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L-MetSO en un rango de concentraciéon de 78 a 5000 uM; TcTXNI entre 0,6 a 40 uM y
TcPMSR10 o TcPMSR180, 0,5 pM y 2 uM, respectivamente.

3.7.3. Determinacion de potencial de reduccion estandar de E'-TRXR.
A partir de las relaciones de los cocientes de los pardmetros cinéticos (kcar y Km)
determinados para cada sustrato de la reaccién directa e inversa de una reaccién

catalizada por una enzima:

Enzima

A+B«—“=—->C+D

la cual es suma de dos semirreacciones:

A +Enzima <> C+Enzima *

B + Enzima* <> D + Enzima
se obtienen las constantes bimoleculares de reaccion entre la enzima y el sustrato para una
direccién determinada, y acorde a la relacion de Haldane (Alberty, 2006), el cociente de las
constantes de velocidad bimoleculares de las reacciones directa e inversa para un sustrato
determinado da la constante de equilibrio aparente de una de las semirreaciones (entre

uno de los sustratos y la enzima) :

Vm,
Km, k _K -

=d
Vm, kK, e
Km;,

donde el subindice d corresponde para la reaccién directa y el subindice i corresponde a la
reaccién inversa. A partir de la ecuaciéon de Nernest, conociendo la constante de equilibrio
de reacciéon de una semirreaccion mas el potencial de reducciéon estdndar del sustrato
utilizado como referencia se puede calcular el potencial de reduccion estdndar global de la

enzima, como se describe a continuacion:

o« RT . o o
AE = Eaneq = El - E2

Para el caso de EXTRXR la reacciéon que cataliza es:

NADPH + H' + ECTRX,,, « 2R, NADP* + EcTRX 4
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la cual es suma de dos semirreacciones:

NADPH + H* + ENTRXR,, <> NADP" + EhTRXR
EcTRX,, + EATRXR y <> ECTRX;, + EATRXR .

determinando las constantes de equilibrio entre la E'TRXR y los pares NADPH/NADP*y
EcTRXox/EcTRXRred y teniendo sus respectivos potenciales de reduccién estdndar como
referencia se estimoé el potencial de reduccién de la enzima. Se empleé un E°” del par
NADP+/NADPH de -320 mV) y para el par ECTRXox/ EcTRXged de -283 mV (Cenas y col.,
2004; Cheng y col., 2007).

Tanto la reacciéon directa como inversa se evaluaron por monitoreo de la
oxidacién/reduccion de NADPH/NADP+ a 340 nm en un medio de reaccién compuesto
por fosfato de potasio 50 mM pH 7,0; EDTA 2 mM. En la reacciéon directa se empled
NADPH 1,5-300 uM; EcTRX 0,3-20 pM e insulina bovina 130 pM como aceptor final de
electrones. En la reaccién inversa se utiliz6 NADP+ 7-1000 uM; EcTRX 0,3-20 pM y
DTT 5 mM como dador inicial de electrones. Para ambas reacciones se uso Ei'TRXR a una

concentracién de 0,1 pM.

3.7.4. Determinacion de potenciales de reduccion estaindar de TRX.

La reversibilidad de la reaccion NADPH + TRXox + H* <> NADP* + TRXgeq fue
empleada para determinar la constante de equilibrio usando el cambio de absorbancia a
340 nm. Las TRX en estudio en un rango de concentraciones desde 5 a 30 uM fueron
mezcladas con NADPH 36 pM en un volumen total de 250 pl a pH 7,0, a 30 °C, seguido
por la adiciéon de EX'TRXR 1 pM. Alcanzado el equilibrio, un exceso de NADP* (1,2 mM)
fue adicionado. La formacion de NADP* y NADPH fue analizada
espectrofotométricamente evaluando las variaciones en la absorbancia a 340 nm,
respectivamente. A partir de las concentraciones en el equilibrio, los potenciales redox
fueron calculados acorde a la ecuacién de Nernst:

_RT,[NADP][TRX - (H),]
NADP/RADPR T nE T [NADPH][TRX - S, |

0-

[o)g —
B 1R TR =

Un valor de -320 mV fue utilizado como potencial redox del par NADP*/NADPH (Cheng
y col., 2007).
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3.7.5. Determinacion del potencial de reduccién estandar por titulacién redox.

Las titulaciones redox se llevaron a cabo incubando las proteinas en estudio
(1-2 uM) por 3 h a 33 °C en un medio que contenia TRIS-HCl 200 mM pH 7,5; EDTA 2 mM,;
GSSG 0,5 mM y diferentes concentraciones de GSH de forma tal de obtener diferentes
potenciales de semi-celda (En). Una vez finalizadas las incubaciones, se analizaron las
muestras de cada una en SDS-PAGE no reductor (ver 3.5.1), determinando, sobre las
bandas proteicas obtenidas, la abundancia de la fraccién reducida mediante densitometria
empleando el programa Lablmage 2.7.2 Free edition (Kapelan GMBH). Las curvas de
titulacion fueron graficadas como fracciéon reducida versus En y el potencial de reduccion
estindar a pH 7,5 (Eny5) de cada proteina fue determinado mediante regresion no lineal de

los datos obtenidos segtin el modelo logistico del programa Origin™ 7.0.

3.7.6. Espectroscopia UV-visible.

Espectros UV-visible de ENTRXR y PtGR fueron determinados utilizando el
espectrofotometro Lambda 20 UV-Vis (Perkin Elmer), a 25 °C. Los ensayos consistian en:
1) 0,6-1,2 mg ml! de ENTRXR en fosfato de potasio 50 mM pH 7,0 EDTA 2 mM; o
2) 0,05 mg ml* de PtGR en TRIS-HCI 20 mM pH 8,0; EDTA 1 mM. Cada solucién base fue

utilizada como referencia para las mediciones.

3.7.7. Estequiometria de la interaccion TcTXNI/TcPMSR.

La generacion de intermediarios covalentes se realiz6é por incubacion de TcPMSR10
o TcPMSR180 5 pM; TcTXNIC43S 10 pM y L-MetSO 30 mM por 1 h a 37 °C. Finalizado este
tiempo, se revel¢ la interaccién mediante SDS-PAGE no reductor (ver 3.5.1). Los controles
negativos se realizaron por incubacién de las proteinas en forma individual con L-MetSO

o DTT, ambos a concentracién 10 mM.

3.8. Microscopia.

Todos los ensayos de microscopia se realizaron en el laboratorio del Dr. Hugo
Lujan (INIMEC, Facultad de Ciencias Médicas, Universidad Catélica de Coérdoba,

Argentina).
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3.8.1. Inmunolocalizacién de las proteinas en estudio en E. histolytica y T. cruzi.

Los cultivos de trofozoitos de E. histolytica HM1:IMSS o de epimastigotes de
T. cruzi CL-Brener fueron cosechados por centrifugaciéon a 500 g a temperatura ambiente.
El paquete celular se lavé dos veces con solucién PBS (KH2PO, 2mM; NaoHPO, 10 mM;
NaCl 137 mM; KC1 2,7 mM; pH 7,4) de forma tal de remover los componentes residuales
del medio. Las células fueron fijadas con una solucién de p-formaldehido al 4% (v/v)y
permeabilizadas por 1 h a temperatura ambiente en una solucién de PBS, Triton X-100
0,05% (v/v) y BSA al 3% (p/v). Posteriormente, los pardsitos fueron incubados por 1 h a
37 °C con anticuerpos policlonales de conejo contra las proteinas de interés en una dilucién
1/100 en PBS, Triton X-100 0,01% (v/v) y BSA 1% (p/v), seguido de la incubacién con el
anticuerpo secundario anti-rabbit marcado con isotiocianato de fluoresceina (FITC) (ICN
Biomedicals), en dilucién final 1/1000 por 1 h a 37 °C. La tincién nuclear se realiz6 por el
agregado de 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI). Las muestras fueron examinadas con un

microscopio de epifluorescencia CX31 (Olympus).

3.8.2. Microscopia confocal.

Para la realizacion de este estudio, las células de E. histolytica o T. cruzi fueron
tratadas como se describi6 en el punto 3.8.1. Las imdgenes confocales fueron colectadas
utilizando un microscopio confocal Zeiss LSM5 Pascal laser-scanning equipado con un laser
de argén/helio/neén y un objetivo de aceite de inmersién de 100x (apertura numérica de
1,4) (Zeiss Plan-Apochromat). Entre 20 a 35 secciones confocales de 0,5 um fueron tomadas
paralelas al cubreobjetos (secciones z). Las imagenes fueron adquiridas utilizando una
camara acoplada al dispositivo (Zeiss) y procesadas con LSM Image ] software.
Deconvolucion 3D fue realizada utilizando el programa Autodeblur v9.3. Las intensidades
maximas de 5 a 7 secciones z fueron proyectadas en imagenes que representan entre 3 a

4 um de las secciones z totales.
3.9. Sobreexpresion de TcPMSR en epimastigotes de T. cruzi.
3.9.1. Construccion de vectores recombinantes.

El gen codificante para TcPMSR10 fue subclonado en el plasmido pTEX (Kelly y

col., 1992) entre los sitios BammHI y HindlIl para generar la construccion recombinante
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[pPTEX/TcPMSR]. Por otro lado, para control de transformacién y de seleccion se genero la
construccién [pTEX/GFP] por subclonado del gen codificante para GFP en pTEX entre los
sitios EcoRI y Xhol. El gen codificante para GFP se obtuvo del plasmido pNUS-GFP
(Tetaud y col., 2002).

3.9.2. Transformacién de T. cruzi.

Los epimastigotes de T. cruzi CL-Brener, crecidos en fase logaritmica, fueron
cosechados por centrifugaciéon a 500 g a 4 °C, lavados y resuspendidos en solucién de
electroporacion fria (sacarosa 272 mM y fosfato de sodio 7 mM pH 7,2) a densidad celular
final de 108 cel ml1. Posteriormente, las muestras se incubaron en hielo en presencia de
50 ng de ADN plasmidico circular ([pTEX], o [pTEX/GFP], o [pTEX/TcPMSR]) por
15 min. Finalizada la incubacién, los epimastigotes fueron electroporados utilizando el
electroporador Hybaid Cellject Duo (Thermo Scientific), aplicando 10 pulsos de 200 V
(450 uF y resistencia infinita) por cubeta (2 mm). Luego de la electroporacion, se agregaron
2107 células a 1 ml de medio LIT suplementado con hemina 20 pg ml?! y suero fetal
bovino al 10% y se incub6 a 28 °C por 18 h. A continuacién, se adicionaron 9 ml de medio
LIT suplementado con hemina 20 pg ml! y suero fetal bovino al 10% en presencia del
aminoglucésido G418 (Invitrogen) a concentracion final de 100 pg ml1. A partir de aqui,
las células fueron subcultivadas 1:3 por 3 dias y luego 1:10 en presencia de G418. Los
transformantes se seleccionan gradualmente mediante el aumento en la concentracion del
antibiético hasta llegar a una concentracion final de 500 pg.ml? a las cuatro semanas. Esto
se corroboré observando un aumento en el nimero de parasitos fluorescentes
(transformados con la construccion [pTEX/GFP]) a través de los sucesivos dias de cultivo.
Las células de T. cruzi transformadas fueron mantenidas por pasajes sucesivos en medio
LIT suplementado con hemina 20 ng ml-! y suero fetal bovino al 10% en presencia de G418

500 pg.ml? a 28 °C.

3.9.3. Ensayos de sensibilidad al estrés oxidativo.
Los epimastigotes de T. cruzi recombinantes, crecidos en fase logaritmica, se
inocularon a densidad celular de 10¢ cel ml! en placas multipocillo con 1 ml de medio LIT

suplementado con hemina 20 pugml?, suero fetal bovino al 10%, G418 500 pg.ml! y
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diferentes concentraciones de H>O.. Luego de dos dias de cultivo a 28 °C, la densidad
celular se determiné por recuento en cAmara de Neubauer. La concentraciéon que inhibe el
50% del crecimiento de los paréasitos (ICsp) se determiné luego de aplicar regresiéon no

lineal a los datos obtenidos, utilizando el programa Origin™ 7.0

3.10. Modelado molecular.

Los estudios estructurales de las proteinas en estudio fueron generados utilizando
modelado por homologia mediante el programa Modeller v9.4 (Andrej Sali 2008),
empleando algoritmos de optimizacién de estructura. Los alineamientos de secuencias se
realizaron mediante el algoritmo Clustalx, utilizando el programa Bioedit v7.0.8 (Ibis
Bioscience 2007). Las estructuras generadas fueron evaluadas empleando el programa
on-line Verify 3D (http:/ /nihserver.mbi.ucla.edu/Verify_3D/) (Bowie y col., 1991; Luthy y
col., 1992; Eisenberg y col., 1997), y la visualizacion se realiz6 utilizando el programa
Deep view/Swiss PDB viewer v4.0 (wWwww.expasy.org/spdbv). En la tabla 3.5 se presentan

los templados utilizados para la generacién de los modelos de las proteinas en estudio.

Incognita Templado PDB Valor E
TRXR de Arabidopsis thaliana 1VCD  1.101m

ENWTRXR TRXR de Mycobacterium tuberculosis 2A87 3-1074
TRXR de Escherichia coli 1F6M 210

ERTRX6 TRX 3 mitocondrial de Saccharomyces cerevisiae 20E0 3 -10%
ERTRXS8 TRX 1 de Drosophila melanogaster IXWA 8 -102
EhTRX41 TRX 1 humana 1ERT 2 10
MsrA plastidica de Populus trichocarpa 2J89 3 -10%

TcPMSR10 MsrA de Bos taurus 1EVG 2 -10%
MsrA de Mycobacterium tuberculosis INWA 4102

MsrA plastidica de Populus trichocarpa 2J89 1 -102

TcPMSR180 MsrA de Bos taurus 1EVG 1-10%
MsrA de Mycobacterium tuberculosis INWA 2 102

Tabla 3.5: Templados utilizados en la construccién de los modelos de las proteinas en estudio. Las
estructuras tridimensionales de los templados fueron obtenidas de la base de datos Protein Data
Bank (www.rcsb.org/pdb/home/home.do).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION.

41. CAPITULO 1: Caracterizacion del sistema tiorredoxina en Entamoeba

histolytica.

4.1.1. Aislamiento y caracterizacion de los genes codificantes para las proteinas
componentes del sistema TRX de Entamoeba histolytica.

La identificaciéon de secuencias nucleotidicas que codifican para una posible TRXR
(CDS 23.m00296), una 2CysPrx tipica (CDS 298.m00058) y cuatro isoformas de TRX (TRX®6,
CDS 6.m00418; TRX8, CDS 8.m00422, TRX41, CDS 41.m00230 y TRX111, CDS 111.m00121)
en la base de datos del proyecto genoma de E. histolytica (Wellcome Trust, Sanger Institute,
Pathogen Sequencing Unit, www.genedb.org), permiti6 realizar el clonado molecular de
los genes que contenian los ORF correspondientes. Estos genes fueron amplificados a
partir de ADN genémico mediante PCR utilizando oligonucleétidos especificos (ver
puntos 3.7.3 y 3.7.4), clonados en el vector pPGEM-T Easy y confirmados por secuenciacion.

El gen ehtrxr de 945 bp codifica para una proteina (EXTRXR) de 314 aminoécidos y
una masa molecular de 34 kDa. Esta proteina posee una masa molecular similar a otros
miembros de la familia de TRXR de bajo peso molecular (L-TRXR), caracteristicas de
bacterias, plantas y eucariotas inferiores. En la Fig. 4.1.1 se presenta un alineamiento de la
secuencia de aminoacidos deducida de EATRXR con otras L-TRXR en la que podemos
observar una alta identidad en la secuencia aminoacidica, pudiéndose determinar la
presencia de tres sitios importantes para la funcionalidad de estas enzimas: un sitio de
unién a flavina (FAD o FMN), un sitio de unién a NADPH y un motivo redox activo
CXXC (véase Fig. 4.1.1) (Williams y col., 2000).

Por otro lado, la proteina Eh2CysPrx es una peroxirredoxina de dos cisteinas tipica,
codificada por el gen eh2cysprx de 702 bp. Esta proteina ha sido reportada por varios
autores con el nombre de Ehp29 o TSA como uno de los antigenos superficiales mas
importantes en E. histolytica (Choi y col., 2005). Ademds, como ya se ha mencionado en el
punto 19.1, es una de las proteinas mas abundantes en las cepas resistentes a
nitroimidazol, confiriendo resistencia contra el estrés oxidativo (Wassmann y col., 1999;

Wassmann y col., 2000). Esta proteina posee una masa molecular de 27 kDa y est4
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constituida por 233 aminodacidos. Al realizarse un andlisis de la secuencia de aminoacidos
de esta proteina, se puedo observar la presencia de los dos motivos redox activos (VCP)
caracteristicos de las 2CysPrx tipicas (véase Fig. 4.1.2). Alternativamente, a partir del
alineamiento de secuencias de aminoécidos, se puede observar que esta Prx posee un
extremo N-terminal maés largo y rico en residuos de cisteina. La funciéon de este extremo no
ha sido resuelta todavia, pero se ha mostrado que variantes truncas en este extremo
N-terminal carecen de actividad peroxidasa (Bruchhaus y col., 1997).

