activ-
idad antiproliferativa del rhIFN-a2b sobre
el crecimiento de las células tumorales
humanas PC-3 al encontrase una diferen-
cia significativa (p = 0,007) entre los pesos
promedio de los tumores desarrollados por
los ratones sin tratar con rhIFN-a2b frente a
la medida resultante en los ratones que se
sometieron al tratamiento con la citoquina
(0,67 gy 0,31 g, respectivamente).

En la siguiente experiencia se observd
que los grupos de ratones correspondi-
entes a los tratamientos con rhIFN-a2b y
con esta citoquina en presencia del mAb
CA5E6 exhibieron una diferencia significa-
tiva (p = 0,011) entre los pesos promedios
de los tumores correspondientes a los dos
tratamientos (0,39 g y 0,92 g, respectiva-
mente). Asimismo, no se observé diferencia
significativa (p = 0,3) entre el grupo con-
trol (sin rhIFN-a2b) y el grupo de animales
tratados con el mAb CA5E6, confirmando el
blogueo de la actividad biologica del IFN.

En sintesis, es posible concluir que el
mAb CA5BE6 fue capaz de neutralizar la
accion antiproliferativa de la citoquina en
un sistema in vivo, proyectando el potencial
terapéutico de esta inmunoglobulina.
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Summary

Despite IFN-a presents antiviral and anti-
proliferative activities, and thus being indi-
cated for certain viral infections and tumour
treatment, its increased endogenous expres-
sion is associated with inflammatory disor-
ders and autoimmune ilinesses, in which
cytokine can be a factor either in the begin-
ning or in the maintenance of the pathology.
Nowadays, various mAbs are commercial-
ized for numerous indications and many of
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them are in clinic test stage, being IFN-a
a potential candidate for these type of anti-
body-based therapies.

A recombinant fragment was obtained
from a mAb (CA5ES6) selected from its inter-
action characteristics with the rhIFN-a2b
capable to inhibit the antiviral action of an
heterogeneous group of hIFN-as, optimiz-
ing its affinity up to the point to, in a first
instance, increase the value of the corre-
sponding to the original complete mAb.

Besides, the in vivo neutralizing activity of
the parental CA5E6 mAb antitumoral activ-
ity was evaluated, using humane tumoral
PC-3 cells implanted in atomic nude mice.
It was observed that the groups of mice
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corresponding to the treatment with rhIFN-
a2b and with this cytokine in presence of
the CASE6 mADb, exhibited a significant dif-
ference in the average weight of both treat-
ments (0.39 g and 0.92 g, respectively).
Additionally, the control group (rhIFN-a2b)
and the group of animals treated with the
CA5E6 mAb did not show a significant dif-
ference (p=0.3), confirming the blockage of
the IFN biological activity.

It is possible to conclude that the CASEB
mAb was capable of neutralizing the
cytokine’s antiproliferative action in an in
vivo system, projecting the therapeutical
potential of this immunoglobulin.
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Resumen

La cancrosis de los citricos es la enfer-
medad producida por la bacteria Xanthomo-
nas axonopodis pv. citri (Xac) que afecta a
todas las especies del género Citrus. Esta
enfermedad, declarada endémica en nues-
tro pals, genera cuantiosas pérdidas a nivel
de la produccién y de la comercializacion
de los frutos, siendo uno de los problemas

mas grave que debe afrontar la actividad
citricola. Debido a que no se conocen hasta
la actualidad cultivares del género resisten-
tes a la enfermedad, no es posible planifi-
car estrategias de mejoramiento clasico. En
este sentido se decidié estudiar interaccio-
nes planta—patdgeno que involucren a Xac
y/o plantas de C. sinensis cv. Valencia Late
(naranjo), con el objetivo de dilucidar las
bases moleculares que producen los distin-
tos tipos de respuestas. El enfoque molecu-
lar se llevé a cabo estudiando los cambios
en la transcripcion de genes de las plantas
en presencia de los patdgenos, con el obje-
tivo de encontrar genes que participen en la
respuesta de defensa o en el desarrollo de
la enfermedad.
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Evaluacién de la respuesta de citricos a
Xac e identificacién de genes de citricos
que modifican su expresion durante la
interaccion

En primer lugar se analizaron los cambios
en el transcriptoma de naranjo en la inte-
raccion con Xac que produce la cancro-
sis. Para esto, se analizé la respuesta tem-
prana de los citricos frente a las cepas de
Xac salvaje y una mutante en el Sistema de
Secrecién de Tipo lll (XacHrpB- o Mut). La
mutante nos permitié evaluar que parte de
la respuesta a Xac corresponde a la res-
puesta basal o innata, debido a que es inca-
paz de formar el inyectosoma y secretar los
efectores correspondientes, pero aun con-
serva las moléculas tipo PAMPs causantes
de dicha resuesta. De esta manera, al com-
parar la respuesta de la planta frente a Xac
y a Mut, podriamos detectar transcriptos de
respuesta especifica al SSTT o a los efecto-
res secretados por el mismo.
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Se realizaron curvas de crecimiento tomando
muestras a tiempos pi tempranos donde se
observé que el patron de crecimiento a tiem-
pos posinfiltracién (pi) cortos para ambas
cepas es similar (Figura 1). Analisis de libera-
cién de iones mostraron que Xac provoca un
dano en la membrana celular notable a partir
de las 48 h pi, mientras que Mut genero dafno
alos 5 d pi, indicando que la planta no esta-
ria reaccionando a ninguna de las dos cepas
a tiempos cortos (Figura 1). El dano obser-
vado a tiempos tardios pi se puede atribuir
en el caso de la cepa salvaje a la ruptura del
tejido y la desorganizacién celular como con-
secuencia de los sintomas generados por
la enfermedad, que provoca entre otros sin-
tomas de hiperplasia celular (1). En el caso
de la mutante, las diferencias observadas
podrian ser consecuencia de la presencia de
las PAMPs que actuarian despertando la res-
puesta basal de la planta (2).