Finalmente, cuatro isoformas de TRX “clasicas” fueron identificadas en la base de
datos del proyecto genoma de E. histolytica. Estas TRX estan codificados por cuatro genes
diferentes: EHTRX6 por el gen ehtrx6 de 345 bp; EHTRXS8 por el gen ehtrx8 de 312 bp;
EhTRX41 esta codificada por el gen ehtrx41 de 318 bp y EXTRX111 por el gen ehtrx111 de
435 bp. Las masas moleculares predichas de estas TRX varfan entre 12 y 16 kDa. Un
alineamiento de secuencias aminoacidicas de éstas TRX con otras TRX de otras fuentes,
revel¢ la existencia del motivo catalitico WCGPC, tipico de estas proteinas (ver Fig. 4.1.3).
También pueden identificarse otros residuos importantes para la modulacién de la
actividad catalitica y correcto plegamiento como ser: Asp2, Pro”” y Gly®> (la numeracion
corresponde a EcTRX, ver Fig. 4.1.3). Particularmente, la proteina EXTRX111 present6 una
longitud mayor a la comtinmente encontrada en este grupo de proteinas. Un analisis de las
secuencias aminoacidicas utilizando servidores on-line en busca de péptidos sefal o
dominios transmembranas, SignalP 3.0 Server, http:/ /www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/
y SOSUI System, http://bp.nuap.nagoya-u.ac.jp/sosui/, respectivamente revelé la
ausencia de péptidos sefial en las cuatro isoformas de TRX. Por otro lado, se pudo
determinar in-silico la existencia de un dominio de transmembrana C-terminal (de 18

aminodcidos) en la EhTRX111, lo cual explicaria su mayor tamafo.
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Fig. 4.1.1: Alineamiento de secuencias de aminodcidos de EK'TRXR (este estudio) con homdlogos de
E. coli (NCBI - BAA35613), Saccharomyces cerevisiae (NCBI - NP010640), Giardia intestinalis (NBCB -
CADA47839) y Trichomonas vaginalis (NCBI - CAD47837). Recuadrado se muestra en rojo el motivo
redox activo CXXC, en verde motivos de unién a NADPH y en azul los motivos de unién a FAD. El
alineamiento se realiz6 utilizando el programa Vector NTI 9.0.
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Fig. 4.1.2: Alineamiento de secuencias de aminoacidos de EFTRX (este estudio) con TRX de E. coli
(NCBI - M54881), Trichomonas vaginalis (NCBI - CAD47836), T. cruzi (NCBI - AAT9533) y Homo
sapiens (NCBI - JH0568) El recuadrado verde muestra el motivo redox activo CXXC. El trazo azul
indica el dominio de transmembrana C-terminal de ExTRX111. El alineamiento se realiz6 utilizando
el programa Vector NTI 9.0.
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Fig. 4.1.3: Alineamiento de secuencias de aminoacidos de Eh2CysPrx (este estudio) con homoélogos
de Homo sapiens (NCBI - NP_859048), Bos taurus (NCBI - NP_776856), T. cruzi (NCBI - CAA06923)
E. coli (NCBI - ACA78662) y Trichomonas vaginalis (NCBI - CAD47838). El recuadrado muestra el
motivo redox activo VCP. El alineamiento se realiz6 utilizando el programa Vector NTI 9.0.
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4.1.2. Expresion y purificacion de los componentes del sistema TRX de E. histolytica.
Los genes codificantes para EWTRXR, EWTRX6, ENTRX8, ENTRX41, EWTRX111 y
Eh2CysPrx fueron subclonados en el vector de expresion pRSET-A y expresadas en células
de E. coli BL21 (DE3). Las proteinas expresadas de esta forma se obtuvieron como
proteinas de fusién a una cola de poli-His en el extremo N-terminal, adicionando
aproximadamente 3 kDa mads a la masa de cada proteina. La inducciéon de la expresion de
las proteinas recombinantes fue llevada a cabo como se describe en materiales y métodos
(ver punto 3.6.1) de forma tal de optimizar la expresiéon de éstas de forma soluble. No
obstante, tanto ENTRX6 como EKWTRX111 se expresaron mayoritariamente de forma
insoluble (Fig. 4.1.4). Una alternativa para mejorar los rendimientos en la fraccién soluble
fue la coexpresion de chaperonas moleculares utilizando el plasmido pG-KJE8 (Fig. 4.1.4,
calles 5 y 6). Se realizaron diferentes ensayos de expresiéon variando condiciones de
induccién, pudiéndose mejorar esta situacion s6lo para EhTRX6. La obtencion de
EhTRX111 de forma soluble se dificulta posiblemente debido a la gran extensiéon
C-terminal, predicha como dominio de transmenbrana, razén por la cual se continuara su

caracterizacién en el futuro y fuera de los contenidos de este trabajo de tesis.

A B C
66 kDa -
—
45 kDa — —
30 kDa
-/ -
14 kDa
1 2 3 4 5 6

Fig. 4.1.4: SDS-PAGE de extractos obtenidos de A) E. coli BL21 (DE3) [pRSET-A/EhTRX6], calle 1)
fraccién soluble, calle 2) fraccién insoluble; B) E. coli BL21 (DE3) [pRSET-A/EhTRX111], calle 3)
fraccién soluble, calle 4) fracciéon insoluble y C) E. coli BL21 (DE3) [pRSET-A/EhRTRX6]
cotransformada con [pG-KJE8] calle 5) fraccion soluble, calle 6) fraccién insoluble.
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La purificacion de las proteinas recombinantes en forma nativa fue realizada
mediante cromatografia de afinidad por metales inmovilizados (IMAC) utilizando una
resina de Co2*-IDA-Agarosa (punto 3.6.3) con lo cual se obtuvo un alto grado de pureza

(mayor al 90%) evaluado por SDS-PAGE con tincién con Coomassie blue (Fig. 4.1.5).

97 kDa

66 kDa

45 kDa

30 kDa

—

20 kDa Fig. 4.1.5: Analisis electroforético
de las proteinas recombinantes
purificadas por IMAC.

141Da — B 1) EKTRXR; 2) Eh2CysPrx;

3) En'TRX41; 4) EA'TRXS.
1 2 3 4

Las proteinas purificadas se almacenaron a -80 °C sin pérdida de actividad
biolégica por un periodo no menor a ocho meses. Una situacién diferente fue la que
presentd EhTRX6, que, expresada como proteina de fusiéon a poli-His, mostré ser
completamente inestable y precipitaba a los pocos minutos luego de eluirse de la columna
de afinidad. Con el fin de aumentar la estabilidad de esta proteina se evaluaron los efectos
de diferentes aditivos (glicerol, EDTA, DTT y NaCl) sobre las fracciones purificadas, pero
ninguno fue efectivo para resolver el problema. Teniendo en cuenta lo anterior, se decidio
expresar a EA'TRX6 como proteina de fusiéon a MBP, para lo cual se subcloné el gen que la
codifica en el vector de expresion pMAL-C2. Con la construccién recombinante se
transformaron células de E. coli J]M109 y se realiz6 la induccién de la expresion de la
proteina recombinante en idénticas condiciones, obteniéndose la proteina de forma
soluble. La proteina de fusion MBP-EhTRX6 se purificé por cromatografia de afinidad
utilizando una resina de amilosa-agarosa, obteniéndose altos rendimientos con gran
pureza (Fig. 4.1.6, calle 1). Contrariamente a la situacion anterior, la proteina de fusién era
estable a las condiciones de purificacion y almacenamiento. Con el objetivo de obtener la
EhTRX6 liberada de la MBP, se realiz6 la digestion proteolitica de la proteina de fusion

utilizando el factor Xa. Dado que era fundamental mantener la actividad biolégica de la
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TRX, la reaccion se evalué a dos temperaturas 4 y 37 °C, a distintos tiempos. La evoluciéon
de la reaccion se llevé a cabo por SDS-PAGE, observandose muy bajos rendimientos en el
corte (Fig. 4.1.6, calle 2 a 7) para lo requerido en los ensayos futuros, por lo que se decidi6

realizar los estudios siguientes utilizando la proteina de fusion MBP-EhTRX6 sin digerir.

97 kDa
66 kDa
“@VIBP-ELTRX6
45 kDa <@VIBP
30 kDa
20 kDa

Fig. 4.1.6: SDS-PAGE de ensayo de digestiéon proteolitica de MBP-EhTRX6. Calle 1) proteina
purificada sin tratar; calle 2) proteina tratada a 4 °C durante 1 h; calle 3) proteina tratada a 4 °C
durante 5 h; calle 4) proteina tratada a 4 °C durante 16 h; calle 5) proteina tratada a 37 °C durante 1
h; calle 6) proteina tratada a 37 °C durante 5 h y calle 7) proteina tratada a 37 °C durante 16 h.

Los rendimientos tipicos obtenidos, en mg/1 de cultivo, fueron aproximadamente
de 60 para EWTRXR; 17 para EWTRX41; 7 para EWTRX8; 46 para Eh2CysPrx y 20 para
MBP-EhTRX6.

4.1.3. Caracterizacion funcional del sistema TRX de Entamoeba histolytica.

4.1.3.1. Evaluacion de la actividad biolégica de las ExTRX.

La actividad redox de las TRX recombinantes (MBP-ERTRX6, EWTRX8 y
EhWTRX41) de E. histolytica fue evaluada mediante el ensayo de reduccién de la insulina.
Este método se basa en la capacidad de las TRX, previamente reducidas con DTT, de
reducir los puentes disulfuros de la insulina bovina, resultando en la precipitacién de la
cadena P de ésta y por ende un aumento en la turbidez del medio. Como se muestra en la

Fig. 4.1.7, en ausencia de TRX no hubo incremento en la turbidez dentro de los primeros
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45 min de reaccién, mientras que en presencia de las proteinas purificadas la reduccién de
insulina fue detectable luego de 5 min de incubacién, observdndose que la velocidad de
reducciéon de insulina es dependiente de la cantidad de TRX presente en el medio de
reaccion. Por otro lado, no se observaron diferencias significativas en la velocidad de
reduccion de insulina entre la EXTRX8 y la EATRX41; mientras que con MBP-ERTRX6 fue
necesario esperar cinco veces mas de tiempo para comenzar a observar incremento en la

turbidez.

0 10 20 30 40
Tiempo (min)

Fig. 4.1.7: Reduccién de insulina bovina por ENTRX recombinantes. La reaccién fue realizada a
pH7,0 y 30 °C en presencia de diferentes concentraciones de EKTRX: (!) sin EHTRX;
(,) ENTRX8 1,5 uM; (7) EATRX8 3 uM; (B) EA'TRX41 1,5 uM; (A) EA'TRX41 3 uM; () MBP-EZTRX6 1,5
uM y (») MBP- EXTRX6 3 uM.

41.3.2.  Caracteristicas fisicas de EyTRXR.

Un hecho interesante fue que las soluciones concentradas de EWTRXR
presentaban un intenso color amarillo en ausencia de algtn agente reductor. Los espectros
de absorciéon UV-Vis de esta proteina revelaron tres picos importantes, uno a 270 nm, a
380nm y el otro a 453 nm (ver Fig. 4.1.8) siendo los dos tltimos caracteristicos de las
flavoproteinas (proteinas con FAD o FMN como grupo prostético). Bajo condiciones
aerébicas, el pico a 453 nm disminuy6 luego de la adicion de NADPH 100 pM.

Aproximadamente 1 min luego de la adicién de la coenzima reducida el pico comenz6 a
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aumentar hacia valores iniciales, lo que sugiere un efecto de autooxidacién de la enzima

en presencia de O (Fig. 4.1.9).
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Fig. 4.1.8: Espectro de absorciéon de EFTRXR purificada. El ensayo se realizo a 25 °C a pH 7,0 con
ERTRXR a concentracién final de 1,23 mg ml-.
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Fig. 4.1.9: Espectro de absorciéon de EFTRXR purificada. El ensayo se realizo a 25 °C a pH 7,0 con
EHTRXR a concentracién final de 1,23 mg ml!. Trazo negro: EA'TRXR sin tratamiento, trazo gris:
EWTRXR + NADPH 100 uM vy trazo gris claro: E'TRXR 1 min después de la adicion de NADPH.
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La desnaturalizacion de EWTRXR por calentamiento a 100 °C resulté en la
liberaciéon de la flavina, lo que indicé que el grupo prostético no se encontraba unido
covalentemente a la apoproteina. El espectro de absorcién de la fracciéon flavina libre,
indic6 la presencia de FAD como grupo prostético con una relacion, aproximadamente, de
1 mol de FAD cada 1 mol de polipéptido.

Al realizar experimentos de SDS-PAGE con EHTRXR, se observé que la
proteina, en ausencia de agente reductor, migré6 como una banda mayoritaria de masa
molecular de 64 kDa (Fig. 4.1.10). Preincubaciones de la proteina realizadas en presencia
de diamida 10 mM o NADPH 200 uM o NADPH 200 uM + DTNB 5 mM no presentaron
modificaciones en el perfil de migracion de ésta, observandose la banda mayoritaria de
64 kDa, de forma similar a lo obtenido con la proteina sin tratamiento (Fig. 4.1.10).
Contrariamente, cuando la proteina fue preincubada con DTT 100 mM, ésta migré como
una Unica banda de aproximadamente 36 kDa, resultado similar a lo expuesto en la

Fig. 4.1.5-calle 1.

97 kDa

66 kDa S S S S («— Dimero

45 kDa .
- ¢— Mondémero

30 kDa
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14 kDa

1 2 3 4 5

Fig. 4.1.10: SDS-PAGE no reductor al 12 % de EFTRXR. 1) Proteina preincubada con DTT 100 mM;
2) Proteina sin aditivos; 3) Proteina preincubada con diamida 10 mM; 4) Proteina preincubada con
NADPH 200 uM; 5) Proteina preincubada con NADPH 200 uM + DTNB 5 mM. Todas las
preincubaciones se realizaron por 10 min a 37 °C a pH 7,0.

Con el fin de determinar la masa molecular en estado nativo de Eh'TRXR, se
realizaron corridas en PAGE nativos (en presencia y ausencia de DTT 10 mM) y a partir de

la movilidad electroforética a distintos porcentajes de gel se determiné la masa molecular
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mediante el método de Ferguson (ver punto 3.7.1). Como se observa en la Fig. 4.1.11-A-B,
los resultados obtenidos arrojaron una masa molecular nativa de aproximadamente

78 kDa, no encontrandose diferencias ante la presencia o no de un agente reductor (DTT).

2.8-
440 kDa n
242 kDa
241 “
143 kDa =
>
" =
(@)]
(@]
= 204
66 kDa
0,2 0,3 .04 0,5
KD
A B

Fig. 4.1.11: Determinacién de la masa molecular nativa de EA”TRXR. A) La proteina fue corrida en
PAGE nativo al 6% (p/v) y tefiida con Coomassie blue. B) El gréfico de Ferguson fue generado por
graficar la raiz cuadrada del coeficiente de retardo en funcién del Log de la masa molecular de
varias proteinas estandares (!). El coeficiente de retardo calculado de EFTRXR fue 0,063 (O), el cual
correlacioné con una masa molecular estimada de 78 kDa.

Los valores de masa molecular obtenidos tanto en el SDS-PAGE no reductor
como en el PAGE nativo son similares, concluyéndose que EWTRXR es una proteina
homodimérica, en donde las dos subunidades estarian unidas por puentes disulfuros. Mas
aun, como se menciond anteriormente, cada subunidad contiene una molécula de FAD
como grupo prostético unido no covalentemente. Estas caracteristicas encontradas son

similares a las reportadas para la gran mayoria de las TRXR (Hirt y col., 2002).

4.1.3.3. Caracterizacion de EA'TRXR como disulfuro reductasa.

La funcionalidad de EA'TRXR como disulfuro reductasa fue evaluada mediante
la determinacién de la capacidad de reduccion del sustrato disulfuro modelo para TRXR,
el acido 5,5'-ditio-bis(2-nitrobenzoico) (DTNB), a expensas de NADPH como dador de

equivalentes de reduccién, acorde a la siguiente reaccién:
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NADPH + H* + DTNB—E®R_sNADP" + 2TNB

Como se muestra en la Fig. 4.1.12, la velocidad de reducciéon de DTNB es proporcional a la

concentracion de Eh'TRXR ensayada.

0,36
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0,241
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0’00_ T T T T T T T T
0 12 -3 4
Tiempo (min)

Fig. 4.1.12: Actividad DTNB reductasa de Ei'TRXR. Las reacciones se realizaron a pH 7,0 y 30 °C en
presencia de NADPH 300 uM y DTNB 5 mM. Curvas de progresiéon de generaciéon de TNB en
funcién del tiempo a diferentes concentraciones de EATRXR: (1) sin EA”TRXR; (,) EATRXR 0,13 pM;
(7) EATRXR 0,33 uM; (B) EX'TRXR 0,53 pM 'y (A) EXTRXR 0,66 pM.

Estudios cinéticos en estado estacionario, demostraron que la reaccién de
reduccion de DTNB dependiente de NADPH catalizada por EA'TRXR sigue un mecanismo
“ping-pong”, este mecanismo es comun para este tipo de enzimas (Bironaite y col., 1998;
Cenas y col., 2004). Esto se muestra en la Fig. 4.1.13, en donde se presenta un paralelismo
en las rectas de los dobles reciprocos. Este mecanismo “ping-pong” o de doble

desplazamiento puede ser descripto como una secuencia de reacciones consecutivas:

NADPH + EhTRXR,,, — NADP + EATRXR,_, (1)
DTNB + EFTRXR,,, — 2TNB+EWTRXR,,  (2)
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donde subindice “Ox” y “Red” corresponden a las especies de la enzima oxidada y
reducida, respectivamente. En adicién, esta enzima exhibi6é una cinética de saturacién tipo

Michaelis-Menten para ambos sustratos (Fig. 4.1.14 A y B).

[ENTRXR]-v™" (min)

00 04 08 12 16
[DTNB]" (mM™)

Fig. 4.1.13: Analisis de cinética de estado estacionario de EA'TRXR para NADPH y DTNB. Las
reacciones fueron realizadas a pH 7,0 a 30 °C, empledndose EXTRXR 0,1 uM, DTNB desde 0,1 a 10
mM y diferentes concentraciones de NADPH: (1) 3,3 uM; (,) 6,7 uM; (7) 13,4 uM y (B) 300 uM.

Los parametros cinéticos derivados de este andlisis son enlistados en la
Tabla 4.1.1. Tanto los Km como las eficiencias cataliticas determinadas para NADPH y
DTNB se encuentran dentro de los 6rdenes reportados para otras TRXR de otras fuentes
(Holmgren, 1977; Holmgren, 1979). Se ha evidenciado que EHWTRXR posee una alta
afinidad por la coenzima reducida (NADPH), siendo un factor importante para su
funcionalidad bajo condiciones de estrés oxidativo, en donde escasean las fuentes de

poder reductor.

Sustrato Km Keat Keat Kt
(=M) (min-) (M1 s1)

NADPH 1,80 15 1,40 -105
DTNB 1100 15 2,27 -102

Tabla 4.1.1: Parametros cinéticos de EX'TRXR para la reduccién de
DTNB dependiente de NADPH a 30 °Cy pH 7,0.
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Fig. 4.1.14: Curvas de saturacion para EN'TRXR de A) NADPH, con DTNB 5 mM y B) DTNB, con
NADPH 300 uM. Los ensayos se realizaron a pH 7,0 y a 30 °C.

Como parte de la caracterizacién de esta enzima se ha evaluado su capacidad

reductiva con otros sustratos disulfuros de bajo peso molecular: GSSG, TS;, cistina y

lipoamida mediante un ensayo analogo al anterior en donde se ha reemplazado al DTNB

por el disulfuro a investigar, manteniendo constante la concentracion de NADPH (a

saturacion, 200 uM). En la Tabla 4.1.2 se describe el rango de concentraciones ensayado
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para cada sustrato. No se ha detectado actividad disulfuro reductasa con ninguno de los

sustratos alternativos dentro de los rangos de concentraciones evaluados.

Rango de concentraciones

Actividad Resultado
ensayado (mM)
Glutation reductasa GSSG [0,03 - 2] No detectable
Tripanotién reductasa TS, [0,01 -0,5] No detectable
Cistina reductasa Cistina [0,03 - 2] No detectable
Lipoamida reductasa Lipoamida [0,05 - 5] No detectable

Tabla 4.1.2: Ensayo de actividad disulfuro reductasa de EA”TRXR
con sustratos alternativos, a pH 7,0 y 30 °C.

Los resultados obtenidos concuerdan con lo informado en la bibliografia, ya que en
muy pocos casos la TRXR exhibe un amplio espectro en la especificidad de sustratos. Un
caso particular es el que presentan las H-TRXR de mamiferos, las cuales son
selenoenzimas, donde diversos reportes han demostrado su capacidad de reducciéon de
lipoamida y GSSG, como moderada eficiencia y una gran diversidad de sustratos no
disulfuros (Holmgren, 1977, Holmgren, 1979). En adicién, diversos estudios han
demostrado una “nula” capacidad de emplear otros sustratos diferentes de TRX por parte
de muchas L-TRXR (Arner y col., 1996; Arner y col., 1999; Coombs y col., 2004; Urig y col.,
2006).