Figura 1. Estudio de la respuesta temprana de naranjo (C. sinensis cv. Valencia Late) frente a Xac y

Mut XachrpB-. (A) Curvas de crecimiento bacteriano de la cepa salvaje y la mutantes en el SSTT en

hojas de naranjo. Los valores representan la medida de tres muestras y las barras de error representan

las desviaciones estandar. (B) Ensayo de liberacién de iones indicativo de disrupcién de la membrana

plasméatica del tejido vegetal. Se indican los porcentajes de iones liberados del total obtenidos en el

tiempo para ambas cepas, el control negativo C (-) (MgCl2 10 mM) y de tejido sin infiltrar (NI).
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Posteriormente se analizaron los cambios las 8 h pi de las plantas control e infecta-
transcripcionales a fin de poder detectar das. De las 21.081 secuencias etiquetadas
aquellos genes de respuesta temprana, (ESTs) impresas en la micromatriz de cDNA
previos al inicio de la replicacion de Xac. Se  utilizada (3), Unicamente un 1,3 % (269 ESTs
realizaron infiltraciones con ambas bacte- = 100%) modifican su expresion por la pre-
rias por separado en hojas de C. sinensis sencia de Xac, Mut o en ambas (Figura 2).
cv. Valencia Late y se tomaron muestras a

Figura 2. Diagramas de Venn de los ESTs regulados por la presencia de los tratamientos bacterianos
en hojas de naranjo. Los rectangulos indican los tratamientos analizados y el nimero respectivo de
ESTs correspondiente a cada uno de dichos tratamientos. Las letras asignadas entre paréntesis fueron
incorporadas para una mayor claridad en el texto.

ESTs regulados por el tratamiento
bacteriano 269 (100 %)

ESTs inducidos por el tratamiento ESTs reprimidos por el tratamiento
bacteriano 129 (48 %) bacteriano 140 (52 %)
Xac-Ctr (61) |Mut-Ctr (109)| | Xac-Ctr (76) | Mut-Ctr (103)

Xac-Mut (2)

Xac-Mut (10)

La clasificaciéon funcional de los transcriptos  observan en el subgrupo D (ESTs ademas
mostro frecuencias similares de ESTs induci-  diferenciales entre Xac—Ctr), de los cuales 2
dos o reprimidos para cada categoria. Estos  presentaban induccién y 9 represion frente a
resultados indican que existe una escasa Xac. Los mismos se estarfan diferenciando
diferencia en los cambios observados a nivel en la interaccion con Xac frente al control,
transcripcional en naranja entre los tratamien-  no asf en el caso de la interaccién con Mut,
tos con Xac o Mut a las 8 h pi, y para cada dando el indicio de que podrian estar rela-
una de ellas comparada con el control. cionados a la presencia del SSTT o a alguno
Los subgrupos a considerar fueron el G de los efectores secretados por el mismo.
(ESTs ademas diferenciales entre los tra- Este subgrupo incluyé genes cuya regula-
tamientos bacterianos y sus controles) y F cién por dichos efectores podria conducir
(ESTs que se diferencian ademas en Mut- al desarrollo de la cancrosis, como ser los
Ctr) donde ninglin EST presentd expresion  codificantes para una protefna SUMO tipo 1
diferencial, mientras que 11 ESTs (4,1 %) se  (small ubiquitin-like modifier), una Ferredo-



Premios y menciones

xina—NADP+ reductasa, una RGC2 (resis-
tance gene candidate), una MAPKKK4 qui-
nasa llamada YODA, una tubulina gama,
una proteina GRP7 (small glycine—rich RNA
binding protein), una Glutamato—cisteina
ligasa (GSH1), y una deshidrogenasa de la
via catabdlica de la lisina.

Caracterizacion de la respuesta y analisis
del transcriptoma de citricos en la interac-
cién con Xav
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En segundo lugar se estudio la respuesta de
plantas de naranjo en la interaccion incom-
patible no hospedadora frente a la bacte-
ria Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria
(Xav), perteneciente al mismo género que
Xac. La observacion de los sintomas fenoti-
picos en hojas mostré dafno en forma rapida
y con caracteristicas de necrosis y muerte
celular (Figura 3).

Figura 3. (A) Estudio de la respuesta de naranjo frente a Xav a 48 h pi, en ambos lados de la hoja. (B)

Observacion mediante decoloracién con etanol a las 48 h pi. Las diluciones bacterianas utilizadas en

UFC/ml se indican en la figura.
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Para confirmar que estos sintomas se
debian a la respuesta de defensa por parte
de la planta se realizaron curvas de creci-
miento del patégeno observandose, como
era esperado, que Xav no aumentd en el
numero de células (Figura 4).

Xav 107
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Figura 4. Curvas de crecimiento bacteriano para
108 UFC/ml y 107 UFC/ml de Xav, inoculadas
en hojas de naranjo. Los valores representan la
medida de tres muestras y las barras de error los
desvios estandar respectivos.
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Un sintoma caracteristico de la respuesta de
defensa no hospedadora de tipo hipersensi-
ble (HR) en plantas es la liberacion de iones
debida a la disrupciéon de la membrana celu-
lary la produccion de especies reactivas del

FABICIB « 2011 » 15

oxigeno (ROS) por parte de la planta. La
presencia de Xav mostrd una fuerte y rapida
induccion en ambas caracteristicas en hojas
de naranjo indicando una respuesta de éste
tipo (Figura 5).

Figura 5. (A) Ensayo de liberacion de iones. Se indican los porcentajes de iones liberados del total en
el tiempo para Xav, Xac, Mut, C (+) (AS 1 mM), C (-) (MgCl, 10 mM) y de tejido sin infiltrar (NI). (B) Tin-
cién de DAB indicando la presencia de H,O,. Las hojas fueron infiltradas con diluciones de las cepas

indicadas y el C (-).
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Posteriormente se analizaron los cambios
de expresion de genes en naranjo frente a
Xav, de manera de detectar genes involu-
crados en la respuesta que modificaran su
expresion en comparacion con la presencia

24

de Xac o enfermedad. De los 21.081 ESTs,
un 11,56 % (2439 ESTs = 100%) modifican
su expresion por la presencia de Xav, Xac o
en ambas (Figura 6).
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Figura 6. Diagramas de Venn de los ESTs regulados por la presencia de los tratamientos bacterianos
en hojas de naranjo. Los rectangulos indican los tratamientos analizados y el nimero respectivo de
ESTs correspondiente. Las letras asignadas entre paréntesis fueron incorporadas para una mayor cla-
ridad en el texto

ESTs regulados por el tratamiento
bacteriano 2439 (100 %)

ESTs inducidos por el tratamiento ESTs reprimidos por el tratamiento
bacteriano 1018 (42 %) bacteriano 1421 (58 %)
Xac-Ctr (60) [Xav-Ctr (930)]  [Xac-Ctr (75)]

256 (C)

Xav-Xac (728) Xav-Xac (817)

Analizando las cantidades de ESTs que pre- lacion de la transcripcién, 9 proteinas invo-
sentaron expresion diferencial puede obser-  lucradas en la cascada de sefales, 6 protei-
varse una cantidad mucho mayor en lainte- nas relacionadas al metabolismo de defensa
raccion con Xav comparada con Xac (Figura y 6 proteinas de metabolismo de ROS. Se
6). Esto es concordante con el hecho de observd ademés el aumento de expresion
que en la interaccién no hospedadora se en presencia de Xav de un EST homdlogo
produce una respuesta mas fuerte y rapida. a un alelo de la Oxidasa Alternativa Mitocon-
Las categorias funcionales “rescate celular, drial (Aox).

defensa y virulencia” e “interaccién con el

medioambiente” fueron las que presentaron  Andlisis de la Aox de naranjo y su partici-
una mayor proporcion de ESTs diferenciales  pacién en la respuesta hospedadora y no
indicando que la respuesta involucra genes hospedadora

pertenecientes a las mismas. Como consecuencia del aumento de la
Los subgrupos a considerar son las inter- expresion del alelo de la Aox mencionado,
secciones que involucran el grupo Xav—Xac se decidi¢ analizar en detalle esta familia
(subgrupos Fy G), o sea aquellos ESTs que  génica en naranjo y su participacion en el
estarfan relacionados con la respuesta de la  estrés bidtico.

planta a Xav en forma especifica (Figura 6). En primer lugar se realizaron estudios de
Estos abarcaron entre ambos mas del 50 % amplificacion y clonado de la region con-
de los ESTs diferenciales, incluyendo: 8 pro- servada de esta proteina y se secuencia-
tefnas relacionadas a patogénesis (PR), 5 ron dos fragmentos, uno perteneciente a la
proteinas de defensa, 13 proteinas de regu- subfamilia de tipo 1y el otro a la de tipo 2
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(AoxOra 1y AoxOra2 respectivamente). Uti-
lizando el fragmento AoxOra 1 en ensayos
de Southern Blot se detectaron dos alelos
correspondientes a la subfamilia de tipo 1,
uno de los cuales fue clonado (Aox7a). La
secuenciacion del fragmento arrojé un total
de 2103 pb abarcando 1749 pb de la regién
codificante de la Aox7a y 354 pb correspon-
dientes a su region promotora. La estruc-
tura de éste alelo fue similar a la mayoria
de las Aox1 de plantas superiores, consis-
tente de 4 exones separados por 3 intrones.
La secuencia del correspondiente ADNc
fue ensamblada y traducida, presentando
los aminoéacidos conservados a lo largo de
todas las AOX secuenciadas hasta la fecha.
En andlisis filogenéticos se observé que
la enzima AOX1a se agrup6 con proteinas
similares de especies relacionadas, confir-
mando que ésta pertenece a la subfamilia 1
de las Aox. Ademas, considerando que las
distancias podrian indicar el origen de un
antecesor en comun, se pudo observar que
el mismo seria compartido con las proteinas
AOX1a de Arabidopsis y AOX1 de caupi.