A modo de evaluar la importancia de los residuos de cisteina (como tioles) en la
actividad disulfuro reductasa de la EA'TRXR, es que se decidi6é ensayar la actividad DTNB
reductasa en presencia de metales pesados, especificamente Cu2* y Zn?*. Se conoce de la
bibliografia que los metales pesados inhiben reacciones dependientes de tioles por unirse
irreversiblemente a residuos de cisteina, bloqueandolos y modificando su funcionalidad
(Osipova y col., 2005; Picaud y col., 2006). Como se muestra en la Fig. 4.1.15 la enzima bajo
estudio fue sensible a bajas concentraciones (< 10 pM) de ambos metales pesados,
obteniéndose ICso de 2,5 uM y 3,4 uM para Cu?* y Zn?* respectivamente. Estos resultados
refuerzan la participacion de un centro activo compuesto por residuos cisteina

(probablemente del motivo CAIC) en la actividad disulfuro reductasa de esta enzima.
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Fig. 4.1.15: Inhibicién de actividad DTNB reductasa por metales pesados. El ensayo se realiz6 a
pH 7,0 y 30 °C con NADPH 300 uM; DTNB 5 mM; EFTRXR 0,1 uM y diferentes concentraciones de
Cu? (1) y Zn?* (-).

El siguiente andlisis realizado fue examinar el efecto del producto de reaccién,
NADP+*, sobre la actividad disulfuro reductasa. En un primer analisis se evalud la
actividad de la enzima en presencia de diferentes concentraciones de NADP*, a una
concentracion de DTNB fija y varias concentraciones de NADPH. Aplicando el
tratamiento de Dixon (Butterworth, 1972) a los datos, se determino que el NADP* actué
como inhibidor competitivo respecto al NADPH (Fig. 4.1.16), con un K; de 26 uM. En un
segundo analisis se evalu6 la actividad de la enzima en presencia de diferentes
concentraciones de NADP*, a una concentracién de NADPH fija y varias concentraciones
de DTNB. Empleando el mismo tratamiento de los datos se determino que el NADP+* actu6
como inhibidor mixto respecto al DTNB (Fig. 4.1.17), con un Kic de 264 uM y un Kj, de
2,25 mM. Los perfiles de inhibicién por producto (NADP*) no concuerdan estrictamente
con el mecanismo de reacciéon de tipo “ping-pong” observado para los sustratos, ya que
los datos bibliograficos reportan un perfil inverso para ese tipo de mecanismo. No
obstante, los resultados obtenidos sugieren la existencia de dos sitios en la enzima que son
diferentes para la unién/reaccion del NADPH y DTNB. Esto concuerda con la posibilidad
de que la enzima se encuentre entre dos especies (oxidada y reducida) durante el

mecanismo de reaccion.
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Fig. 4.1.16: Efecto del NADP* sobre la actividad disulfuro reductasa de E'TRXR (NADPH variable).
El ensayo se realiz6é a pH 7,0 y 30 °C con DTNB 5 mM vy diferentes concentraciones de NADPH:
N 82uM; (;) 16,4 uM y (7) 32,8 uM.
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Fig. 4.1.17: Efecto del NADP* sobre la actividad disulfuro reductasa de E'TRXR (DTNB variable). El
ensayo se realiz6 a pH 7,0 y 30 °C con NADPH 20 uM y diferentes concentraciones de DTNB:
N 0,5mM; (,) 0,75mMy (7) 1 mM.
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41.3.4.  Estudio de la actividad NADPH oxidasa de Ex-TRXR.

La enzima purificada mostré una actividad de oxidasa importante bajo condiciones
aerdbicas, en ausencia de algtn sustrato disulfuro. Como se expone en la Fig. 4.1.18, existe
un incremento en la velocidad de oxidacién de la coenzima a concentraciones crecientes de
ERTRXR. Adicionalmente, se pudo determinar que en condiciones aerobiosis, EA'TRXR
produce HxO» por reduccién parcial del O. disuelto en el medio de reaccién. Esto se ha
verificado mediante valoraciéon del H>O, formado mediante el método de ferritiocianato.
En la Fig. 4.1.19 se presenta la formaciéon de H>O, por EFTRXR. Bajo las condiciones de
ensayo (a pH 7,0 y 30 °C) ya sea por medio del seguimiento de la oxidacién de NADPH o
por la formaciéon de H>O, la enzima present6 una velocidad de recambio de
aproximadamente 22 min-.

Con el fin de investigar si la via de reduccién del oxigeno molecular es dependiente
de la via de reduccién de sustratos disulfuros, se realizé6 un experimento similar al punto
anterior en donde se ensayo la actividad NADPH oxidasa en presencia de Cu2* y Zn2*. A
diferencia de la actividad disulfuro reductasa, la actividad NADPH oxidasa no fue muy
sensible a las concentraciones evaluadas de ambos metales pesados, obteniéndose ICsp
mayores a 100 uM para los dos metales (ver Fig. 4.1.20). Estos resultados muestran que la
actividad NADPH oxidasa formadora de H>O> no requiere, en principio, la participacion
de los tioles libres reactivos de la enzima.

Un analisis de la dependencia de las actividades enzimaticas de E'TRXR (NADPH
oxidasa y disulfuro reductasa) en funcién del pH (ver Fig. 4.1.21) muestra que ambas
actividades aumentan hacia pH mas alcalinos. Ambas actividades exhibieron perfiles
similares, a pesar de las caracteristicas diferenciales observadas en los mecanismos de

reaccion.
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Fig. 4.1.18: Actividad NADPH oxidasa de EA'TRXR. Las reacciones se realizaron a pH 7,0 y 30 °C en
presencia de NADPH 300 uM y diferentes concentraciones de EXTRXR: (!) sin EA'TRXR; (,) EA”TRXR
0,25 uM; (7) EK'TRXR 0,5 uM; (B) EATRXR 1 uM y (A) EATRXR 2 uM.
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Fig. 4.1.19: Generacién de H>O, por EW'TRXR. Las reacciones se realizaron a pH 7,0 y 30 °C en
presencia de NADPH 300 uM y diferentes concentraciones de EATRXR: (!) sin EW'TRXR; (,) EA-TRXR
0,5 uM; (7) EATRXR 1 uM y (B) EATRXR 2 pM.
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Fig. 4.1.20: Inhibicién de actividad NADPH oxidasa por metales pesados. El ensayo se realiz6 a
pH 7,0y 30 °C en presencia de diferentes concentraciones de Cu?* (!) y Zn?* (-).

1004 o ;\.
- \O
80
/é\ | |
S
_o 60_ O
(8]
S
> 404
"5 | |
<
20 m=m
o)
O T T T T T T T T T T T T T T
6,5 7,0 7,5 8,0 8,5 9,0 95 10,0
pH

Fig. 4.1.21: Perfil de actividad NADPH oxidasa (!) y DTNB reductasa (-) en funcién del pH. Las
reacciones se llevaron a cabo en TRIS-HCI 100 mM + EDTA 2 mM a 30 °C.
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Al estudiar la dependencia de la actividad oxidasa con la concentracién de
NADPH, se observé una cinética de saturacién hiperbélica (ver Fig. 4.1.22), con un Km de
3,6 pM para la coenzima reducida y una ke.: de 26 min, la eficiencia catalitica (kcat - Km?)

de oxidacién de NADPH fue de 1,20 - 105 M1 -s-1,

Vv (uM-min™)

CI) I 5|O I 1(|)0 I léO I 260
[NADPH] (uM)

Fig. 4.1.22: Curva de saturaciéon para actividad oxidasa de EhTRXR. Los ensayos se realizaron a
pH7,0ya30°C.

Los parametros cinéticos obtenidos fueron similares a los determinados para la
actividad disulfuro reductasa (con DTNB). Esto da soporte a la idea de que la reduccién de
O: por la enzima sigue un mecanismo de reaccién de tipo “ping-pong” independiente al
mecanismo de reduccién de disulfuros. Este mecanismo puede ser esquematizado por dos

etapas de reacciones independientes:

1) NADPH +H' + EiTRXR(FAD) — NADP* + EATRXR(FADH,)
2) O, + ENTRXR(FADH,) - H,0, + EAITRXR(FAD)
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4.1.3.5. La enzima EA'TRXR recombinante posee actividad TRXR.

Uno de los objetivos planteados en este trabajo de tesis es caracterizar el
sistema TRX de E. histolytica, es por ello que se realiz6 la caracterizacion funcional de las
proteinas recombinantes EN'TRXR y EATRX como un sistema redox en su conjunto.
Teniendo en cuenta lo anterior, se decidié evaluar la capacidad de transferencia de
equivalentes de reduccion desde el NADPH hacia las TRX mediante la EFTRXR y
finalmente a insulina bovina como aceptor final de los equivalentes de reduccion.
Recordemos que se disponia de tres TRX funcionales del parésito y la TRX de E. coli como
proteina modelo. Como se muestra en la Fig. 4.1.23, en presencia de NADPH e insulina, en
ausencia de TRX sé6lo se observa la actividad oxidasa intrinseca de EWTRXR, pero en
presencia de EN'TRX8, EnTRX41 o MBP-ERTRX6 (en iguales concentraciones) se observa un
incremento de la velocidad de consumo de NADPH. Para tal incremento, ambos
componentes fueron necesarios (TRX e insulina), mientras que la presencia de insulina
sola (sin TRX) no produce tal efecto. Estos resultados fueron confirmados por
determinacion de la reducciéon de la insulina, mediante el incremento de la turbidez a
630 nm (resultados no expuestos). Efectos similares fueron obtenidos con EcTRX. Estos
resultados indican que la reduccién de la insulina por alguna de las TRX ensayadas
requiere de la reduccion previa de la proteina a expensas del NADPH y con catalisis de la
EHWTRXR. Asi, los resultados sugieren que la EN'TRXR en conjunto con las ENTRX actta
como un sistema redox funcional.

Estudios cinéticos en estado estacionario revelaron que la reduccion de TRX a
expensas de NADPH, mediada por ENTRXR, sigue una cinética de saturacién de tipo
Michaelis-Menten, como se muestra en la Fig4.1.24, pudiéndose determinar los
pardmetros cinéticos para cada TRX actuando como sustrato. Los resultados de la
Tabla 4.1.3 muestran que no se encontraron diferencias significativas entre los valores de
Km determinados para las cuatro TRX estudiadas (EFTRX8, EWTRX41, MBP-EhWTRX6 y
EcTRX). De la misma manera, las eficiencias cataliticas de EA'TRX8, EA'TRX41 y EcCTRX se
encuentran dentro del mismo orden de magnitud, indicando que una TRX heterdloga
como EcTRX puede ser un buen sustrato para EA'TRXR. No obstante, se pudo diferenciar la
eficiencia catalitica determinada para MBP-EhTRX6, la cual fue de un orden de magnitud

menor a las determinadas para las otras TRX. Esto se puede asignar a la presencia de la

-106-



Resultados y discusioén - Capitulo 1

fusién proteica utilizada para los estudios. Los resultados obtenidos sugieren que en

E. histolytica, la TRXR podria ser operativa a nivel fisiol6gico con cualquiera de las TRX.
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Fig. 4.1.23: Reduccién de la insulina bovina por EATRX enzimaticamente reducida por EXTRXR a
expensas de NADPH. Los ensayos se realizaron a 30 °C a pH 7,0, con EFTRXR 0,5 puM, insulina
0,13 mM y distintos tipos de ERTRX: (!) sin EWTRX; (,) EF'TRX8 5 pM; (7) EWTRX41 5 uM y
(B) MBP-EATRX6 5 uM.

120+

V- [EhTRXR]™ (min™)

0 5 I1|0Il|5l2|0I25 30
[ENTRX] (uM)

Fig. 4.1.24: Curvas de saturacion de EWTRX para EFTRXR. Los ensayos se realizaron a 30 °C a
pH 7,0. (!) EN'TRX41; (,) EATRX8 y (7) MBP-EhTRXe6.
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Km kcat kcat Km-1

TRX
(M) (min?) (M5

ERTRX41 3,6 130 6,00 105
EnTRXS 2,8 86 510 105
MBP-ENTRX6 5,1 73 240 -10¢
EcTRX 4,7 75 2,65 105

Tabla 4.1.3: Parametros cinéticos para EA/TRXR de reduccién de TRX,
determinados a 30 °Cy pH 7,0.

4.1.3.6. Capacidad de reduccion de sustratos disulfuros por el sistema TRX.

Como se expuso anteriormente en los puntos 4.1.3.3 y 4.1.3.5, la EA'TRXR fue
incapaz de reducir sustratos disulfuros de bajo peso molecular u otras proteinas disulfuro
diferentes a TRX (en las condiciones ensayadas). Teniendo en cuenta lo anterior, se analiz6
el sistema TRX de E. histolytica (E'TRXR/EhTRX) en su capacidad de reducciéon de
sustratos disulfuros (RSSR), tales como insulina, GSSG, cistina y TS,. Como se muestra en
la Fig. 4.1.25, el sistema EHWTRXR/EHWTRX transfiere equivalentes de reduccién desde el
NADPH a los diferentes compuestos disulfuros. El sistema opera mediante la reduccion
de EWTRXS8 (Fig. 4.1.25 - A) o EWTRX41 (Fig. 4.1.25 - B) o MBP-EFTRX6 (no mostrado)
catalizada por EN'TRXR, seguida por la intercambio redox no enzimatico entre la TRX y el

respectivo sustrato disulfuro:

TRX - (SH), + RSSR——>TRX S, +2RSH
La velocidad de esta reaccion espontanea es establecida por la siguiente ecuacion:

v =Kk{TRX - (SH),] [RSSR]

Como era de esperar, la velocidad de reacciéon fue dependiente tanto de la
concentracion del respectivo sustrato disulfuro como de la concentraciéon de TRX reducida.
A partir de estos ensayos se pudo calcular la constante de velocidad de pseudo-segundo
orden para cada par. Esta constante de velocidad refleja la eficiencia, desde el punto de

vista cinético, de la reaccion entre los dos componentes en estudio, en nuestro caso las
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distintas EWTRX frente a diferentes RSSR. En la tabla 4.1.4 se muestran los valores

calculados de las constantes de velocidad para cada EATRX.
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Fig. 4.1.25: Reduccion de sustratos disulfuros por EF'TRX enzimaticamente reducida. Las reacciones
fueron realizadas a 30 °C, pH 7,0, en presencia de A) EhTRX8 5uM, B) ENTRX41 5uM, y diferentes
concentraciones de disulfuros: (!) cistina; (,) GSSG; (7) TSz e (B) insulina bovina.
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k (M1 s1)
Disulfuro =~ EATRXS8 EhTRX41  MBP-EhWTRX6
Insulina 2435 2060 201
Cistina 125 111 30
GSSG 55 24 4
TSz 119 143 N.D.

Tabla 4.1.4: Constantes de velocidad para la reduccién de diferentes disulfuros por EXTRX.
Las constantes se determinaron a 30 °C y pH 7,0. N.D. = no determinado.

Como se puede observar en la Tabla 4.1.4, no hay diferencias significativas entre
las constantes obtenidas para EFTRX8 y EWTRX41. Sin embargo, todos los valores de las
constantes calculadas para MBP-ENWTRX6 son un orden menor respecto a los obtenidos
para las otras EX'TRX. Esta diferencia se correlaciona con los pardmetros obtenidos para la
EWTRXR, en donde la eficiencia catalitica en la reduccién de la MBP-EATRX6 es un orden
de magnitud menor a las calculadas para las otras ENTRX. Como ya se menciond
anteriormente, esta diferencia en “reactividad” podria deberse a impedimentos estéricos
generados por la fusion (MBP) entre la EA'TRX6 y sus respectivos sustratos, especialmente

con la EWTRXR, la cual serfa la encargada de la regeneracién de la TRX al estado reducido.

4.1.3.7. Determinacién del potencial redox de EX'TRXR.
Como ya se ha mencionado en el punto 3.7.3, acorde a la relaciones de Haldane,
el cociente entre las constantes bimoleculares velocidad directa/inversa deriva en la

constante de equilibrio de la reaccién aparente (Keq2PP). Para la semirreaccion reductiva,

NADPH + ENTRXR,, <> NADP + ENTRXR

la Keq?PP puede ser calculada como relacion de ke, ' Km? (o Vm Km, si la concentracién de
enzima ensayada es la misma para todos los casos) de la reaccion directa respecto al
keat'Km-! de la reaccién inversa; en adicion, para la semirreaccion oxidativa,

EcTRX, + ENTRXR,, <> ECTRX ., + ENTRXR,,,

la Keq2PP puede ser calculada de forma similar como relacion de ke ’Km? o Vm Km? para la

reaccion en un sentido de reaccidon respecto al otro sentido. Es necesario aclarar que se
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0s —

empleé EcCTRX porque es conocido su potencial redox (E°° = -283 mV) y a la vez era
aceptada por E'TRXR como sustrato.

Los ensayos realizados demostraron que la reacciéon de reduccion de TRX es
reversible, siendo EFTRXR capaz de catalizar ambas direcciones de reaccién. En adicién,
se obtuvo el mismo valor de Km para EcCTRXreq (en el sentido inverso de reaccién) que el
obtenido para EcTRXox (en el sentido directo, ver Tabla 4.1.3), lo que significaria, en
principio, que la unién de estas proteinas no estaria influenciada por el estado redox de
cada una. Por el contrario, el valor de Km calculado para NADP* fue de 88 uM, el que es
44 veces mayor al obtenido para NADPH, demostrando poseer baja afinidad por la
coenzima oxidada. A partir de las relaciones Vm Km? derivadas para cada sentido y
semirreaccion, se ha calculado la Keg?PP para cada semirreaccion, y mediante la ecuacion
de Nernst se obtuvo el E°” de EW'TRXR. En la Tabla 4.1.5 se describen los resultados

obtenidos.

Semirreaccion Reductiva

NADPH + EXTRXR,,, <> NADP + EATRXR

Vm Km! (min) Vm Km- (min-1) K.app E° EntrxR
NADPH NADP+ d (mV)
2,84 0,30 9,56 -290+2

Semirreaccion Oxidativa

EcTRX, + ENTRXR, <> ECTRX, + ENTRXR,,,

Vm Km! (min) Vm Km- (min-) Kooapp E° EntrRXR
EcTRXox EcTRXRed d (mV)
8,83 3,55 2,49 -295+1

Tabla 4.1.5: Determinacién de E°” de EA'TRXR. Los ensayos se realizaron acorde a lo descripto en el
punto 3.7.3. Los valores reportados son promedios de cuatro experimentos independientes.

Los valores de E° para EhTRXR derivados tanto para la semirreacciéon
reductiva como oxidativa, se encuentran dentro del error experimental, pudiéndose tomar

un valor promedio de -292 mV.
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4.1.3.8. Determinacion de potenciales redox de EA”TRX.

Para una mejor evaluaciéon de la capacidad redox del sistema TRX de
E. histolytica, se determinaron los E® para EWTRX8, EhTRX41 y MBP- ENTRX6. Como se
muestra en la Fig. 4.1.26, la reacciéon entre ENTRX oxidada y NADPH catalizada por
EHTRXR fue reversible:

NADPH+H* +TRX =S, « % 5> NADP" + TRX - (SH),

Mediante el monitoreo de la reaccién con cantidades variables de EWTRX, se
pudieron determinar las concentraciones de los reactantes y productos en el equilibrio (ver
punto 3.7.4). Con estos datos obtenidos y utilizando la ecuacién de Nernst, se estimaron
valores de E° de -286 £ 2 mV, -283 + 3 mV y -277 + 6 mV para ENTRX8, EF'TRX41 y
MBP-EhTRX6, respectivamente. Estos valores son similares a los reportados para TRX
citoplasmaticas de diferentes organismos. En adicién, los potenciales redox hallados para
las proteinas de E. histolytica sugieren la participacion en un rol importante en el
metabolismo redox del parésito, siendo involucradas en el intercambio de equivalentes de
reduccién con diferentes metabolitos sustratos, tales como disulfuros de bajo peso

molecular.
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Fig. 4.1.26: Determinacién del potencial redox de EWTRX. La reducciéon de EHRTRX41 (!) o
EhWTRX8 (-), o MBP-ERTRX6 (8), todas 15 puM, fue iniciada por la adiciéon de EFTRXR 1 pM.
Alcanzado el equilibrio, NADP* 1,2 mM fue adicionado para generar una nueva condicién de
equilibrio. La formacién de NADP* y NADPH se determiné por disminucién e incremento de la
absorbancia a 340 nm, respectivamente.
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4.1.4. Caracterizacion funcional de Eh2CysPrx.

Como se ha mencionado en el punto 4.1.1, varios reportes caracterizan a esta
proteina como una 2CysPrx tipica con actividad peroxidasa de gran abundancia en
E. histolytica. Como parte del trabajo de tesis, se ha complementado su caracterizacion

como un aporte al conocimiento de las vias antioxidantes en este parasito.

41.4.1. Propiedades fisicas de Eh2CysPrx.

El espectro de absorcion de la Eh2CysPrx no presenté bandas caracteristicas de
grupos prostéticos como hemo o FAD (resultados no mostrados), lo que significa que su
funcionalidad provendria de grupos reactivos de la misma proteina. De forma similar a lo
realizado para la ENTRXR, experimentos de SDS-PAGE no reductor realizados con la
Eh2CysPrx, mostraron que la proteina, sin ningtn tratamiento previo, migraba como una
tnica banda de masa molecular aparente superior a 150 kDa (Fig. 4.1.27 - calle 1). Al
realizar preincubaciones de la proteina con DTT 10 mM present6 dos bandas, una intensa
de aproximadamente 30 kDa (masa molecular acorde a la predicha a partir de la secuencia
de aminoécidos) y la otra de menor intensidad de 60 kDa (posible dimero covalente)
(Fig. 4.1.27 - calle 2). Puede concluirse que bajo condiciones no reductoras la proteina se
encuentra formando multimeros covalentes mediante puentes disulfuros intercatenarios.
En adicién, la proteina mostré resistencia a la sobreoxidacién de sus residuos de cisteina
dado que mantuvo el estado oligomérico luego se ser preincubada con H-O> 1 mM y en
paralelo con DTT 10 mM + H>O; 50 mM (Fig. 4.1.27 - calle 3 y 4, respectivamente).

Los resultados obtenidos a partir de los ensayos realizados con PAGE nativo,
demostraron que la Eh2CysPrx posee una estructura homodecamérica, posiblemente
formados por pentdmeros de dimeros, estructura comtnmente reportada para las 2CysPrx
tipicas. En adicion, este tipo de asociaciéon no se vio significativamente afectada por el
estado redox del medio, como ocurre para algunos miembros de la familia de 2CysPrx
tipica. Distintivamente a otras 2CysPrx, en la Eh2CysPrx no sélo el dimero (estructura
minima catalitica) se encuentra unido covalentemente; sino que, aparentemente, todas las
subunidades se encuentran unidas por puentes disulfuros, dando lugar a una gran
estructura oligomérica covalente. Esto ultimo pudo verificarse por los ensayos de

SDS-PAGE no reductores mostrados en la Fig. 4.1.27.
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Fig. 4.1.27: SDS-PAGE no reductor al 10 % de Eh2CysPrx. 1) Proteina sin tratamiento; 2) Proteina
preincubada con DTT 10 mM; 3) Proteina preincubada con H>O, 1 mM y 4) Proteina preincubada
con DTT 10 mM + H>O, 50 mM. Las preincubaciones se realizaron por 10 min a 37 °C a pH 7,0.

Para la estimacion de la masa molecular nativa de Eh2CysPrx se realizaron

corridas en PAGE nativos en diferentes condiciones: la proteina sin tratamiento; la

proteina preincubada con DTT 10 mM; preincubada con H>O, 10 mM y preincubada con

DTT 5 mM + H2O,10 mM. Mediante el método de Ferguson se realizé la determinacién de

las masas moleculares, como se describe en el punto 3.7.1. Como se observa en la

Fig.4.1.28-A-B, los resultados obtenidos arrojaron una masa molecular nativa de

aproximadamente 300 kDa, encontrandose una leve diferencia en el dltimo tratamiento, en

donde la proteina migré con una masa molecular aparente de 270 kDa.
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Fig. 4.1.28: Determinacién de la masa molecular nativa de Eh2CysPrx. A) La proteina fue corrida en
PAGE nativo al 8% y tefiida con Coomassie blue en distintas condiciones; 1) sin pretratamiento;
2) preincubada con DTT 10 mM; 3) preincubada con H>O, 10 mM y 4) preincubada con DTT 5 mM
+ H>0> 10 mM. B) El grafico de Ferguson fue generado por graficar la raiz cuadrada del coeficiente
de retardo en funcién de la masa molecular de proteinas patrones (!). El coeficiente de retardo
calculado de Eh2CysPrx fue 0,229 (O), el cual correlacion6é con una masa molecular estimada de
300 kDa.
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4.1.4.2. Caracterizacién basica de cascada de 6xido-reduccién acoplada a Eh2CysPrx.

Varios autores han caracterizado a la 2CysPrx en su actividad peroxidasa
mediante el uso de DTT o un sistema TRX heter6logo (rata) como agente reductor (Cheng
y col., 2000; Cheng y col., 2004). En adicién, existe un tinico reporte en donde proponen a
una proteina de la misma fuente, Ehp34, como dador de electrones en forma directa sin
intervencién de ninguna proteina del tipo TRX, siendo un mecanismo similar al
AhpF/AhpC de Salmonella typhimurium (Bruchhaus y col., 1997). La existencia de genes
codificantes para componentes del sistema TRX en E. histolytica hizo relevante investigar la
funcionalidad de las proteinas recombinantes junto a Eh2CysPrx para la reduccién de
hidroperéxidos, es por ello que se plante6 la caracterizacién de la Eh2CysPrx utilizando al
sistema TRX del parasito como agente reductor.

En una primera evaluacion se reconstituy¢ el sistema de detoxificacion in vitro,
utilizando las proteinas recombinantes correspondientes y se siguié la oxidaciéon de
NADPH mediante el cambio de la absorbancia a 340 nm. Se evaluaron las diferentes TRX
amébicas disponibles asi como EcTRX como TRX modelo. Como perdéxido se empled
t-bOOH, dado que su reaccién con tioles de bajo peso molecular o TRX es mucho més
lenta que para H>O,, pudiéndose despreciar su reducciéon en ausencia de Eh2CysPrx.
Como se muestra en la Fig. 4.1.29-A, la adicion de de t-bOOH a la mezcla de reacciéon que
contenia NADPH, EHWTRXR y Eh2CysPrx no modificé la velocidad de oxidacién de
NADPH, que bajo las condiciones del ensayo era efectuada por la actividad oxidasa propia
de la reductasa. S6lo luego de la adiciéon extra de TRX (EcCTRX o ENTRX8 o EnTRX41) a la
mezcla de reaccion, la velocidad de oxidacion de NADPH increment6 significativamente
(Fig. 4.1.29-B-C-D), indicando que sélo el sistema completo fue capaz de reducir +-bOOH a
partir del NADPH, siendo funcional para la detoxificacion. Opuestamente a lo anterior, la
adicion de MBP-ENTRX6 no incrementé la velocidad de oxidacion de NADPH
(Fig. 4.1.29-E-F), incluso a una concentraciéon mayor a la empleada para las otras TRX. En
la Fig. 4.1.29-G se observa que la reaccion fue iniciada con la adicién de E'TRXR y que el
NADPH no puede reducir directamente a ExTRX41, Eh2CysPrx o t-bOOH, indicando que
la presencia de la reductasa es importante para la funcionalidad de la cascada de oxido-
reduccion.

Las diferentes variantes analizadas en la Fig. 4.1.29 ilustran que la reduccién

efectiva de perdxidos fue posible s6lo en presencia del sistema completo: NADPH;
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ERTRXR; TRX (tanto EcTRX como EWTRX) y Eh2CysPrx. La incapacidad de MBP-ERTRX6
de reducir a la Eh2CysPrx podria deberse, como se ha dicho anteriormente, a un posible
impedimento estérico generado por la proteina de fusion (MBP), lo que interferiria en la
correcta orientacion para la reaccion entre las dos proteinas. Esta menor reactividad fue
observada al estudiar la interaccién entre EhWTRXR/MBP-EhWTRX6 y al evaluar su
capacidad de reduccion de sustratos disulfuros. En adicién, cabe la posibilidad que la
EHTRX6 en si misma no sea un sustrato eficiente para la Eh2CysPrx, con lo cual no se
detectaria la reduccién del peréxido. Por otro lado, se pudo determinar que la EATRXR no
pudo reducir directamente a la Eh2CysPrx, necesitando la presencia de TRX para la
transferencia de equivalentes de reduccién. Esta propiedad marca una gran diferencia con

su homologa Ehp34, anteriormente mencionada.
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Fig. 4.1.29: Cascadas de o6xido-
reducciéon de detoxificaciéon de
hidroperéxido: Los ensayos se
realizaron a 30 °C a pH 7,0 en
presencia de NADPH 200 uM;
t-bOOH 100 pM; ERTRXR 1 uM;
Eh2CysPrx1 My

(A) sin TRX;

(B) ECTRX 10 uM;

(C) EnTRX8 10 puM;

(D) EHNTRX41 10 uM;

(E) MBP-ERTRX6 10 uM;

(F) MBP-ERTRX6 20 pM.

Las reacciones fueron iniciadas por
la adiciéon de t-bOOH. En (G) la
reaccion se inicié con EXTRXR.
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4.1.4.3. Caracterizacion cinética de Eh2CysPrx.

La Eh2CysPrx fue evaluada en su capacidad de reducciéon de hidroperéxidos
acoplado al sistema TRX de E. histolytica, de forma similar a lo realizado en el punto
41.4.2. Para la caracterizaciéon de la Prx se empleé t-bOOH como sustrato, dadas las
conveniencias descriptas anteriormente. En todos los ensayos, EA'TRXR fue agregada en
exceso para asegurar que las diferentes concentraciones de EWTRX8, EN'TRX41 o EcTRX
fueran mantenidas en forma reducidas para servir como sustrato reductor en forma
conveniente a Eh2CysPrx.

Los estudios cinéticos en estado estacionario, mostraron que la Prx amébica
exhibe una cinética de saturacion de tipo Michaelis-Menten con relacion a los diferentes
sustratos: +-bOOH, EWTRX8, EnN'TRX41 y EcTRX. Los gréficos de dobles reciprocos de la
velocidad inicial a concentraciones variables de t-bOOH y diferentes concentraciones fijas
de EWTRX8 (Fig. 4.1.30-A), E'TRX41 (Fig. 4.1.30-B) o EcTRX (Fig. 4.1.30-C) generaron rectas
paralelas, lo que indicé que la enzima sigue un mecanismo clasico de tipo “ping-pong”.
Los pardmetros cinéticos para la Eh2CysPrx recombinante son expuestos en la Tabla 4.1.6.
La enzima exhibi6 mayor eficiencia catalitica con respecto a las tres TRX evaluadas
(=105 M1 s1) que para -bOOH (=10* M1 s1). Asimismo, la enzima demostré poseer una
afinidad mayor por los sustratos reductores (TRX) que por el ROOH empleado. Esto
indicaria que la etapa lenta del ciclo catalitico de la Eh2CysPrx es la reducciéon del ROOH,
antes que su regeneracion al estado reducido, acordando esto con lo informado para
algunas 2CysPrx que emplean peréxidos orgénicos como sustratos (Hofmann y col., 2002).

Alternativamente, los estudios cinéticos demostraron que la Eh2CysPrx fue
resistente a altas concentraciones de t-bOOH (hasta 500 pM). Esto la distingue de otras Prx
eucariotas, a pesar de poseer un motivo equivalente al GGLG, el cual seria responsable de
la sensibilidad de las Prx a la sobreoxidaciéon (Wood y col., 2003b). Esta resistencia a la
sobreoxidacién ya fue observada en los ensayos de SDS-PAGE no reductor, donde la
proteina mantenia su estructura oligomérica. Como se dijo anteriormente, esta
caracteristica podria deberse a la presencia en el extremo N-terminal de una regién rica en
residuos Cys, que podrian actuar como un sistema protector a la sobreoxidacién de las Cys
peroxidaticas. Esto se valida con lo reportado por otros autores, en donde variantes
truncas de esta proteina en el extremo N-terminal carecian de actividad peroxidasa

(Bruchhaus y col., 1997).
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Fig. 4.1.30:

Andlisis cinético de
Eh2CysPrx. Las reacciones
se realizaron a 30 °C y pH
7,0 en presencia de
Eh2CysPrx 1 uM; t-bOOH
0-500 pM; y diferentes
concentraciones de
EWTRXS (A); En'TRX41 (B)
o EcTRX (C).: ()5 ()
10y (7) 20 uM.
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Kecat Kmgroon  Kmrrx  Kkcat ' Kmroon?  Kcat - Kmrrx?!
ROOH TRX
(min) M)  @M)  (M1sY) (M7 )
EhTRX8 47 34,6 3,8 2,22 -104 2,04 -105
t-bOOH EhTRX41 58 35,6 3,1 2,70 - 104 3,10 - 105
EcTRX 57 36,7 5,7 2,60 -104 1,67 -105

Tabla 4.1.6: Pardmetros cinéticos para Eh2CysPrx, determinados a 30 °C y pH 7,0.

Alternativamente, se decidi6 evaluar la capacidad de emplear GSH como
sustrato reductor para la actividad peroxidasa de Eh2CysPrx, para lo cual se reemplazé al
sistema TRX por GR/GSH. A partir de ensayos en estado estacionario a concentracion fija
y saturante de +-bOOH se evalu¢ la velocidad de reaccion en funciéon de la concentraciéon
de GSH. Como se muestra en la Fig. 4.1.31, la enzima mostré una cinética de saturacion
hiperbolica para GSH (a 30 °C y pH 7,0), obteniéndose una ke.: de 2,83 min! y un Km para
GSH de 7 mM. La eficiencia catalitica para el empleo de GSH como reductor fue de
6,75M1s1, lo que comparado a los valores obtenidos para TRX (cinco 6rdenes de
magnitud mayor), se concluye que la Eh2CysPrx actda mas eficientemente como
tiorredoxina peroxidasa. Teniendo en cuenta estos resultados, fisiolégicamente deberian
ser las TRX las encargadas de regenerar a la Prx y no el GSH ni la cisteina, otorgando
relevancia al sistema TRX como posible blanco molecular para el disefio racional de drogas

terapéuticas contra la amebiasis.
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Fig. 4.1.31: Curva de
saturaciéon de GSH para
Eh2CysPrx. Los ensayos se
realizaron a 30 °Cy pH 7,0,
en presencia de Eh2CysPrx
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41.4.4.  Titulacién redox de Eh2CysPrx.

Se realizaron titulaciones redox de la Eh2CysPrx por incubacién de la proteina
con diferentes relaciones de GSH/GSSG, seguidas por el analisis por SDS-PAGE no
reductor, como se describe en el punto 3.7.5. Mediante densitometria se estimé la
abundancia de cada especie, tomando como oxidada la banda de 300 kDa y reducida la
banda de 30 kDa. Con estos datos se construy6 una grafica de fraccion reducida en funcion
del potencial de reduccién (generado para cada combinaciéon de GSH/GSSG a 33 °C y
pH?75). En la Fig.4.1.32 se muestra el perfil de titulacién, obteniéndose un Enzs de
-240 £ 5 mV. Teniendo en cuenta que esta proteina posee varias cisteinas reactivas y que su
estado de asociaciéon covalente depende del grado de reduccién de ellas, este valor
estimado debe ser tomado como un promedio entre todos los sitos redox activo de la
proteina. El potencial redox estimado para la Prx amébica es coherente respecto a los
potenciales de reduccién de sus sustratos reductores fisiologicos (EHTRX, valor promedio
de -280 mV), siendo ésta capaz de aceptar equivalentes de reduccién a partir de estos. En
adicién, el valor estimado se encuentra dentro de los valores reportados para otros
miembros de la familia, siendo mas positivo que el de Prx clorosplastidicas (de -315 a
-288 mV) (Konig y col., 2002; Rouhier y col., 2004) y mas negativo al determinado para la
Prx citoplasmatica, AhpC de S. typhimurium (-178 mV) (Parsonage y col., 2008).
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Fig. 4.1.32: Curva de titulacién redox de Eh2CysPrx. La proteina se incub6 con diferentes relaciones
de GSH/GSSG a 33 °C a pH 7,5 por 3 h y luego se estimé la fraccién reducida al correspondiente Ej,
por SDS-PAGE no reductor.
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4.1.5. Especificidad de sustratos no disulfuros de EA'TRXR.
En forma alternativa, la EhTRXR presenté capacidad de reducir compuestos no
disulfuros con eficiencias moderadas. Algunos de estos compuestos son de interés por

“inhibir” la actividad disulfuro reductasa de esta enzima, esto se describira a continuacién.

4.1.5.1. EhTRXR puede emplear NADH como coenzima reducida.

Distintivamente a lo informado para la mayoria de las TRXR, en donde se
observa una alta especificidad para NADPH, la EFTRXR fue capaz de emplear también
NADH como dador de electrones, a concentraciones en el orden del uM. Esto fue evaluado
mediante el ensayo de reduccién de DTNB en donde se reemplazé al NADPH por NADH.
En la Fig. 4.1.33, se muestra una curva de saturacién de NADH en presencia de una
concentracion fija de DTNB, pudiéndose determinar un Km para NADH de 23 uyM y una
keat de 12 minl. La eficiencia catalitica obtenida fue de 8,4-10% M1 s, casi dos 6rdenes de
magnitud menor a la obtenida para NADPH. Como se puede apreciar, la afinidad por
NADH es s6lo un orden menor a la de NADPH (Km = 1,8 pM), manteniéndose,

aproximadamente, la misma ket para ambas coenzimas.
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Fig. 4.1.33: Curvas de saturacién de coenzimas reducidas para EK'TRXR. Los ensayos se realizaron a
30 °Cy pH 7,0 en presencia de DTNB 5 mM y diferentes concentraciones de (!) NADPH y )
NADH.

-123-



Resultados y discusioén - Capitulo 1

En adicién, se investigd la actividad oxidasa con NADH como sustrato,
obteniéndose valores de velocidad de recambio similares al obtenido con NADPH. De
igual modo, se pudo verificar la produccion de H»O, (mediante el método de
ferritiocianato, ver 3.7.2.3) por parte de la enzima al emplear NADH como dador de
electrones. Las velocidades de generacién de H>O» obtenidas tanto con NADPH, como con

NADH fueron comparables, como se muestra en la Fig. 4.1.34.