En la region promotora se localizaron moti-
vos de regulacion putativos (Tabla 1), reco-
nocidos por factores de transcripcion que
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participan en procesos como respuesta a
la luz (G-box, I-Box, MRE, GT1-Moatif), hor-
monas (ABRE, GCC Box), estrés (GC Motif),
ciclo celular (E2F-2) y desarrollo de tejidos
(SEF1 Motif). Ademas fueron localizadas
secuencias regulatorias que participan en
la interaccién con patégenos (W-BOX 'y PR
BOX). Notablemente en esta porcién de la
region promotora de la Aox7a no se encontrd
ninguna regioén de respuesta a Acido Salici-
lico, lo cual sugiere que este alelo no estaria
bajo su regulacion, a diferencia de algunos
alelos de Aox encontrados hasta la fecha
(4). Cuando esta region promotora se com-
pard con la regién denominada MRR (regidn
de respuesta retrograda mitocondrial) de la
Aox7a de Arabidopsis (5) se pudo observar
que a pesar de la baja homologia presen-
tada a nivel de secuencia, todos los motivos
de unién a factores de transcripciéon encon-
trados en la regién MRR estan presentes en
la zona promotora secuenciada de la Aox de
naranjo, a excepcion de un sitio CCA1 invo-
lucrado en la regulacién del reloj circadiano
(5, 6). Esta gran similitud indica que la regu-
lacién de la Aox serfa, ademés de compleja,
altamente conservada.

Tabla 1.Elementos putativos de unién a proteinas reguladoras de la regién promotora de la Aox1a de

naranja indicando funciones, posiciones y hebra sobre la que se localizan.

Nombre Funcidén Posicién Hebra
G=BOX Respuesta a la luz. =423 +,
I-BOX Respuesta a la luz. -195 +
MRE Respuesta a la lu=z. =143 +, +
GT1 Motif Respuesta a la luz. -86 =
ABRE Respuesta a ABA. -253 -
W-Box Asociada con defensa a patdgenos. -168 -
GC Motif Inducible especificamente por anoxia. -177 +
PR BOX Caja PR. -123 -
E2F-2 Genes relacionados al ciclo celular. -75 +
GCC Box Motive relacionado al Etileno. -173 +
SEF1 Motif Involucrado en desarrollo de tejidos. -293 =
Dof Motif Procesos especificos de plantas. -65 =
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Debido a la presencia de sitios de unién a
factores de transcripcidon de respuesta a
estrés bidtico, como las cajas W-Box y PR
Box, se decidi6 analizar la participacion de
la Aox7a de naranjo bajo distintos tipos de
tratamientos, mediante andlisis de expresion
utilizando RT-PCR semicuantitativa. Los
resultados indicaron que esta Aox tipo 1 de
naranjo no se induce en la interaccién com-
patible frente a Xac, presentando niveles
bajos de expresion, pero si en la HR frente a
Xav (resultado que corrobora lo observado
en el ensayo de microarrays), cuya funcion
propuesta serfa contribuir en el manteni-
miento del flujo de electrones evitando asi
la sobresaturacion en la cadena de trans-
porte mitocondrial. Ademas la Aox7a de
naranjo cumplirfa una funcién similar en la
interaccion con hongos y artropodos, pero
mediante un mecanismo de induccion dis-
tinto a los anteriores. Por otro lado no se
observé induccion frente a acido salicilico
(AS) lo que sugiere que la expresion de la
Aox tipo 1 de naranjo no seria dependiente
de ésta via. Si bien cabe la posibilidad de
esperar inducciéon en tiempos mas cortos
por AS, esto no ocurre en los casos repor-
tados donde la induccion se observa a las
28 h pi (7).

Caracterizaciéon de genes de plantas no
hospedadoras involucrados en la interac-
cion con Xac

Como una aproximacion diferente se decidio
estudiar cambios en la expresién de genes
en plantas no hospedadoras que produzcan
HR en la interaccion con Xac, de manera de
detectar genes de defensa que modificaran
su expresion involucrados en la respuesta
a la misma. Este andlisis de la interaccion
con Xac fue realizado en plantas no hos-
pedadoras de tabaco (Nicotiana tabacum
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cv. Petit Habana) y utilizando la técnica de
ADNCc-AFLP alas 2, 8 y 24 h pi. Como con-
trol se tomo la muestra a las 2 h pi ya que de
existir modificaciones a nivel transcripcional
debido al mecanismo de infiltracion, las mis-
mas deberian aparecer a tiempos cortos.
Fueron utilizadas 39 combinaciones de ceba-
dores que permitieron analizar un total de
2087 transcriptos (FDTs), de los cuales 316
presentaron expresion diferencial. Se consi-
deraron para la clasificacion seis grupos de
FDTs que aumentaban o disminuian su nivel
de expresion para cada uno de los tiempos
pi. Esta clasificacién se realizd comparando
con el patréon de expresion del tiempo inme-
diato anterior. Un cambio en el nivel de expre-
sion se considerd cuando la intensidad de la
banda aumentd al doble o disminuy6 de la
mitad. En la Tabla 2 se muestra un resumen
de los resultados obtenidos.

Continuando con el estudio de la respuesta
detabaco frente a Xac se eligieron 130 de los
FDTs que presentaron expresion diferencial,
con el objetivo de secuenciarlos. Se selec-
cionaron FDTs que presentaran un tamano
mayor a 100 pb (de manera tal de aumen-
tar la probabilidad de encontrar secuencias
homologas en las bases de datos) y que
ademas presentaran un cambio notorio en
la expresion (altamente reprimidos o induci-
dos). Se consideraron las bandas que modi-
ficaron su expresion a 2 y 8 h pi preferen-
temente, debido a que tendrian una mayor
probabilidad de estar involucrados en la res-
puesta al patégeno. Se obtuvieron secuen-
cias analizables de 82 TDFs, de los cuales
mediante andlisis de homologia se asigno
una funcién putativa al 63 % de los mismos
(51 FDTs), mientras que el 15 % presentd
homologia a secuencias sin funcién asig-
nada (13 FDTs) y el 22 % no presenté homo-
logia alguna (18 FDTs).
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Tabla 2. Resumen de los TDFs analizados. N°: nUmero de transcriptos; % del andlisis: % de los 2087
transcriptos analizados; % del total: % del transcriptoma total de tabaco. Down o Up y el tiempo pi res-

pectivo indica si presentaban una disminucién o aumento en los niveles de expresién y en que tiempo

pi respectivamente.