N
o
1

[EEY
(e}
1

[EY
N
1

[e¢]
1

SN
1

., -
Produccion H,O, (uM-min™)

o
|

0,0 0,5 1,0 I 1:5 I 2,0
[ERTRXR] (uM)

Fig. 4.1.34: Velocidad de generacién de H,O» por actividad oxidasa de EFTRXR. Los ensayos se
realizaron a 30 °C y pH 7,0, en presencia de NADH 100 uM (barras gris oscuro) o NADPH 100 pM
(barras gris claro).

Alternativamente, se evaluaron los pardmetros cinéticos de sustratos
disulfuros, tales como DTNB, EcTRX, ENTRX8 y EhTRX41 (como sustratos modelos)
utilizando NADH como coenzima reducida, de modo tal de verificar si tales pardmetros
variaban por el cambio de sustrato reductor. Como se muestra en la Tabla 4.1.7 el cambio
de NADPH por NADH no modificé apreciablemente los parametros cinéticos para DTNB
como para EcTRX. Estos resultados indicarian que la enzima sigue un mecanismo
“ping-pong”, como se mostré en el punto 4.1.3.3. Para este tipo de mecanismo el ciclo
catalitico podria componerse de una etapa reductiva [reaccién entre la enzima y el
NAD(P)H] independiente a la etapa oxidativa (reaccién entre la reductasa y el sustrato
disulfuro a reducir). Al ser independientes estas etapas, los pardmetros obtenidos para un

sustrato en estudio deberian ser independientes del cosustrato empleado. Estos resultados
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han demostrado que la EWTRXR puede emplear tanto NADPH como NADH como

cofactor reducido, indicando ser una excepcion a la regla de la especificidad por NADPH

presente en las TRXR.
NADPH NADH
Sustratos Keat Km Kcat - Km-1 Kcat Km Kcat - Km-?
disulfuros (min?) (uM) M1s1)  (min?) (uM) (M1 s1)
DTNB 15 1100 2,27 -102 14 1400 1,66 -102
EcTRX 75 4,7 2,65 -105 30 6,2 7,46 -104
EhTRX8 86 2,8 5,10 -10° 32 2,0 2,36 -10°
EhTRX41 130 3,6 6,00 -105 42 2,3 3,04 -105

Tabla 4.1.7: Comparacién de parametros cinéticos de DTNB, EcTRX, EHTRX8 y EhTRX41
determinados en presencia de NADPH (300 uM) o NADH (400 uM) a pH 7,0 y 30 °C.

También se evalu¢ si el producto de la oxidacion del NADH, el NAD*, poseia
propiedades inhibitorias similares al NADP* sobre la actividad disulfuro reductasa,
empleando DTNB como sustrato. Como se puede observar en la Tabla 4.1.8, el NAD+*
actué como un pobre inhibidor competitivo tanto para NADPH como para NADH. En
adicion, el NADP+ actué como inhibidor competitivo fuerte respecto a NADH, presentado
un K; (7 uM) en el orden del Km para NADPH (1,8 uM). Estos resultados indicarian, en
principio, que el sitio de unién del NADH es el mismo que el del NADPH y que la unién
de este dltimo (al igual que su forma oxidada, NADP*) estaria fuertemente estabilizada
por la interaccién de residuos de Arg del sitio de unién de la enzima [en teoria, basado en
descripciones de otros autores para otras TRXR (Alkhalfioui y col., 2007)] con el grupo
fosfato de la coenzima, lo que explica el bajo Km para NADPH vy los bajos K; de NADP+
para NADH y NADPH.

Inhibidor Tipo de inhibicion Ki (nM)

NADP+ Competitiva con respecto a NADPH 26
NADP* Competitiva con respecto a NADH 7
NAD+* Competitiva con respecto a NADPH 1478
NAD+ Competitiva con respecto a NADH 313

Tabla 4.1.8: Constantes de inhibicién para NAD* y NADP* para la actividad
DTNB reductasa, determinadas a pH 7,0 y 30 °C.
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4.1.5.2. Reduccién de S-nitrosotioles por EA'TRXR.

Los S-nitrosotioles son portadores de NO-, actuando como potenciales
oxidantes de tioles esenciales de las proteinas, modificando sus funciones biolégicas. En
vista de que EFTRXR no fue capaz de reducir en forma directa ni cistina ni GSSG, se
investig6 su capacidad de reducir s-nitrosotioles, tales como CySNO y GSNO. Cuando a la
mezcla de reaccion compuesta de NADPH y EWTRXR se le adicionaron diversas
cantidades de CySNO o GSNO, la velocidad de oxidaciéon de NADPH se increment6
proporcionalmente, demostrando una oxidacion del NADPH dependiente de la
concentracion de CySNO o GSNO. Al graficar la velocidad inicial de oxidacién de
NADPH en funcién de la concentraciéon de CySNO o GSNO, se obtuvieron curvas
hiperbolicas del tipo Michaelis-Menten (Fig. 4.1.35). Los parametros cinéticos para CySNO
y GSNO se muestran en la Tabla 4.1.9.
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Fig. 4.1.35: Curvas de saturacion para la reduccién dependiente de NADPH de S-nitrosotioles por
ERTRXR. Los ensayos se realizaron a 30 °C y pH 7,0 con NADPH 200 pM, distintas concentraciones
de CySNO (cuadrados) y GSNO (circulos), en ausencia (cerrados) y en presencia (abiertos) de
EhTRX41 5 uM.

La enzima exhibi6é una mayor eficiencia catalitica para la reduccion de CySNO
que para GSNO. Los valores obtenidos para la reducciéon de S-nitrosotioles son

comparables con los informados para las TRXR de P. falciparum y de timo de ternero, las
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cuales poseen eficiencias cataliticas de reduccion de GSNO de 10° y 105 M1sd,

respectivamente (Nikitovic y col., 1996; Kanzok y col., 2000).

Km Kecat keat Km1  Kkear Kml (M1s1) ke Km! (M1 s71)
S-nitrosotiol
(M)  (minl)  (M1s?) + EcTRX 5 pM + EhTRX41 5 pM
CySNO 452 152 5,64 103 1,19 -103 1,40 -104
GSNO 342 23 1,10 -108 1,08 -104 1,13 -104

Tabla 4.1.9: Parametros cinéticos para la reducciéon de S-nitrosotioles por EA”TRXR.

En adicién, se observé un fuerte incremento en la velocidad de oxidacion de
NADPH cuando la reaccién se llevé a cabo en presencia de TRX (EcTRX o EhTRX41,
especificamente), lo que indicé que tanto la TRXR como la TRX contribuyeron a la
reduccién del S-nitrosotiol. Las eficiencias cataliticas obtenidas en presencia de EcTRX y
EhTRX41 se muestran en la Tabla 4.1.9. La Fig. 4.1.36 ilustra sobre las Vm obtenidas para la
reduccién de S-nitrosotioles en ausencia y presencia de ambas TRX. Un aspecto a resaltar
es que el mayor incremento de Vm fue observado para GSNO, aproximadamente
200-300%, el cual mostré ser un sustrato menos eficiente para E'TRXR que CySNO. Para
CySNO el aumento en la Vm fue de un 100%, indicando una reduccién directa eficiente

por parte de EH'TRXR, lo cual se correlaciona con la eficiencia catalitica obtenida.
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Fig. 4.1.36: Velocidades maximas de reduccién de S-nitrosotioles por EF'TRXR en ausencia (negro)y
en presencia de ECTRX 5 uM (gris oscuro) o de Ei'TRX41 5 uM (gris claro) a 30 °Cy pH 7,0.
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41.5.3. EHWTRXR posee actividad quinona reductasa.

Las quinonas son una clase importante de compuestos aromaticos sustituidos
con oxigeno que participan en ciclos redox de transferencia de uno o dos electrones. Se las
encuentran como sustancias naturales, o como drogas sintéticas, por ejemplo, para uso
clinico como agentes antitumorales y antiparasitarios, o como componentes de la polucién
ambiental. En vista de la importancia de las quinonas como moléculas redox, se ha
examinado la interaccion entre la EWTRXR recombinante y dos tipos de quinonas
disponibles en el laboratorio: 2-metil-benzoquinona (MBQ) vy 2,5-di-fert-butil-
benzoquinona (DTBBQ).

En una primer ensayo, se evalué la capacidad de la EA'TRXR recombinante de
catalizar la oxidacion de NADPH en presencia de quinonas. Cuando a la mezcla de
reacciéon compuesta de NADPH y ELTRXR se le adicion6 MBQ o DTBBQ, se advirtié un
marcado incremento en la oxidaciéon de NADPH, observandose una proporcionalidad
entre la velocidad de oxidacion de NADPH vy la concentracién de EA'TRXR en presencia de
una concentracion fija de quinona (Fig. 4.1.37). Esta observacion indica que, efectivamente,

la enzima es capaz de reducir a estos compuestos a expensas del NADPH.
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Fig. 4.1.37: Velocidad de oxidacién de NADPH catalizada por ENTRXR en ausencia (!) y en
presencia de MBQ 500 uM (-). Los ensayos se realizaron a 30 °C y pH 7,0.

-128-



Resultados y discusioén - Capitulo 1

Estudios cinéticos en estado estacionario demostraron que EFTRXR sigui6é una
cinética de saturacién hiperbélica tipo Michaelis-Menten para ambas quinonas (Fig. 4.1.38
y Fig. 4.1.39). En adicién, la reduccién de quinonas a expensas del NADPH por la EA”TRXR
sigui6 un mecanismo de tipo “ping-pong”, demostrando poseer una alta eficiencia
catalitica para la reduccién de estos compuestos, similar a lo observado en la reduccién de
TRX. Los parametros cinéticos para MBQ y DTBBQ se detallan en la Tabla 4.1.10. La
enzima mostré poseer mayor afinidad por la quinona mas sustituida, DTBBQ, que por
MBQ, no obstante, se obtuvo una mayor ke para la segunda, probablemente debido al alto

potencial de reduccién que presenta MBQ [210 mV (Cenas y col., 2004)].

Km kcat kcat ‘Km-1

Quinona
(M)  (min?)  (M?s7)
MBQ 92 568 1,03 -105
DTBBQ 7 57 1,37 -105

Tabla 4.1.10: Parametros cinéticos para la reduccién de quinonas por EXTRXR.
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Fig. 4.1.38: Curvas de saturacién de MBQ para EX'TRXR. Los ensayos se realizaron a 30 °C 'y pH 7,0
con una concentracion fija y saturante de NADPH (300 uM) y concentraciones variables de MBQ.
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Fig. 4.1.39: Curvas de saturaciéon de DTBBQ para EX'TRXR. Los ensayos se realizaron a 30 °C y pH
7,0 con una concentracion fija y saturante de NADPH (300 pM) y concentraciones variables de
DTBBQ.

Un fenémeno muy interesante fue el observado en relaciéon a la capacidad de
estas quinonas de inhibir la actividad disulfuro reductasa de la enzima. Se evalu¢6 la
reduccion de DTNB en presencia de diferentes concentraciones de MBQ o DTBBQ. A
concentracion fija y saturante de NADPH, y variables de DTNB, MBQ actué como un
inhibidor mixto respecto a DTNB con un Kic de 2,5 uM y un Ki, de 3,7 uM (Fig. 4.1.40). Esto
indicaria que el mecanismo de reduccién de esta quinona seria independiente al de
reducciéon de disulfuros (probablemente en forma directa via FADHo, similar al O,). Esto
se corrobor6 mediante el mecanismo de inhibicién del producto de reaccion NADP+, el
cual a concentracion fija y saturante de NADPH y concentraciones variables de MBQ,
actu6é como un inhibidor competitivo respecto a MBQ, con un K; de 550 uM. En adicién, la
actividad quinona reductasa con MBQ fue insensible a la inactivacién por metales
pesados, Cu?* y Zn?*, presentando ICsy superiores a 200 uM para ambos metales
(Fig. 4.1.41). Por otro lado, DTBBQ mostr6é un perfil diferente, actuando como inhibidor
competitivo respecto a DTNB, con un K; de 105 uM. El producto de reaccion NADP* actu6
como un inhibidor mixto respecto a DTBBQ (K; no determinados). La reduccién de esta
quinona fue sensible a inactivacién por Cu?* y Zn?*, exhibiendo ICsp de aproximadamente

2,6 uM para ambos metales (Fig.4.1.41).
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Estos ensayos demostraron que EFTRXR podria reducir quinonas sustituidas
con un mecanismo anélogo a la reduccién de sustratos disulfuros. No se ha observado
inactivacion de la enzima durante la reduccién de ambas quinonas, alcanzandose en todos
los casos una oxidacion estequiométrica de NADPH respecto a la cantidad de quinona
presente en el medio de reaccion. Los hallazgos obtenidos son comparables a lo reportado
para las TRXR de A. thaliana y de mamifero, asi como en el caso de aquellas pertenecientes
a otros miembros de la familia piridina nucleétido-disulfuro oxidorreductasas como por
ejemplo, lipoamida dehidrogenasa, glutatiéon reductasa y tripanotién reductasa (Bironaite

y col., 1998; Cenas y col., 2004).
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41.5.4.  Estudio de la actividad diaforasa de EATRXR.

El azul de metileno (MB) y la eosina B (EB) son compuestos triciclicos sintéticos
con importante accién antiparasitaria, actuando sobre organismos tales como P. falciparum,
T. brucei y Toxoplasma gondii (Massimine y col., 2006; Buchholz y col., 2008a; Buchholz y
col., 2008b). Se ha demostrado la accién antimalarica en humanos del MB combinada a la
quimioterapia convencional. Los mecanismos de acciéon de estos compuestos varian pero
todos se caracterizan por relacionarse a vias pro-oxidantes, interaccionando con enzimas
claves en el metabolismo antioxidante: TRXR y GR en P. falciparum, TR en T. brucei y
dihidrofolato reductasa en T. gondii (Massimine y col.,, 2006, Buchholz y col., 2008a;
Buchholz y col., 2008b). En vista de estos antecedentes se ha estudiado la interaccién entre
la reductasa amébica y el MB 6 la EB. En una primera aproximacién, se investigé la
potencialidad de estos compuestos como sustratos de EX'TRXR, para lo cual se evalué la
oxidacion de NADPH a 340 nm en presencia de EB o MB. Como se muestra en la
Fig. 4.1.42, no hubo incremento de la velocidad de oxidacion de NADPH en presencia de
EB (30 pM), ni atin a concentraciones mayores (500 uM) de este compuesto, observandose
Unicamente la actividad oxidasa intrinseca de la enzima. Por otro lado, se observé un
aumento en el consumo de NADPH cuando a la mezcla de reaccién se le adicion6 MB
(30 uM). En ausencia de la enzima se pudo apreciar que el MB reacciona directamente con
el NADPH, pero a menor velocidad. Esto demostré que tinicamente el MB actu6é como un
sustrato aceptor de electrones para la enzima.

La reducciéon de MB [E®ms/teucoms de 11 mV (Buchholz y col., 2008b)] por la
ERTRXR siguié una cinética de saturaciéon del tipo Michaelis-Menten (Fig. 4.1.43),
estimdndose un Km para MB de 20 pM y una ke de 210 min?, la eficiencia catalitica
calculada fue de 1,75 - 105 M-1s1l. Los pardmetros cinéticos estimados para MB son
similares a los reportados para otras flavoenzimas, como GR de P. falciparum y TR de
T. brucei (Buchholz y col., 2008a; Buchholz y col., 2008b). La eficiencia catalitica para la
reducciéon de MB por EFTRXR indic6é que este compuesto es un excelente sustrato para
esta enzima, ya que cataliza 100000 veces la reacciéon espontinea entre NADPH y MB
[k =3,6 M1 s1 (Buchholz y col., 2008b)]. La presencia de EcTRX (5 uM) aument6 levemente
la eficiencia catalitica de reduccién de MB (2,3-10° M1 s) lo que sugiere que esta tltima

podria ceder equivalentes de reducciéon a este compuesto en forma conjunta con EA”TRXR.
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Fig. 4.1.42: Actividad diaforasa de ENWTRXR. Los ensayos se realizaron a 30 °C y pH 7,0, en
presencia de E'TRXR 0,2 pM; NADPH 200 uM y EB o MB 30 pM.
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Fig. 4.1.43: Cinética de reduccién de MB por EXTRXR. Los ensayos se realizaron a 30 °C y pH 7,0 en
presencia de NADPH 200 pM, en ausencia (!) y presencia (—) de EcTRX 5 uM vy diferentes

concentraciones de MB.
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El MB es reducido a leucoMB, el cual en condiciones aerdbicas es oxidado de
nuevo a MB, generando peréxido de hidrégeno como producto de la reaccién (Buchholz y
col,, 2008a). Esto fue verificado en un ensayo espectrofotométrico siguiendo Ia
oxidacién/reduccion de MB a 630 nm. Cuando a las mezclas de reacciéon que contenia MB
y NADPH se le adicionaron diferentes concentraciones de EF'TRXR, se observé que a bajas
concentraciones de ésta, la variacién en la absorbancia a 630 nm no era significativa, atin
cuando el consumo de NADPH continuaba su curso. Esto indicé que la velocidad de
autooxidacion de leucoMB era suficientemente alta en relacion a la de reduccion
enzimatica como para mantener “constante” la concentracion de MB. Por el contrario, a
altas concentraciones de la enzima la reduccion de MB se mantuvo “forzada”
observandose una caida de la absorbancia hasta cero (reduccion completa de MB a
leucoMB), hasta consumo completo del NADPH, luego de esto se observoé el incremento
en la absorbancia hasta volver a los valores de partida (Fig. 4.1.44). Esto demostr6 que, en
forma continua, el leucoMB es oxidado por el O, a MB, siendo la enzima la encargada de
reforzar su reduccién a expensas de la coenzima reducida. El efecto observado dependera
del balance entre la velocidad de reduccién de MB catalizada por la enzima y la velocidad

de autooxidacion de leucoMB.
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Fig. 4.1.44: Cinética de reduccién/oxidacién de MB. El ensayo se realizé a 30 °C y pH 7,0, en
presencia de NADPH 200 uM; MB 30 uM y EA'TRXR 0,3 pM.
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De forma equivalente a lo realizado para las quinonas, se evalué si EB y MB
poseian capacidades de inhibir de la actividad disulfuro reductasa, utilizando DTNB como
sustrato. A concentracion fija y saturante de NADPH, y variables de DTNB, MB actu¢
como un inhibidor mixto con respecto a DTNB, exhibiendo un fuerte componente
competitivo. Los valores de las constantes de inhibicién calculadas fueron: Kic de 3 uM y
Kiu de 106 uM (Fig. 4.1.45). Estos resultados indicaron que el mecanismo de reduccién de
este compuesto estarfa més relacionado a la via de reducciéon de disulfuros en los cuales
intervienen los tioles reactivos de la enzima. Esto ultimo serfa consistente con un
mecanismo de adiciéon-desplazamiento, descripto para compuestos tioles como GSH o
ditioles como T(SH)2, o proteinas ditioles como TRX y TXN (Buchholz y col., 2008a). Esto
se corroboré mediante el mecanismo de inhibicién del producto de reaccion NADP+; el
cual, a concentracion fija y saturante de NADPH y concentraciones variables de MB, actu6
como un inhibidor mixto respecto a MB, con una Kic de 2,85 mM y una Kj, de 5,91 mM. Por
otro lado, la EB no ejercié ningtn tipo de inhibicién sobre la actividad reductasa de la

enzima en el rango de concentraciones evaluado (7-1000 pM).
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Fig. 4.1.45: Grafico de Dixon para inhibicién de la actividad disulfuro reductasa de EA’'TRXR por
MB. Los ensayos se realizaron a 30 °C y pH 7,0 en presencia de concentraciones de fijas de NADPH
(200uM); DTNB (1) 0,5; (,) 1; y (7) 5 mM y concentraciones variables de MB.
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4.1.5.5. Inhibiciéon de EA'TRXR por aceites esenciales.