FDTs N° % del analisis % del total
Totales 2087 100 20
Diferenciales 316 15.1 2.8
Down 138 6.6 1.2
Up 178 8.5 16
2 h pi Up 56 2,7 0,5
2 h pi Down 25 1,2 0,2
8 h pi Up 101 4.8 09
8 h pi Down 76 3,6 0,7
24 h pi Up 21 1 0,2
24 h pi Down 37 1,8 0,3

Del total, 5 FDTs presentaron funciones rela-
cionadas a la respuesta de defensa a paté-
genos (1 alas2 hpiy 4 alas 8 h pi). Estas
presentaron homologia a una quitinasa de la
familia 18 también llamadas h-type o clase
lIl, una lipasa clase 3, una quitinasa/lisozima
de tabaco de clase V dentro del grupo de
las PR-3, una PR-10 y una proteina recep-
tora de una xilanasa elicitora de origen fun-
gico (EIX) inductora de etileno. El patron de
expresion fue confirmado mediante Real
Time PCR en 5 de 6 TDFs analizados.
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Summary

Characterization of plant genes implicated in
the response to Xanthomonas axonopodis
pv. citri

The bacteria Xanthomonas axonopodis pv.
citri (Xac) is responsible for the disease
called citrus canker, that affects all citrus spe-
cies. In Argentina, citrus canker (declared
endemic) causes great losses in production
and commercialization, constituting one of
the most significant troubles for citrus indus-
try. To date, because no citrus cultivar pres-
ents tolerance or resistance to Xac, it has
been impossible to apply classical plant
breeding looking for canker resistant citrus.
In this work, different plant-pathogen inter-
actions that include Xac, orange (Citrus sin-
ensis cv. Valencia Late) or both, were carried
out trying to contribute to the knowledge of
the molecular basis responsible for the dif-
ferent kinds of plant responses. The molec-
ular approach used consists in analyzing
plant expression pattern changes to detect
genes that participate or are responsible for
the plant response. The analysis of orange
against Xac and a Xac mutant in Type Three
Secretion System (TTSS) allowed us to
detect genes which expressions were exclu-
sively modified by TTSS or its effectors and,
therefore, could be responsible for bacterial
disease generation in citrus. The challenge
of orange with Xanthomonas axonopodis
pv. vesicatoria (Xav) caused hypersensi-
tive response (HR) symptoms, so transcrip-
tome modifications permitted the detection
of orange genes involved in HR. Moreover,
tobacco exposition to Xac also showed HR,
allowing us to identify non-host plant genes
modifications against Xac during HR. The
novel genes reported could be used in future
plans of molecular breeding for citrus canker
resistance.
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Resumen

Todas las formas de vida han desarrollado
sistemas enzimaticos eficientes para resis-
tir el dano oxidativo generado por las espe-
cies reactivas del oxigeno (ERO). El estado
redox celular es un mediador crucial de
diferentes procesos metabdlicos, actuando
en la sefalizacion y regulacion de diversos
procesos metabdlicos y celulares. Diferen-
tes procesos bioldgicos tienen al sistema
dependiente de tiorredoxina (TRX) desem-
pefnando un rol significativo (respuesta al
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estrés oxidativo, regulacién de actividades
enziméaticas, reparacion del dafo oxidativo
en proteinas, sintesis de ADN, transcripcion
génica, crecimiento celular y apoptosis)
(Figura 1) (1).
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Figura 1: Homeostasis redox y estrés oxidativo.
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La homeostasis del equilibrio redox intra-
celular es dependiente en muchos organis-
mos de tioles de bajo peso molecular que,
como por ejemplo el glutation, poseen una
amplia distribucién en todos los reinos bio-
l6gicos. Este provee equivalentes de reduc-
cion (provenientes del NADPH) a la célula
en condiciones de estrés oxidativo, siendo
oxidado a glutatién disulfuro (GSSG), que
es regenerado por la enzima glutation
reductasa (GR) a expensas del NADPH (2).

Dentro de los mecanismos de reparacion
del dafo oxidativo en proteinas se encuen-
tran aquellos dependientes de las metionina
sulféxido reductasas (MSR), enzimas encar-
gadas de revertir la oxidacion de metioni-
nas en proteinas. Estas enzimas reciben el
poder reductor del NADPH, a través del sis-
tema TRX (entre otros) (3).

En esta tesis se presenta la caracteriza-
cién funcional de distintos componentes del
metabolismo redox de organismos unicelu-
lares como: Entamoeba histolytica (un para-
sito anaerobio), Phaeodactylum tricornutum
(una diatomea) y Trypanosoma cruzi (un
parasito aerobio).