Los aceites esenciales vegetales (AE) son mezclas complejas de sustancias
quimicas que pueden ser utilizados en forma alternativa o adjunta a la terapia
antiparasitaria convencional. Existen AE con actividades antiparasitarias de amplio
espectro, siendo algunos inmunomoduladores de la interaccién huésped-parasito, por
estimulaciéon de las defensas del huésped. La emergencia de parasitos resistentes a la
quimioterapia convencional destaca la importancia de los AE como una opcién terapéutica
que se suma al conjunto de agentes antiparasitarios (Cowan, 1999; Anthony y col., 2005).

Para la realizacion del estudio se extrajo AE de peperina (Minthostachys mollis) y
tomillo (Thymus vulgaris) mediante destilaciéon por arrastre con vapor. Inicialmente, se
evalu6 la potencialidad de los AE para inhibir la actividad disulfuro reductasa de
EhTRXR, para ello se monitoreo la reduccion de DTNB a 405 nm en presencia de diferentes
cantidades de AE. Las diluciones de los AE se realizaron en DMSO, manteniendo la
misma proporcion del solvente en todos los ensayos [no mayor a 1% (v/v)]. Como se
muestra en la Fig. 4.1.46, el AE de tomillo mostré un efecto inhibitorio sobre la actividad
de la enzima (ICsp de 18 y 28 ugml! en ausencia y en presencia de ECTRX,
respectivamente), mientras que el AE de peperina no afect6 la actividad en las cantidades

evaluadas.
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Fig. 4.1.46: Inhibicién de actividad disulfuro reductasa de EWTRXR por AE. Los ensayos se
realizaron a 30 °C y pH 7,0, en presencias de DTNB 5 mM; en presencia (abierto) y ausencia
(cerrado) de EcTRX 5 uM y diferentes cantidades de AE de tomillo (cuadrado) y peperina (circulo).
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Para elucidar si la inhibicién de la actividad disulfuro reductasa ocurria por
inactivaciéon de la enzima, se preincub6 a la EWTRXR con la cantidad maxima de AE
empleada en el ensayo anterior (60 pg ml?) en presencia de NADPH (para mantener a la
enzima en estado reducido), por un periodo de 20 min. En paralelo se realiz6 un control de
estabilidad de la enzima en iguales condiciones pero omitiendo al AE. De estos ensayos se
pudo observar una leve inactivacién de la enzima realizada por el AE de tomillo
(Fig. 4.1.47), manteniéndose el entre el 60-70% de la actividad, mientras que el AE de
peperina no mostré efecto alguno sobre ésta (Fig. 4.1.47). Los resultados de este
experimento, sumado a los obtenidos anteriormente, permiten concluir que el efecto
inhibitorio se deberia, a priori, a que algunos componentes del AE de tomillo actuaron

principalmente como inhibidores reversibles, sin inactivarla en forma significativa.
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Fig. 4.1.47: Efecto de los AE sobre la estabilidad de EATRXR. Los ensayos se realizaron a 30 °C a
pH7,0, preincubando EKTRXR 0,1 puM con AE de tomillo (negro) o de peperina (gris) a
concentracioén final de 60 pg ml? en presencia de NADPH 300 uM por 5, 10, 15 y 20 min. Luego se
evalué la actividad disulfuro reductasa con DTNB 5 mM, calculandose el porcentaje de actividad
remanente respecto al control sin AE.

De forma equivalente, se investigo si los AE eran capaces de inhibir la actividad
NADPH oxidasa de la enzima. Para tal fin se monitore6 la oxidacion de NADPH a 340 nm
en presencia de diferentes cantidades de los AE. Contrariamente a lo esperado, el AE de
tomillo estimul6 la actividad oxidasa de Ex'TRXR, aproximadamente 700% en presencia de

AE a una concentracién de 60 ng ml. El AE de peperina no afect6 la actividad en el rango

-137-



Resultados y discusioén - Capitulo 1

de cantidades ensayadas (ver Fig. 4.1.48). Para verificar que esta estimulacion en la
oxidacion del NADPH provenga de la actividad oxidasa de la enzima y no de la reaccion
espontanea entre el NADPH y componentes del AE, se evalu6 la oxidacién del NADPH en
presencia de una cantidad fija de AE de tomillo (60 pg ml!) y concentraciones variables de
la enzima. Como se puede observar en la Fig. 4.1.49, la oxidacion del NADPH estimulada
por el AE es proporcional a la cantidad de EA'TRXR presente en el medio de reaccién,
obteniéndose una velocidad de recambio de 230 min, casi diez veces superior la obtenida
en ausencia de AE (punto 4.1.3.4). Estos resultados revelaron que ciertos componentes del
AE de tomillo actuarfan como sustratos de la enzima, captando los electrones provenientes
del NADPH e impidiendo que la enzima lleve a cabo la reduccién de sustratos disulfuros.
Estas propiedades inhibitorias de la actividad disulfuro reductasa del AE de tomillo

fueron similares a las observadas para quinonas (MBQ y DTBBQ) y para el MB.
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Fig. 4.1.48: Efecto de los AE sobre la actividad NADPH oxidasa de EWTRXR. Los ensayos se
realizaron a 30 °C y pH 7,0, en presencias de NADPH 300 pM y diferentes cantidades de AE de
tomillo (!) y peperina (-).
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Fig. 4.1.49: Estimulacién de la oxidacion de NADPH mediada EXTRXR por el AE. Los ensayos se
realizaron a 30 °C y pH 7,0, con NADPH 300 uM; en ausencia (!) y en presencia (—) de AE de tomillo
en concentracion final de 60 pg ml? a diferentes cantidades de ExTRXR.

4.1.6. Inmunolocalizacion celular del sistema TRX en E. histolytica.

Con el objetivo de validar la expresion del sistema TRX en el parasito, se prosiguiod
a su deteccion empleando anticuerpos policlonales preparados a partir de EXTRXR y
EhWTRX41 recombinantes purificadas a homogeneidad. Previo al ensayo de
inmunolocalizacién, se realiz6 un experimento de western blot utilizando los anticuerpos
producidos contra un extracto total de trofozoitos de E. histolytica. Como se puede apreciar
en la Fig. 4.1.50, los anticuerpos contra EA'TRX41 y EA'TRXR detectaron bandas de proteinas
de masa molecular, aproximadamente, 12 y 33 kDa, respectivamente. Estos tamafios
correlacionan con las masas moleculares de las bandas de las proteinas recombinantes.
Alternativamente, el anticuerpo anti-EhTRX41 reconocié en forma cruzada a EWTRX6 y
EhTRX8 recombinantes (resultado no mostrado). Esta reactividad cruzada entre las TRX es
coherente con la identidad del 39,8%, entre EA'TRX6 y EA'TRX41 y del 46,2%, entre EhTRX8

y ERTRX41 derivada a partir del alineamiento de secuencias de aminoacidos.
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Fig. 4.1.50: Ensayo de western blot. 1) EA'TRXR recombinante (1 pg) revelada con anti-EATRXR
policlonal de conejo; 2) Eh'TRX41 recombinante (1 pg) revelada con anti-EhTRX41 policlonal de
conejo; 3) extracto crudo proveniente de 5 - 105 células revelado con anti-EFTRXR policlonal de
conejo; y 4) extracto crudo proveniente de 5 - 10° células revelado con anti-EhTRX41 policlonal de
conejo. Como anticuerpo secundario se emple6 anti-IgG de conejo conjugado con peroxidasa.

Los resultados del experimento de western blot demostraron la expresion de
ERTRXR y EHTRX41 en trofozoitos del parasito. Dada la reactividad cruzada que posee el
anticuerpo anti-EhTRX41 contra las otras TRX del parésito, se podria especular que la
expresion de estas TRX ocurre como ENTRX41. Por otro lado, los anticuerpos policlonales
producidos mostraron poseer una especificidad aceptable para realizar los ensayos de
localizacion.

Los ensayos de inmunolocalizacién utilizando microscopia de epifluorescencia
(Fig. 4.1.51), revelaron sefiales de reconocimiento en toda la célula, lo que indicaria, en
principio, una ubicacién a nivel del citoplasma del parasito para ambas proteinas. Estos
resultados de la localizacion celular del sistema TRX seria el esperado, teniendo en cuenta
los reportes previos sobre la ubicaciéon celular de este sistema en otros
organismos(Mustacich y col., 2000; Forman y col., 2004; Smirnoff, 2005). No obstante, de
forma tal de poder realizar una localizacién celular del sistema TRX de manera mas
especifica, se llevé a cabo la inmunolocalizacion de las proteinas empleando microscopia

confocal. A pesar de que ni la secuencia de aminoacidos de ENTRXR ni la de EhTRX41
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incluyen regiones codificantes para péptidos sefiales o dominios de transmembranas, las
sefiales de reconocimiento demostraron una ubicacién subyacente a la membrana
plasmatica para ambas proteinas. Como se muestra en las Fig. 4.1.52 y 4.1.53, un
puntillado fluorescente fue observado en la vista superior e inferior de la célula. Este perfil
se transforma en anillos fluorescentes en el interior y en la periferia celular, cuando se
tomaron vistas a diferentes profundidades de la estructura celular. La ausencia de sefal en
el interior de la célula apoya la idea de una tnica y particular localizacién del sistema TRX
sobre la periferia de la membrana plasmatica. Imagenes similares fueron obtenidas para

ambas proteinas.
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Fig. 4.1.51: Microscopia de epifluorescencia de células de E. histolytica utilizando anticuerpos
policlonales de conejo anti-EW'TRXR (A-D) y anti-EhTRX41 (E-H). (A) y (E) microscopia directa; (B)
y (F) tincién fluorescente utilizando anticuerpos primarios y secundario conjugado a FITC; (C) y (F)
tincién nuclear fluorescente utilizando DAPL y (D) y (H) FITC + DAPI.
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Fig. 4.1.52: Microscopia confocal de barrido por laser (CLSM) de células de E. histolytica utilizando
anticuerpo policlonal anti-EATRXR. Las imdagenes de la localizacion celular de EWTRXR en
trofozoitos de E. histolytica HM1-1MSS muestran una marca intensa sobre la membrana plasmatica
(flechas) a diferentes secciones, desde la superficie. (A) 0-4 pm; (B) 4-8 pm; (C) 8-12 um y (D) 12-16
pum. Los controles negativos se realizaron utilizando el conjugado solo, sin visualizarse tincion (no
mostrado).
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Fig. 4.1.53: Microscopia confocal de barrido por laser (CLSM) de células de E. histolytica utilizando
anticuerpo policlonal anti-EFTRX41. Las imégenes de la localizacién celular de EWTRX41 en
trofozoitos de E. histolytica HM1-1MSS muestran una marca intensa sobre la membrana plasmatica
(flechas) a diferentes secciones desde la superficie. (E) 0-3 pm; (F) 3-6 um; (G) 6-9 um y (H) 9-12 pm.
Los controles negativos se realizaron utilizando el conjugado solo, sin visualizarse tincién (no
mostrado).
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4.1.7. Discusion.

El parasito entérico unicelular, E. histolytica, es el agente causal de la amebiasis, una
enfermedad de distribuciéon mundial que es superada sélo por la malaria (Akbar y col.,
2004) si se comparan los datos de morbilidad y mortalidad en cada caso. El parésito
normalmente reside en el intestino grueso y ocasionalmente penetra la mucosa intestinal,
diseminandose a otros 6rganos. Un factor de virulencia critico de este organismo es la
capacidad de tolerar condiciones de incremento en la presiéon de oxigeno y de altas
concentraciones de ERO (Akbar y col., 2004; Loftus y col., 2005). El analisis inicial de los
datos mostré que el sistema TRX, ampliamente distribuido en muchos organismos, no
habia sido descripto atin en este patégeno humano.

La secuenciacién del genoma de E. histolytica es atn incompleta, siendo su
terminacién una prioridad (Loftus y col., 2005), como ya se describi6 en la introduccién. El
andlisis inicial de los datos mostr6 que el sistema TRX, ampliamente distribuido en
muchos organismos, no habia sido descripto atn en este patégeno humano. La
informaciéon actual disponible (The Wellcome Trust, Sanger Institute, Pathogen
Sequencing Unit) no concuerda completamente con los reportes previos que describian
distintos componentes moleculares de las vias metabdlicas redox y de detoxificacion de
ERO en el parasito. Asi, la base de datos reporta secuencias correspondientes a genes
codificantes a rubreritrina (131.m00144), FeSOD (384.m0041), Ehp29 o Eh2CysPrx
(298.m00058) y cuatro isoformas de flavoproteina A (secuencias 6.m00467; 65.m00171;
155.m00084 y 146.m00121). Sin embargo, las secuencias correspondientes a tripanotion
reductasa y Ehp34 no estan registradas. Curiosamente, en el proyecto genoma vigente se
identificaron seis secuencias putativas asignadas a proteinas de la familia de TRX, dos
secuencias correspondientes a un gen duplicado que codifica para TRXR (secuencias
386.m00036 y 23.m00296) y secuencias codificantes para cuatro isoformas de TRX
(41.m00230; 8.m00422; 111.m00121 y 6.m00418). Este andlisis puso de manifiesto que los
componentes moleculares asignados al metabolismo redox en E. histolytica debian ser
revisados.

Para establecer la funcionalidad de la informacién disponible en el proyecto
genoma de E. histolytica en relacion a la presencia del sistema TRX, se llevé a cabo el
clonado molecular de los genes codificantes para la E'TRXR, para las cuatro isoformas de

la EWNTRX y para la Eh2CysPrx. Los seis genes fueron expresados en sistemas procariotas
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adecuados, las proteinas recombinantes fueron obtenidas como fusién a una cola de
poli-His o como fusién a MBP (EhTRX6), purificadas y evaluadas en su capacidad de
actuar como mediadores redox.

Todas las TRX amébicas obtenidas presentan el motivo cldsico WCGPC en su sitio
activo, asi como residuos aminoacidicos conservados relevantes para su correcto
plegamiento y actividad biolégica, como ya se describié en resultados. Tanto la EXTRXS8
como la EF'TRX41 poseen el tamafio molecular caracteristico de las TRX citoplasmaticas, no
detectdindose, mediante el uso de herramientas informaticas, ningtin péptido sefial o
dominios de transmembrana en sus secuencias de aminoacidos. Alternativamente, la
EhTRX6 present6 una pequefa secuencia de 11 aminoacidos N-terminal no conservada en
ninguna de las otras tres TRX restantes. Esta secuencia present6 caracteristicas anfipaticas.
No se encontré funcién alguna para esta secuencia peptidica (por ejemplo vehiculizaciéon
intracelular o anclaje a membranas) utilizando distintos servidores informaéticos
especificos. Probablemente, esta corta secuencia sea responsable de la inestabilidad de la
proteina luego de ser purificada, como proteina de fusién a poli-His, por lo que fue
necesario expresarla fusionada a MBP para aumentar su estabilidad en solucién.

Por otra parte, las observaciones in silico muestan que la EA'TRX111 presenta un
dominio de transmembrana de 38 aminoacidos en el extremo C-terminal, pudiendo actuar
como un sistema de anclaje a algin sistema de membranas. Esta caracteristica es extrafia
en moléculas como TRX, presentdndose un antecedente de una TRX con dominio de
transmembrana que se localiza a nivel de reticulo endoplasmético en células de
adenocarcinoma humano (Matsuo y col., 2001; Haugstetter y col., 2005). Frecuentemente,
los dominios de transmembrana estan presentes en proteinas redox encargadas de la
formacion de puentes disulfuros a nivel de reticulo endoplasmatico o en periplasma, tales
como PDI (proteina disulfuro isomerasa) presentes en células eucariotas o en componentes
del sistema Dsb en bacterias, respectivamente (Banerjee, 2008). Posiblemente, la EATRX111
participe como componente de algin sistema equivalente en la formacién de puentes
disulfuro localizado sobre reticulo endoplasmaético del parasito, o alternativamente, como
parte de un sistema encargado de la proteccién contra el ataque oxidativo a nivel de la
membrana plasmaética, distribuyendo equivalentes de reduccién a proteinas antioxidantes
tales como Eh2CysPrx. El claro entendimiento de la funcion fisiologica de la EA/'TRX111 en

el paréasito sera motivo de continuidad de los estudios.
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Una caracteristica interesante es que las TRX de E. histolytica presentan otras
cisteinas adicionales a las presentes en el sitio redox activo: EA’TRX8 y EATRX111 poseen
s6lo un residuo extra; mientras que EA'TRX6 presenta dos residuos mas y EhTRX41 tiene
cuatro cisteinas adicionales. Probablemente estos residuos estén encargados de modular la
actividad de estas proteinas, mediante la formaciéon de agregados diméricos o superiores,
via puentes disulfuro, como es el caso de la TRX humana (Weichsel y col., 1996; Hashemy
y col., 2008). La formacién de asociaciones covalentes de estas proteinas fue percibida
experimentalmente, cuando se almacenaron a 4 °C en ausencia de agentes reductores,
observandose la formaciéon de agregados covalentes insolubles. Alternativamente, las
estructuras tridimensionales de las E'TRX6, EA'TRX8 y EW'TRX41, generadas por modelado
por homologia (Fig. 4.1.54), presentan a estos residuos de cisteina adicionales expuestos al
solvente, sobre la superficie de la molécula, orientadas en forma opuestas a las cisteinas
que participan del sitio activo. Las TRX recombinantes obtenidas (MBP-EhTRX6, EA'TRX8 y
EhTRX41) exhibieron actividad biolégica, siendo capaces de actuar como mediadores
redox en el ensayo de reduccién de insulina.

La expresion del gen ehtrxr (secuencia 23.m00296) dio origen a una proteina cuya
secuencia aminoacidica concuerda con miembros de la familia de TRXR de bajo peso
molecular. La proteina presentdé un espectro de absorciéon -caracteristico de las
flavoproteinas, determindandose la presencia de una molécula de FAD unida no
covalentemente a cada subunidad. Los resultados de los experimentos de SDS-PAGE no
reductor y PAGE nativos, revelaron que EKWTRXR posee una estructura nativa
homodimérica, en donde las subunidades estan entrecruzadas por puentes disulfuros. Los
resultados obtenidos exhibieron que los residuos de cisteina que formarian estos puentes
disulfuros entre las subunidades no serian los mismos que intervienen en la funcién
catalitica de la enzima, dada la falta de reduccion observada de los puentes disulfuros que
entrecruzan a las subunidades cuando se incub6 a la enzima en presencia de NADPH
(reductor fisiolégico especifico). Por otro lado, se observé la reduccion completa de todos
los puentes disulfuros al incubar a EA'TRXR en presencia de DTT (reductor no especifico).
Estas caracteristicas estructurales son conservadas por otras TRXR de otras fuentes (Hirt y
col., 2002). Por otro lado, existen pocos informes de TRXR en donde las subunidades se
encuentren unidas por puentes disulfuro; como es el caso de la enzima de leguminosas,

especialmente de Medicago truncatula, en donde los autores atribuyen a una cisteina en el
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C-terminal de la proteina la responsabilidad de la unién covalente entre subunidades

(Alkhalfioui y col., 2007). Esta cisteina C-terminal est4d conservada en EXTRXR (Cys31), con

lo cual podria estar ocurriendo un caso similar al de la enzima vegetal (ver Fig. 4.1.55).

Fig. 4.1.54: Representacién de cintas de modelo tridimensional de EhTRX reducidas: A) EFTRX6;
B) EN'TRX8 y C) ENTRX41. Los modelos tridimensionales fue generado mediante el programa
Modeller v9.4. (*) Indica los residuos de Cys que forman parte del motivo redox activo WCGPC.
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Fig. 4.1.55: Representacién de cintas de modelo tridimensional de especie oxidada de EF'TRXR. El
modelo fue generado mediante el programa Modeller v9.4. Se representa en forma de esferas de
Van der Wall los residuos de cisteina que presenta el homodimero.

La ENTRXR recombinante present6 actividad disulfuro reductasa dependiente de
NADPH, capaz de reducir en forma directa al DTNB. En base a los resultados de los
ensayos cinéticos en estado estacionario, la enzima siguié un mecanismo de reaccién de
tipo “ping-pong hibrido” con cinética de saturacién para ambos sustratos. En
concordancia con este tipo de mecanismo, se observé una inhibicién competitiva del
NADP+* respecto al NADPH y una inhibicién mixta respecto al sustrato disulfuro (DTNB).
Estos resultados dan soporte a la idea de que el NADP(H) y el DTNB (o TRX)
interaccionan con dominios separados en la TRXR (ver Fig. 4.1.56), de forma similar a otras
piridina nucleétido disulfuro reductasas, como GR (Cenas y col., 2004). En adicioén, la
actividad disulfuro reductasa mostré gran sensibilidad a la inhibicién por metales
pesados, pudiéndose verificar la participaciéon de los tioles reactivos de la enzima en la

reaccion de reduccion de sustratos disulfuros (DTNB).
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Fig. 4.1.56: Representacion de cintas de modelos tridimensionales de especies oxidadas y reducidas
de ENTRXR. Los modelos fueron generados utilizando el programa Modeller v9.4. Como se puede
observar el disulfuro reactivo (flecha) se encuentra orientado hacia el FAD en la especie oxidada.
Por el contrario, en la especie reducida, los tioles reactivos (flecha) se exponen hacia el solvente
(para poder interactuar con los sustratos oxidantes) mediante la rotacién del dominio de unién a
NAD(P)H.

Es de resaltar que la Ei'TRXR puede emplear al NADH como dador de electrones
con eficiencia comparable a la del NADPH en la reduccion de DTNB. El motivo de unién a
coenzimas GXGXXG/A es comtn a muchas enzimas dependientes de NAD(P)H, siendo
determinante para la especificidad entre NADH y NADPH la presencia de residuos 4cidos
(Glu o Asp) o bésicos (Arg y Lys), respectivamente, en el dominio de unién a la coenzima
(Reynolds y col., 2002). La presencia de residuos &cidos, produce una especificidad por
NADH, dado que la carga negativa de los residuos produce una repulsion electrostatica
sobre la coenzima fosforilada. Este es el caso de AhpF, donde en el dominio de unién a la
coenzima existe la presencia de residuos Asp. Por otro lado, la presencia de residuos
basicos estimula la especificidad por el NADPH, dado que estos residuos interaccionan de
forma electrostatica con el grupo fosfato de la coenzima (Fig.4.1.57). No obstante, la
presencia de residuos bésicos en el dominio de unién no excluiria la posibilidad de
emplear NADH como sustrato. La mayoria de las TRXR pueden emplear NADH como
sustrato pero con muy baja afinidad, con concentraciones en el rango de mM (Serrato y
col., 2002; Cheng y col., 2007), existiendo pocos casos de enzimas que emplean NADH con
eficiencias comparables a la de NADPH (Reynolds y col., 2002; Alkhalfioui y col., 2007). La

EhTRXR posee un motivo de unién de la coenzima reducida conservado en todas las
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TRXR: GGGGDAA, més la presencia de los residuos Arg!$ y Arg!®, los cuales
interaccionarian con el grupo fosfato del NADPH (Fig. 4.1.58).

Los resultados obtenidos han demostrado que EWTRXR puede emplear tanto
NADPH como NADH como cofactor reducido, indicando no seguir una de regla de las
TRXR en forma estricta: una alta especificidad por NADPH como sustrato reductor. No
obstante, resulta interesante la siguiente pregunta: ;jcudl seria la ventaja fisioldgica de
poder emplear ambas coenzimas reducidas por la reductasa amébica? Posiblemente, la
capacidad de utilizar NADPH o NADH como dadores de electrones serfa una propiedad
importante, ya que aumentaria el espectro de obtenciéon de equivalentes de reduccién bajo
condiciones adversas; por ejemplo, en condiciones de estrés oxidativo. Por otro lado, la
utilizaciéon de ambas coenzimas podria ser consecuencia del metabolismo intrinseco del
parésito. Como se mencioné anteriormente, este organismo carece de un ciclo de Krebs
activo, obteniendo poder reductor principalmente de la via glicélitica. (McLaughlin y col.,
1985; Loftus y col., 2005). Esta via metabdlica genera NADH como coenzima reducida, la
cual podria actuar en como dador de electrones para la transhidrogenacién del NADP+,
mediante la accién de una transhidrogenasa ubicada a nivel de membrana plasmaética
(Weston y col., 2001). Otra posible via de regeneracion de NAD(P)H es la oxidacién de
alcoholes y aldehidos, mediante la accién de alcohol deshidrogenasas y aldehido
deshidrogenasa, respectivamente. En este parésito se han descripto la existencia de estas
enzimas [siendo el caso mas estudiado la alcohol deshidrogenasa 2 (Shimon y col., 2006)],
las cuales son capaces de regenerar al estado reducido ambas coenzimas (Kumar y col.,,
1992; Bruchhaus y col., 1994b). Estudios sobre cultivos de E. histolytica han demostrado
que este tipo de enzimas son esenciales para la supervivencia de este parasito (Espinosa y
col., 2004). Adicionalmente, este pardsito podria obtener poder reductor a través de la
fagocitosis de bacterias de la flora normal o enterocitos durante la infecciéon intestinal. Esta
idea es soportada por informes que describen la capacidad de suplementar componentes
metabdlicos esenciales para el pardsito mediante predacion de otros organismos
unicelulares (Orozco y col., 1983). Estas formas de obtencién de poder reductor podrian
ser de importancia para la generacién de NADPH, dado que este parasito posee una via
pentosa fosfato incompleta, careciendo de las enzimas generadoras de NADPH por la
descarboxilacién oxidativa de la glucosa-6P a ribulosa-5P (McLaughlin y col., 1985; Loftus
y col., 2005).
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Fig. 4.1.57: Potencial electrostatico de EW'TRXR oxidada y reducida. El potencial electrostatico
ajustado sobre la superficie molecular fue calculado utilizando la ecuacién de Poisson-Boltzmann
mediante el programa Swiss-pdb viewer v4.0, utilizando una constante dieléctrica del medio, de 80,
la constante dieléctrica de las proteinas de 4 y una fuerza iénica de 0,0 mol 1! Las cargas positivas
son representadas en azul y las negativas son representadas en rojo. Las flechas indican el sitio de
unién a NADPH.

His248

Fig. 4.1.58: Representacion esquematica del sitio de uniéon de NADPH de EA'TRXR en complejo con
NADP*. El modelo fue generado con el programa Modeller v9.4. En la imagen se presentan los
residuos aminoacidicos que interaccionan con la coenzima a una distancia méxima de 4 A. Se puede
apreciar la orientacién de los residuos His®2, Arg!83 y Argl8 sobre el grupo fosfato del NADP*, los

que contribuyen a la estabilizacién de la unién por interacciones electrostiticas y puentes de
hidrégenos.
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Los resultados obtenidos exhibieron que EFTRXR posee una importante actividad
NAD(P)H oxidasa generadora de H.O, a partir de la reducciéon directa del O,. Se
comprobé que la via de reducciéon de O, es independiente de la de reduccién de
disulfuros, esto fue comprobado por ensayos de inhibicion por metales pesados,
observandose que la actividad oxidasa fue cien veces menos sensible a éstos respecto a la
actividad disulfuro reductasa. Los resultados obtenidos concuerdan con lo reportado para
diferentes flavoenzima (incluyendo a otras disulfuros reductasas y oxidasas), en donde se
propone que la reduccién del O ocurre por reacciéon directa de éste con FADH: (grupo
prostético de la enzima en forma reducida), sin intervencién de ningtn tiol reactivo
contenido en la enzima (Bruchhaus y col., 1998; Fang y col., 2005). Para este organismo
anaerobio fermentador, fisiol6gicamente, la actividad oxidasa actuaria como primera etapa
en una via de eliminacién del oxigeno molecular, mediante su reduccion parcial a H>O».
Esta actividad, por otro lado, estimula la generacién de una especie reactiva, la cual deberé
ser neutralizada (por reducciéon a H»O), mediante sistemas antioxidantes (por ejemplo por
Eh2CysPrx o cisteina) para evitar dafos celulares. Casos similares fueron descriptos para
otros protozoos anaerébios como T. vaginalis (Coombs y col., 2004). Es de resaltar que esta
actividad oxidasa podria ser utilizada como principio para el disefio y generacion de
nuevas drogas terapéuticas que “conviertan” a una enzima antioxidante en un sistema
prooxidante, impidiendo que la enzima efectGe su actividad disulfuro reductasa,
estimulando la generacion de HxO», actividad potencialmente letal para el paréasito.

La EHTRXR recombinante fue activa con las tres TRX amébicas y también, con la
TRX de origen bacteriano, ECTRX, siendo capaz de catalizar la reduccién de estos sustratos
disulfuros. Los parametros cinéticos derivados, muestran que ENTRXR posee una alta
afinidad por las TRX amébicas, incluso por una TRX heteréloga como la de E. coli, siendo
los valores de Km similares entre si. Esta alta afinidad por la EcTRX, no es comun en
L-TRXR, teniendo en algunos casos Km de uno o dos 6rdenes superiores a los Km para las
TRX homélogas (Jacquot y col., 1994; Coombs y col., 2004). En adicién, la enzima mostré
eficiencias cataliticas similares para TRX a las obtenidas para otras TRXR de otras fuentes
(Akif y col., 2008). Las eficiencias cataliticas calculadas para la reduccién de ERTRXS,
EhTRX41 y EcTRX presentaron el mismo orden de magnitud, lo que indicé que las tres
TRX podrian ser sustratos equivalentes para la reductasa amébica. No ocurri6 lo mismo en

el caso de MBP-ENTRX6, donde la EW'TRXR present6 una menor eficiencia catalitica para su
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reducciéon (un orden de magnitud menor respecto a la otras TRX). Esta diferencia puede
deberse a posibles impedimentos estéricos producidos por la proteina de fusién unida a la
EHWTRX6 (MBP), lo que modificarfa su capacidad de reaccién pero no, aparentemente, su
capacidad de unién (Km similares a las otras TRX) a la enzima. Algo similar se observé en
los ensayos de actividad bioldgica de las TRX (ensayo de reduccién de insulina), en donde
MBP-EhTRX6 demostré menor actividad biolégica que las otras TRX, requiriendo mas
tiempo para llevar a cabo la reduccion de la insulina.

Los resultados obtenidos han demostrado que la EX'TRXR y las EFTRX actuaron
como un sistema redox funcional, siendo capaz de catalizar la reduccién de sustratos
disulfuros fisiol6gicos tales como GSSG, cistina y TS,. En forma general, se puede detectar
una tendencia respecto a la eficiencia catalitica de reduccién cuando se analizan los
diferentes sustratos disulfuros. Se obtuvo la mayor capacidad para la reduccion de
insulina (modelo de proteina sustrato disulfuro), seguido por las eficiencias de reduccion
de cistina y TS, (las cuales se encuentran en el mismo orden) y por ultimo, la menor
capacidad calculada fue para la reducciéon de GSSG. Es de resaltar que las constantes de
velocidad calculadas para la reducciéon de cistina (aproximadamente 102 M- s1) se
corresponden a las reportadas para la reduccion de GSSG por EcTRX, PfTRX1 (TRX1 de
Plasmodium falciparum) y DmTRX1 (TRX1 de Drosophila melanogaster) (Kanzok y col., 2001;
Schmidt y col., 2003). En adicién, las constantes de reduccion para TS, y GSSG aqui
calculadas son comparables con las constantes de reduccion de TS; y GSSG por TbTRX (102
y 23 M1 s, respectivamente) (Schmidt y col., 2003). En el caso de la MBP-ENTRX6, en
donde las constantes de velocidad son un orden de magnitud menor a las otras EX'TRX, se
observa la misma tendencia, en donde la reducciéon de cistina es mas eficiente que la
reduccioén de GSSG.

En concordancia con los informes existentes, los resultados obtenidos han
demostrado que la EWTRXR cataliza la transferencia reversible de equivalentes de
reducciéon desde el NADPH hacia TRX-S; (EHTRX y EcTRX). Esta propiedad fue
aprovechada para determinar pardmetros termodinamicos de los componentes del sistema
TRX del parasito, como los potenciales de reducciéon. El potencial de reduccion
macroscopico de la E'TRXR fue determinado en -292 mV. Este valor se encuentra préximo
a los potenciales de reducciéon informados para TRXR de rata y TRXR de Drosophila
melanogaster, -294 mV y -293 mV, respectivamente (Cenas y col., 2004; Cheng y col., 2007).
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Los potenciales de reduccién estimados para EHTRXS, EA'TRX41 y MBP-ERTRX6 fueron de
-286 mV, -283 mV y -277 mV, respectivamente, los cuales estan acorde con los valores
determinados para este tipo de proteinas en otras fuentes (Schmidt y col., 2003; Forman y
col,, 2004). Los potenciales de reduccion estimados son mdas negativos que los
correspondientes a disulfuros de bajo peso molecular [-220 mV para el par cistina/cisteina,
-240 mV para el par GSSG/GSH y -242 mV para el par TS/ T(SH)2 (Schmidt y col., 2003)]
considerados metabolitos redox claves.

Los resultados obtenidos poseen una relevancia fisiolégica, teniendo en cuenta el
papel de los tioles de bajo peso molecular, regenerados por el sistema TRX. En primer
lugar, en E. histolytica, la cisteina fue caracterizada como un componente importante de la
defensa antioxidante (Tekwani y col., 1999; Muller y col., 2003) y como el tiol intracelular
mas importante, cuya sintesis puede ser realizada de novo a partir de sulfato (Nozaki y
col., 2005; Krishna y col., 2007). Tres secuencias nucleotidicas codificantes para posibles
cisteina sintasas pueden ser encontradas en el proyecto genoma de este pardasito
(secuencias 3.m99156; 93.m00149 y 328.m00057). No obstante, no existen evidencias sobre
la existencia de cistina reductasas en esta ameba, lo que da valor adicional a la capacidad
redox del sistema TRX de ser el responsable de la regeneracién de cisteina a partir de la
cistina. En segundo lugar, el tripanotién, inicialmente descripto en tripanosomatidos
(Krauth-Siegel y col., 1987; Muller y col., 2003; Jaeger y col., 2006), es otro tiol intracelular
que podria estar disponible en E. histolytica (Ondarza y col., 1997; Ondarza y col., 1999a;
Ondarza y col,, 1999b; Ondarza y col., 2005). Esto dltimo fue duramente cuestionado
(Ariyanayagam y col., 1999), lo que concuerda con que ningin gen que codifique una
reductasa del disulfuro es encontrado en el proyecto genoma. Mas alla de esta
controversia, si el tripanotiéon estuviera presente en E. histolytica, su reducciéon deberia
estar asociada al sistema TRX. Adicionalmente, el glutation, que se encuentra en muy bajos
niveles en el parasito (Ariyanayagam y col., 1999), es un sustrato necesario para la sintesis
de tripanotién. La ausencia de una glutation reductasa en E. histolytica (Sen y col., 2007),
sugiere que, de forma similar a los otros tioles intracelulares, el sistema TRX podria estar
involucrado funcionalmente en el mantenimiento del glutatién en su estado reducido en el
parasito.

El 6xido nitrico (NO-) es una importante molécula de defensa, producido por

células del epitelio intestinal y macréfagos frente al ataque de un amplio espectro de
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patégenos (Nathan y col., 2000; Siman-Tov y col., 2003). Estudios in vitro e in vivo han
demostrado que el NO- juega un rol importante en la muerte de células de E. histolytica
mediada por macréfagos (Siman-Tov y col., 2003). Como parte de la cascada de reacciones,
a nivel intracelular, el NO- puede combinarse con tioles de bajo peso molecular para
formar S-nitrosotioles, tales como S-nitrosoglutatiéon (GSNO) y S-nitrosocisteina (CySNO).
Si bien estos compuestos acttian como reguladores en los niveles de NO-., en condiciones
de estrés oxidativos, pueden actuar como agentes oxidantes, atacando a tioles de cisteinas
esenciales en las proteinas y modificar sus funciones biolégicas (Al-Sa'doni y col., 2000;
Bindoli y col., 2008). En estudios previos se demostr6 el efecto inhibitorio del GSNO sobre
la actividad proteolitica de cisteina proteasas, enzimas consideradas como factores de
virulencia importantes para la citopatogenicidad de este parasito (Siman-Tov y col., 2003).
Adicionalmente, en este mismo trabajo se informé el mismo efecto inhibitorio del GSNO
sobre la alcohol dehidrogenasa 2, enzima importante para la supervivencia de este
organismo (Siman-Tov y col., 2003).

En el presente trabajo se logré demostrar la capacidad de la E'TRXR de catalizar en
forma directa la reduccién dependiente de NADPH de GSNO y CySNO. La enzima no
mostré diferencias significativas sobre la afinidad por estos compuestos; no obstante,
presenté menor actividad con GSNO que con CySNO (aproximadamente siete veces
menos respecto CySNO). Estas diferencias de reactividad podrian deberse a una
especificad de la enzima por CySNO como parte de un sistema contra el estrés generado
por ERN. Posiblemente, la cisteina presente en el parasito reaccionaria con el NO- ex6geno,
generando CySNO, la que podria ser regenerada a cisteina y HNO (nitrosilo, el cual puede
reaccionar con O para generar NO>') por reacciéon con la EA'TRXR. Mecanismos similares
son propuestos para GSNO en P. falciparum y en mamiferos (Nikitovic y col., 1996; Rahlfs
y col., 2002). Este mecanismo podria ser similar con GSNO, pero tendiendo en cuenta que
los niveles de GSH en el parasito son escasos, seria mas probable que la cisteina tenga un
papel importante en la formaciéon de S-nitrosotioles in vivo. Las eficiencias cataliticas
calculadas para GSNO son similares a las obtenidas para otras TRXR (Nikitovic y col.,,
1996; Rahlfs y col., 2002), no existiendo reportes sobre la reduccién de CySNO por TRXR.
En adicién, la presencia de TRX increment6 la eficiencias cataliticas, principalmente con

GSNO (lograndose equiparar a la de reduccion de CySNO), demostrando actuar en forma
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sinérgica junto a la EFTRXR en la reduccién de S-nitrosotioles. Lo expuesto aqui da
soporte a la idea de que la ENTRXR, y alternativamente la TRX, actuaria como un
mecanismo importante en la regulacion de los niveles de S-nitrosotioles intracelulares,
principalmente CySNO, en E. histolytica, cuando el parasito se encuentra bajo el ataque de
las defensas oxidativas del huésped.