El parasito intestinal Entamoeba histo-
lytica es el agente causal de la amebiosis,
una enfermedad de importancia en salud
publica en paises en vias de desarrollo.
Normalmente, el parésito vive y se desa-
rrolla en el intestino grueso bajo condicio-
nes anaerdbicas o microaerofilicas. Sin
embargo, E. histolytica es capaz de atrave-
sar la mucosa intestinal e infectar el higado.
Durante la fase extraintestinal, E. histolytica
es expuesto a un incremento en la presion
de oxigeno vy, consecuentemente, a altas
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concentraciones de especies reactivas del
oxigeno. Estudios previos han demostrado
que el paréasito puede tolerar hasta un 5%
de oxigeno gaseoso (4,5). El sistema TRX
se ha caracterizado en diferentes tipos de
parasitos. En el caso de E. histolytica, se
propuso que el balance redox intracelular
era mantenido principalmente por cisteina,
una peroxirredoxina (Ehp29 o Eh2CysPrx) y
una proteina de 34 kDa caracterizada como
una NADPH:flavina oxidorreductasa. Se
pudo establecer ademas que E. histolytica
posee insignificantes cantidades de gluta-
tion y de que carece de las enzimas asocia-
das a él, siendo la cisteina el tiol intracelular
principal (6).

En E. histolytica se estudié el sis-
tema TRX, formado por una TRXR de bajo
peso molecular (EnTRXR) y cuatro isofor-
mas de TRX (EhTRX6, EhTRX8, EATRX41,
EhRTRX111). Estos sistemas enzimaticos
exhibieron capacidad para operar junto
con la Eh2CysPrx en la reduccién depen-
diente de NADPH, de hidroperéxidos, asi
como en la reduccion de disulfuros de bajo
peso molecular [tales como cistina, tripa-
notion disulfuro (TS,) y GSSG] y de S-ni-
trosotioles (tales como GSNO y CySNO).
La enzima EATRXR present¢ la facultad de
emplear NADH como sustrato reductor con
afinidades comparables al NADPH. Esta
gran versatilidad del sistema TRX de E. his-
folytica se debe, en parte, a sus potencia-
les de reduccion: de —292 mV para EhATRXR
y de —283 mV (promedio) para las EATRX,
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 plasma-
tica en células del parasito. Los resultados
obtenidos son un aporte al conocimiento de
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las reacciones que, en E. histolytica, regulan
el flujo de equivalentes de reduccién entre
distintos metabolitos, metabolismo critico
para la supervivencia y virulencia del proto-
zoo. Este parasito, asociado a la pobreza,
la ignorancia, malnutricién y/o malas condi-
ciones sanitarias, es el agente etioldgico de
uno de los principales problemas de salud
publica mundial. El incremento del nimero
de casos de cepas resistentes a drogas
convencionales para el tratamiento de la
amebiasis, motivan nuevos estudios inte-
grales para la caracterizacion de vias meta-
bodlicas (como el metabolismo redox) que
faciliten el disefo racional de nuevos agen-
tes terapéuticos. Los resultados obteni-
dos in vitro demostraron que EhTRXR es un
potencial blanco molecular para el diseno
racional de nuevas drogas antiparasitarias.
Esta idea se basa en el funcionamiento ver-
satil que presenta el sistema TRX, el cual
puede jugar un rol relevante en la defensa
del parasito contra las especies reacti-
vas del oxigeno durante la fase extraintes-
tinal de la infeccidon amebiana. Se observé
que, tanto el azul de metileno (MB) como el
aceite esencial de tomillo presentaron una
alta capacidad de inhibir la actividad disul-
furo reductasa de EATRXR, estimulando la
oxidacién—catalizada de NADPH. Los resul-
tados aqui presentados muestran la poten-
cialidad de estos compuestos como mode-
los para la generacién de nuevos agentes
antiparasitarios, sentando las bases para
la formacion de nuevas lineas de investiga-
cién en el tema.

Nuestros resultados amplian el conoci-
miento sobre las reacciones que, en E. his-
tolytica, dirigen el flujo de equivalentes de
reduccion (Figura 2). Este mecanismo meta-
bodlico serfa critico para la supervivencia y
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virulencia del parasito, no solo por la parti-
cipacién en la detoxificacion de hidroperdxi-
dos, sino también por el mantenimiento de
las formas reducidas de otros compuestos.
Este funcionamiento versétil soporta la idea
de que el sistema TRX juega un rol rele-
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especies reactivas del oxigeno durante la
fase extraintestinal de la infeccion. En adi-
cién, estos resultados posibilitan hacer una
correcta asignacion estructura—funcién de
los datos obtenidos del proyecto genoma
de este parasito.

vante en la defensa del parasito contra las

Figura 2. Representacion esquemética del escenario redox dependiente del sistema tiorredoxina
en Entamoeba histolytica asociado a otros sistemas previamente caracterizados. Se presenta den-
tro de los ciclos los respectivos valores de potencial de reduccion estandar. EhAHD: alcohol des-
hidrogenasa; EhALD: aldehido deshidrogenasa; EhFd: ferredoxina; EhPFOR: piruvato—ferredoxina
oxido—reductasa; EhSOD: superdxido dismutasa; EATRXR: tiorredoxina reductasa; EATRX: tiorredo-
xina; Eh2CysPrx: 2Cys peroxirredoxina; RSH: tiol de baja masa molecular; RSSR: disulfuro de baja
masa molecular; RSNO: S-nitrosotiol; ROOH; hidroperéxido organico; RHCO: aldehido; ROH: alco-

hol; RCOOH: acido organico.
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Las diatomeas son componentes mari-
nos destacados del fitoplancton con parti-
cular importancia biogeoquimica en el reci-
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los estudios sobre la biologia de las diato-
meas, a nivel molecular, estan relativamente
poco desarrollados. El modelo experimen-
tal dentro de las diatomeas es la especie
Phaeodactylum tricornutum, la cual tiene un
genoma relativamente pequefo, un tiempo
de generacion corto y es factible de ser
transformada genéticamente (7,8). Estos
microorganismos estan entonces evoluti-
vamente muy relacionados con protozoos
y es de importancia realizar estudios com-
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parativos de las rutas metabdlicas y de las
propiedades de las proteinas involucradas
entre los mismos. En este sentido, el meta-
bolismo de dxido-reduccion (redox) es uno
particularmente importante para su caracte-
rizacion entre estos organismos ubicados
en un enclave evolutivo.

En extractos crudos de Phaeodactilym tri-
cornutum, se detectaron actividades enzi-
maticas como la de GR, dihidrolipoamida
deshidrogenasa y TRXR (utilizando con
DTNB como sustrato disulfuro). A partir de
estos resultados, se purific6 a homoge-
neidad una enzima con actividad glutation
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 sus-
trato disulfuro. La reduccién de GSSG
dependiente de NADPH siguié un meca-
nismo de reaccion del tipo “ping-pong”
hibrido. Es de remarcar que la GR purificada
presento la capacidad de reducir GSNO sin
presentar inactivacion por este compuesto,
a diferencia de otras GR de otras fuentes.
Se determind que la GR purificada es un
homodimero de 118 kDa que posee fla-
vina como grupo prostético. 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 genémica y pro-
tedmica de P tricornutum.

La metionina (Met) es un aminoacido
susceptible de ser oxidado a metionina sul-
féxido (MetSO). La reducciéon de MetSO a
Met es catalizada por la enzima metionina
sulféxido reductasa (MSR), una enzima pre-
sente en casi todos los seres vivos (9). Esta
enzima participa en la reparacion del dano
oxidativo en proteinas y péptidos. Es invo-
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lucrada en la resistencia al estrés bidtico y
abidtico en animales y plantas, ademas de
actuar como un factor de virulencia en algu-
nas bacterias patégenas (3). En tripanoso-
matidos, el estudio de los sistemas antioxi-
dantes ha sido ampliamente focalizado en
el rol central que posee el tripanotion en
estos organismos, no existiendo informa-
cién sobre los mecanismos de reparacion
de proteinas oxidadas ni de la relevancia de
éstos para la supervivencia de estos pato6-
genos en los diferentes estadios de su ciclo
de vida (10,11).

Trypanosoma cruzi es el agente etiologico
de la enfermedad de Chagas (10) y de los
tres organismos estudiados en este tesis,
es el que presenta mayor cantidad de tra-
bajos de caracterizacion del metabolismo
de detoxificacion de hidroperoxidos. En
esta tesis se evaluaron rutas metabdlicas
relacionadas con la habilidad del microor-
ganismo para afrontar condiciones ambien-
tales oxidantes. Especificamente aquellas
relacionadas con la reparacion de proteinas
oxidadas. El interés se centré en dos genes
alelos: tcmsr10 y tcmsr180, que codifican
para sendas metionina sulféxido reductasas
del tipo A. Ambas enzimas recombinantes
fueron activas en la reduccion de metionina
sulféxido, utilizando proteinas tioles de T
cruzi (TXNI'y TRX) como cosustratos reduc-
tores. Por electroforesis en geles de polia-
crilamida (en condiciones desnaturalizan-
tes y no reductoras) se observé que ambas
enzimas presentan diferencias en sus movi-
lidades electroforéticas dependiendo del
estado redox en que se encuentran. Ade-
mas, para un estado redox determinado, se
visualizaron distintos perfiles electroforéticos
en condiciones nativas para cada enzima.
Esta diferencia fue atribuida a desigualda-
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des en las cargas superficiales de ambas
proteinas, como se evidencié a partir de
estudios in silico. Mediante modelado mole-
cular se mostré también que los residuos
que arreglan el sitio de unién al sulféxido se
distribuyen en forma idéntica en ambas iso-
formas, pero con diferencias en el entorno
superficial adyacente al mismo. Estas enzi-
mas exhibieron una cinética del tipo doble
sustitucion, coherente con un mecanismo
de reaccion de intercambio tiol-disulfuro.
Mediante titulacion redox, utilizando el par
GSSG/GSH, se determinaron los poten-
ciales de reduccion estandares para estas
enzimas en —178 mV (valor promedio). Se
realizaron ensayos de inmunodeteccion de
estas enzimas (0 de al menos una de ellas)
en extractos crudos de epimastigotes y
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amastigotes, formas replicativas del para-
sito. Se utilizé en estos ensayos un suero
policlonal especifico anti-TcMSR10 obte-
nido en conejo. Estos anticuerpos también
fueron utilizados en ensayos de inmunolo-
calizacion, que evidenciaron la ocurrencia
citoplasmatica de estas proteinas (demos-
trado anteriormente para este tipo de enzi-
mas en otros organismos). Estos resultados
constituyen un aporte mas a la caracteri-
zacion de nuevos componentes del esce-
nario redox en T cruzi (Figura 3), siendo
estas enzimas nuevos blancos moleculares
que podrian ser de utilidad para el disefio
y desarrollo de farmacos especificos que
actlen alterando la viabilidad y superviven-
cia de este patégeno humano.

Figura 3. Representacion esquematica del metabolismo dependiente de trypanotiéon. TR: trypa-

notion reductasa; T(SH)2: trypanotion reducido; TS2: trypanotion oxidado; TXN: tryparredoxina; GSH:
glutation reducido: GSSG: glutation oxidado; Asc: ascorbato; dhAsc: dehidroascorbato; MSR: metio-
nina sulfoxido reductasa; TXNPx: tryparredoxina peroxidasa; GPx: glutation peroxidasa; APx: ascor-

bato peroxidasa; L-MetSO: L-metionina sulféxido; L-Met: L-metionina; ROOH: perdxido orgénico/

perdxido de hidrégeno; ROH; alcohol/agua.

/TXNou /’ MSRee \ Ve = L-MatS0

NADPH— — TRox ¢

N
\» TRre - |I

NADP

MSRox l-/

, TXNPxeo

GPxro \

~ROOH
TXNPxox/

L-Met + H:0

GPxox |
'\ GPxre—), |
~-GSSGe N GPXox(—/ —ROH + H:0
» Asc - //"APXRA! \( H:0:
~-dhAsc e« \—APXOX(—‘/\’ H:0



232

Bibliografia

1. Holmgren, A., Johansson, C., Berndt, C.,
Lonn, M. E., Hudemann, C., and Lillig, C. H.
2005. Thiol redox control via thioredoxin and
glutaredoxin systems, Biochem Soc Trans 33,
1375-1377.

2. Muller, S., Liebau, E., Walter, R. D., and
Krauth-Siegel, R. L. 2003. Thiol-based redox
metabolism of protozoan parasites, Trends
Parasitol 19, 320-328.

3. Boschi-Muller, S., Gand, A., and Branlant,
G. 2008. The methionine sulfoxide reductases:
Catalysis and substrate specificities, Arch
Biochem Biophys 474, 266-273.

4. Ramos-Martinez, E., Olivos-Garcia, A.,
Saavedra, E., Nequiz, M., Sanchez, E. C., Tello,
E., El-Hafidi, M., Saralegui, A., Pineda, E.,
Delgado, J., Montfort, I., and Perez-Tamayo, R.
2008 Entamoeba histolytica: Oxygen resistance
and virulence, Int J Parasitol 39, 693-702.

5. Choi, M. H., Sajed, D., Poole, L., Hirata, K.,
Herdman, S., Torian, B. E., and Reed, S. L.
2005. An unusual surface peroxiredoxin protects
invasive Entamoeba histolytica from oxidant
attack, Mol Biochem Parasitol 143, 80-89.

6. Bhattacharya, A., Satish, S., Bagchi, A,

and Bhattacharya, S. 2000. The genome of
Entamoeba histolytica, Int J Parasitol 30, 401—
410.

7. Round, F. E., and Crawford, R. M. 1990. The
Diatoms. Biology and Morphology of the Genera,
Cambridge University Press, UK.

8. Maheswari, U., Montsant, A., Goll, J.,
Krishnasamy, S., Rajyashri, K. R., Patell, V. M.,
and Bowler, C. 2005. The Diatom EST Database,
Nucleic Acids Res 33, D344-347.

9. Moskovitz, J. 2005. Methionine sulfoxide
reductases: ubiquitous enzymes involved in
antioxidant defense, protein regulation, and
prevention of aging—associated diseases,
Biochim Biophys Acta 1703, 213-219.

10. Irigoin, F, Cibils, L., Comini, M. A,

FABICIB « 2011 » 15

Wilkinson, S. R., Flohe, L., and Radi, R. 2008.
Insights into the redox biology of Trypanosoma
cruzi: Trypanothione metabolism and oxidant
detoxification, Free Radic Biol Med 45 733-42.
11. Krauth-Siegel, R. L., and Comini, M. A.
2008. Redox control in trypanosomatids,
parasitic protozoa with trypanothione-based
thiol metabolism, Biochim Biophys Acta 1780
1236-48.

Comparative study of proteins involved

in redox balance in different organisms.
Characterization of thioredoxin system from
eukaryotic algae and protozoa

Summary

All the living forms developed efficient
enzymatic systems to resist damage gene-
rated 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.

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

In E. histolytica we revealed the occu-
rrence of the TRX system. The latter inclu-
des a low molecular weight TRXR (EhTRXR)
and four isoforms of TRX (EATRX6, EhTRX8,
EhTRX41, and EATRX111). These results
contribute to the knowledge of the reac-
tions 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.
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In  Phaeodactilym tricornutum, enzy-
matic activities of GR, dihydrolipoamide
dehydrogenase and TRXR were detected.
An enzyme with GR activity from the dia-
tom cellular extracts was purified to homo-
geneity and functionally characterized. The
enzyme exhibited specificity toward NADPH
and GSSG as main substrates. Unlike to
many GR from other sources, the puri-
fied 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 dia-
tom. These results add information to the
incipient genomic and proteomic of P tricor-
nutum.

In the present thesis work, several meta-
bolic routes were evaluated in relation with
the ability of Trypanosoma cruzi to cope with
oxidative environmental conditions. Specifi-
cally, mechanisms involved in the reparation
of oxidized protein were elucidated. We cen-
tered our interest on two isoforms of methio-
nine sulfoxide reductase A. Both enzymes
were active in the reduction of methionine
sulfoxide, using thiol proteins of T cruzi as
reducing co-substrates. These results cons-
titute a contribution to the description of the
metabolic redox scenario in T cruzi. Addi-
tionaly, the results elucidated new compo-
nents of the antioxidant metabolism in this
organism, after pointing out the occurrence
of enzymatic systems involved in repairing
oxidized macromolecules.
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