Como se ha descripto para otros organismos, el sistema TRX podria estar
involucrado en diferentes procesos fisioldgicos en E. histolytica, tales como la regulacién de
la sintesis de ADN, la transcripcién, el crecimiento celular y la apoptosis. Los datos
obtenidos en el presente trabajo muestran que el sistema TRX fue también capaz de
catalizar, como un sistema redox acoplado a la Eh2CysPrx (un miembro de la familia de
las peroxirredoxinas), la reducciéon dependiente de NADPH de hidroperéxidos,
particularmente -bOOH. Este sistema redox podria ser funcional en el parasito, utilizando
el poder reductor del NAD(P)H para la eliminaciéon de ERO en un mecanismo que
involucra a las EX'TRX que, luego de ser reducidas en una reaccién catalizada por EA'TRXR,
reducen a Eh2CysPrx, la cual finalmente transforma al peréxido en una molécula de agua
y, alternativamente, compuestos orgénicos no toxicos. Esta idea es apoyada por un
informe reciente, donde se ha comprobado un rol destacado de esta peroxirredoxina para
la supervivencia de los trofozoitos bajo condiciones de estrés oxidativo, asi como en la
patogénesis de la amebiasis (Ramos-Martinez y col., 2008; Tazreiter y col., 2008).

Los ensayos cinéticos en estado estacionario determinaron que la reducciéon de
hidroperéxidos por Eh2CysPrx, asociada a EWTRXR y EHTRX, exhibié una cinética de
saturacion hiperboélica para ambos sustratos, E'TRX reducida y #-bOOH. La reaccién
enzimatica siguié6 un mecanismo de tipo “ping-pong”, acorde con los mecanismos
reportados para otras peroxirredoxinas de otras fuentes. La Eh2CysPrx mostré una baja
eficiencia catalitica en su actividad peroxidasa (10* M1 s con t-bOOH), comparada a la
selenoenzima glutation peroxidasa [10° M1 st (Wood y col., 2003b)] o a catalasa [107 M1 s
(Wood y col., 2003b)]. Esta baja eficiencia en la reduccién de hidroperéxidos podria ser
compensada por la gran abundancia de esta proteina en el parésito, la que ha sido
descripta por varios autores (Bruchhaus y col., 1997). Ocho copias funcionales del gen
codificante para esta proteina estdn registradas en el proyecto genoma. La enzima posee
una insignificante actividad glutation peroxidasa, comparada a la actividad con TRX,

exhibiendo un Km para GSH de 7 mM y una eficiencia catalitica de reduccion por GSH de
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6,75 M1, casi cinco 6érdenes de magnitud menor a la eficiencia obtenida para TRX. El
hecho de que las TRX sean mejores sustratos reductores que el GSH para Eh2CysPrx,
podria justificarse termodinamicamente. Las TRX poseen un potencial méas reductor (valor
promedio de -280 mV), necesitando menores concentraciones para realizar la transferencia
de electrones hacia la Eh2CysPrx (-240 mV). Por otro lado, el GSH (-240 mV) posee un
potencial redox similar al de la Prx por lo que necesitara una mayor concentracién para
poder desplazar el equilibrio hacia la reduccién de la proteina amébica.

De manera de evaluar la estructura molecular nativa de la Eh2CysPrx se realizaron
ensayos de SDS-PAGE no reductor y PAGE nativos, los que revelaron que esta proteina
posee una estructura nativa homodecamérica (més probablemente homopentadimérica
como la mayorfa de las 2CysPrx), de masa molecular aproximada 300 kDa, en donde las
subunidades se encontraban entrecruzadas por puentes disulfuros. Esta es una
caracteristica no descripta anteriormente para otros miembros de la familia Prx. Es de
resaltar la presencia de un extremo N-terminal rico en residuos de Cys, no conservado en
otras 2CysPrx. Posiblemente éste seria responsable de la capacidad de entrecruzamiento
entre las distintas subunidades mediante puentes disulfuro. En adicién, esta gran
estructura oligomérica covalente fue insensible a la sobreoxidacién con H>O> o t-bOOH
(observado en los ensayos de PAGE y de actividad enzimética). Teniendo en cuenta lo
anterior, se podria especular que este extremo N-terminal actte como buffer redox
intramolecular protegiendo a las Cys peroxidaticas de la sobreoxidaciéon. Probablemente,
esto sea un mecanismo natural de defensa contra la sobreoxidacion de la enzima para el
mantenimiento de su actividad biolégica; mas adn si se tiene en cuenta que en el proyecto
genoma de E. histolytica no se han hallado genes codificantes para sulfirredoxinas (Loftus y
col., 2005), proteinas encargadas de revertir la sobreoxidacion de las Prx.

Resulté interesante el dato de que EcTRX es un sustrato eficiente tanto para
EhWTRXR como para Eh2CysPrx (con eficiencia similares a las TRX homélogas). De esta
manera, resulta factible hipotetizar en relaciéon a la posibilidad de EcTRX (o TRX
provenientes de otros organismos de la flora intestinal humana) de ser funcional en la
maquinaria antioxidante del parasito. Esto se basa en el argumento de trabajos previos en
los cuales la virulencia de E. histolytica fue asociada con la habilidad del parasito de
fagocitar bacterias entéricas, siendo E. coli uno de los habitantes mas abundantes

identificados en el intestino humano (Orozco y col., 1983). Un soporte adicional para este
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punto de vista estd dado por reportes que demostraron que EcTRX es una proteina muy
abundante y muy estable y que ciertas proteinas de bacterias podrian ser funcionalmente
incorporadas dentro del parasito luego de la fagocitosis (Holmgren y col., 1978; Gleason,
1992).

La expresion de EWTRXR y EWTRX41 (y posiblemente ENTRX6 y EhWTRX8) en
E. histolytica fue confirmada por ensayos de western blot de homogenatos totales del
parésito, utilizando anticuerpos policlonales especificos. Con el fin de realizar una mejor
comprension de la incidencia de estas proteinas in vivo, se efectué su inmunolocalizaciéon
celular utilizando los mismos anticuerpos policlonales. El sistema TRX aparece
marcadamente debajo de la membrana plasmatica de E. histolytica, como fue ilustrado por
microscopia confocal. Esta localizaciéon refuerza la funcionalidad potencial del sistema
para la detoxificacion de ERO in vivo, especialmente considerando que la Eh2CysPrx fue
previamente identificada también como una enzima con acumulacién ectoplasmatica
(Hughes y col., 2000; Hughes y col., 2003), la cual puede aparecer sobre la superficie
celular como una proteina asociada a una lectina de unién a N-acetilgalactosamina
(Hughes y col., 2000; Hughes y col., 2003; Sen y col., 2007). Bajo condiciones de estrés
oxidativo, la lectina puede “reclutar” a la peroxirredoxina para una proteccion
antioxidante (Sen y col., 2007).

La presencia de EA'TRXR y EWTRX41 (también de EX'TRX6 y EWTRXS8) junto con la
Eh2CysPrx puede ser asociado a un sistema antioxidante funcionalmente activo como se
ilustra en la Fig. 4.1.59. El mecanismo esquematizado en la Fig. 4.1.59 es de algtin modo
similar al revisado cuando el genoma de E. histolytica estuvo disponible (Loftus y col.,,
2005). Sin embargo, en el presente esquema se proponen la participaciéon de proteinas del
parésito que han sido previamente ignoradas y que en este trabajo se ha determinado su
potencial relevancia luego de la identificacién de sus respectivos genes en el proyecto
genoma. De este modo, la via metabdlica representada en la Fig. 4.1.59 podria ser
complementada por la contribucién de otros componentes tales como FeSOD, rubreritrina,
flavoproteina A, Ehp34 o TR. Algunas de estas moléculas fueron caracterizadas en forma
previa a la secuenciacién del genoma del parasito, mientras que otras requieren de una

revision integral del proyecto genoma.
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Fig. 4.1.59: Representaciéon esquematica de la via de detoxificacién de ERO y ERN dependiente del
sistema TRX en E. histolytica. (*) Enzimas caracterizadas previamente al proyecto genoma de
E. histolytica. AHD: aldehido deshidrogenasa, ALD: alcohol deshidrogenasa, Fd: ferredoxina, POR:
piruvato:ferredoxina oxidorreductasa, SOD: superéxido dismutasa.

Los resultados obtenidos han demostrado que compuestos no fisiol6gicos, como
quinonas y colorantes redox, son buenos sustratos para la E'TRXR, exhibiendo eficiencias
cataliticas similares a las obtenidas para sus sustratos fisiol6gicos (TRX). Los ensayos de
inhibicién por producto (NADP*), asi como los perfiles de inhibicién de estos compuestos
respecto a la actividad disulfuro reductasa (utilizando DTNB), indicaron que el
mecanismo de reduccién de éstos puede involucrar tanto la via dependiente de tioles (via
de reduccion de disulfuros) como por reducciéon directa via flavina (FADH:) sin
intervencion de los residuos de Cys reactivos de la enzima. En el caso de la quinona menos
sustituida, MBQ, que mostr6 ser un inhibidor mixto muy eficiente para DTNB
(Kic = Kiu # 2,5 uM), podria reducirse por interaccion con el grupo prostético (FADH>) sin
intervencién de los tioles reactivos de la enzima; posiblemente interceptando el flujo de
equivalentes de reducciéon que va desde el FADH, hacia el motivo CXXC dentro de la
misma enzima.

En el caso de DTBBQ y MB, el mecanismo de reduccién determinado involucraria
la participacion de los tioles reactivos de la enzima, exhibiendo ambos compuestos una
fuerte inhibicion de tipo competitiva para DTNB (K; de 105 y 3 uM, respectivamente). Este
resultado concuerda con lo reportado para la interaccién de quinonas muy sustituidas o

completamente sustituidas con TRXR de otras fuentes como de mamifero y de A. thaliana,
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en donde, ademas, se ha descripto una inactivacién de éstas enzimas por alquilacién de
sus sulfidrilos reactivos (Bironaite y col., 1998; Cenas y col., 2004). Como se describi6é en
resultados, la E'TRXR no exhibié inactivaciéon por DTBBQ, observandose una oxidacién
de NADPH en proporciones estequiométricas a la cantidad de esta quinona presente en el
medio de reaccién. Por otro lado, el tipo de inhibicién competitiva de MB observado para
la reductasa de E. histolytica, no se correlaciona con los resultados obtenidos por otros
autores para la GR de humano y de P. falciparum o para la TR de T. brucei y TRXR de
P. falciparum, donde el MB se caracteriz6 como un inhibidor de tipo no competitivo
(Buchholz y col., 2008a; Buchholz y col., 2008b). Varios autores han realizados estudios con
mutantes de estas proteinas en las cisteinas reactivas, revelando la existencia de una
interaccion directa entre el grupo prostético reducido de estas flavoenzimas (FADH)) y el
MB. Estos autores describen como responsable de la reduccion de MB a la flavina
reducida, asi como de la actividad diaforasa en general de las disulfuro reductasas
(Buchholz y col., 2008b). No obstante, no se deberia descartar la posibilidad de que la
EHWTRXR pueda reducir al MB por un mecanismo independiente a los tioles reactivos (via
flavina reducida), dado que a nivel molecular pueden estar ocurriendo ambos mecanismos
y que por los ensayos cinéticos realizados se detecte el mas predominante. Esto deberé ser
complementado con ensayos realizados con variantes mutantes de la enzima en sus
cisteinas esenciales, asi como por evaluacién de las variaciones en los espectros de
absorcién de la enzima durante el ciclo catalitico.

Independientemente de las vias de reducciéon de quinonas o MB por la EF'TRXR,
estos compuestos mostraron ser inhibidores eficientes de la actividad disulfuro reductasa,
presentando bajos valores de Ki. Principalmente el MB demostré actuar como un sustrato
subversivo, ya que no solo fue capaz de captar el flujo de electrones de la enzima
impidiendo que ésta pueda cumplir con sus funciones fisioldgicas, sino que también actud
como un generador de especies oxidantes (H2O) al reoxidarse en presencia de O». Esta
accion, fisiolégicamente, generaria un ciclo redox en el cual se vea comprometido el
balance de oxido reduccién, dado que se consumen los equivalentes de reduccién en pos
de generar especies reactivas oxidantes, como se representa en la Fig. 4.1.60. Si bien
todavia restan por realizar pruebas en cultivos de E. histolytica, todas las propiedades aqui
descriptas hacen a las quinonas y al MB modelos de interés para el disefio de nuevos

agentes antiparasitarios.
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Adicionalmente, existe una razén importante para considerar al MB como un
compuesto antiparasitario y es el hecho que cumple con el criterio de droga BONARIA
(Buchholz y col., 2008b). El acrénimo inglés BONARIA deriva de las caracteristicas: seguro,
de eficacia, asequible, certificado y de accesibilidad internacional (Buchholz y col., 2008b).
El MB es una droga certificada que ha sido utilizada en trabajos clinicos por muchas
décadas, principalmente en clinicas pedidtricas como quimioterapia contra
metahemoglobinemia congénita y adquirida (Buchholz y col., 2008a; Buchholz y col.,,
2008b). Estudios in vitro y pruebas clinicas han demostrado que este compuesto posee
propiedades antimaldricas y antitripanosomales (Buchholz y col., 2008a; Buchholz y col.,
2008b). Por lo tanto, el MB es un compuesto importante para ser evaluado, solo o en
combinacién con otras drogas, contra los casos emergentes de amebiasis resistentes a la

quimioterapia convencional.
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Fig. 4.1.60: MB como sustrato subversivo de EA'TRXR. La enzima cataliza la reduccién de MB a
expensas del NADPH. El leucoMB generado es oxidado por O, promoviéndose un consumo de
NADPH y Os y la produccion de ERO, predominantemente H>O,. Imagen adaptada de Buchholz,
20082,

Con el fin de encontrar posibles inhibidores de la E'TRXR de origen natural, se
evaluaron los efectos de aceites esenciales vegetales (AE) sobre la funcionalidad de
ERTRXR. Los ensayos realizados con el AE de tomillo, revelaron que los componentes de
este aceite fueron sustratos eficientes para la EWTRXR, incrementando la actividad

NADPH oxidasa diez veces respecto a la basal (230 min). En adicion, este aceite demostrd
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un potencial inhibitorio sobre la actividad disulfuro reductasa de EHWTRXR; pero,
contrariamente a lo esperado, no por bloqueo de los tioles reactivos e inactivaciéon de la
enzima, sino por “competencia” con los sustratos disulfuros por los equivalentes de
reduccién provenientes del NADPH. Este desvio de los equivalentes de reduccion, evitaria
que la enzima realice su funciones fisiolégicas, “gastando” las fuentes poder reductor, de
forma similar a lo observado para quinonas y MB, como se describié anteriormente.
Reportes previos han descripto la accion antiparasitaria (contra tripanosomas y
leishmania) del AE de tomillo, asi como un comprobado efecto pediculicida (Cowan,
1999). Se ha demostrado que la allicina, es un compuesto derivado del aceite esencial de
ajo (Allium sativum) inhibe el crecimiento de trofozoitos de E. histolytica a concentraciones
de 30 ug ml-1, mientras que a menores concentraciones, éste compuesto mostré un efecto
inhibitorio in wvitro de la actividad biologica de cisteina proteasas y alcoholes
deshidrogenasas, cercanos al 90% (Cowan, 1999; Anthony y col., 2005). En una prueba
realizada en humanos adultos con emulsiones de AE de ajo y orégano (Origanum vulgare),
suministrados oralmente por seis semanas, redujo la excrecién en materia fecal de
Blastocystis hominis, E. hartmanni y Endolimax nana por debajo del limite de deteccion
(Cowan, 1999). Los estudios previos y los resultados aqui expuestos apoyan fuertemente la
potencialidad de los aceites esenciales como importantes agentes antiparasitarios. Asi, la
evaluacion del potencial antiparasitario del AE de tomillo sobre cultivos del E. histolytica
como asi, el aislamiento y caracterizacion de los componentes activos abrird nuevas lineas
de trabajo para futuras investigaciones.

Luego de todo lo desarrollado anteriormente, enfatizando el estudio de inhibidores
“exclusivos” para la EN'TRXR, se podria realizar la siguiente pregunta: ;por qué seria tan
importante inhibir a esta enzima? Una respuesta posible seria que si el sistema TRX en
E. histolytica operase de forma similar a lo esquematizado en la Fig. 4.1.54, una inhibicién
de la reductasa (primer componente) traeria aparejado un desacople en la cascada de
oOxido-reduccion. Esta disfuncionalidad del sistema enzimadtico, acarrearia la acumulacion
de EWTRX-S,, y por ende, un aumento en la concentracién de RSSR y S-nitrosotioles, los
cuales pueden oxidar cisteinas esenciales para la actividad biolégicas de ciertas enzimas.
En adicion, la falta de regeneracion de EA'TRX-S; al estado reducido impediria la reduccion
de proteinas sustratos, cuya actividad funcional depende de encontrarse en estado

reducido. La disfuncién del sistema TRX llevaria a un desabastecimiento de equivalentes
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de reducciéon necesarios para la detoxificacion de hidroperéxidos, mediada por
Eh2CysPrx, produciendo una acumulacién de ERO.

Maés atn, si el inhibidor de la actividad fisiologica es un sustrato subversivo, podria
desviar el flujo de equivalente de reduccién hacia el O,, generando especies més reactivas
(como el H>O» u Oy), potenciando el efecto desacoplante. Este efecto transformaria a una
disulfuro reductasa antioxidante en una enzima prooxidante, lo que generaria un ciclo
fatil que contribuiria a la acumulacién de ERO a expensas del poder reductor provenientes
de las coenzimas, estimulando su consumo y agotamiento. En este escenario se produciria
un desbalance en la homeostasis redox de la ameba, el cual podria comprometer
seriamente la viabilidad de este parasito. Es por ello que el estudio y validaciéon de
EhTRXR como posible blanco molecular podria ser de importancia para el disefio de
nuevas drogas terapéuticas contra la amebiasis. Esta idea ha sido recientemente
respaldada por un trabajo que muestra como el metroimidazol (una droga usualmente
utilizada en el tratamiento de la amebiasis) puede unirse a las cisteinas reactivas de
ERTRXR y EWTRX (entre otras proteinas tiol), formando aductos inactivos, lo que trajo una
mayor sensibilidad de las células de E. histolytica al oxigeno debido su reducida capacidad
de detoxificar ERO (Leitsch y col., 2007).

Como conclusién final, este trabajo busca aumentar el conocimiento relacionado a
las reacciones que, en E. histolytica, estan dirigiendo el flujo de equivalentes de reduccién,
los cuales constituyen un mecanismo metabdlico critico para la supervivencia y virulencia
del parésito. El sistema TRX aparece como una herramienta importante no sélo para la
detoxificacion de hidroperéxidos, sino también para el mantenimiento de otros
compuestos en estado reducido. Este funcionamiento més versatil soporta un punto de
vista donde el sistema dependiente de TRX juega un rol relevante en la defensa del
parasito contra la toxicidad del oxigeno durante la fase extraintestinal oxidante en la

infeccion amebiana.
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4.2. CAPITULO 2: Caracterizacién del metabolismo redox dependiente de

tioles en Phaeodactylum tricornutum.

4.21. Evaluacion de actividades disulfuro reductasa en extractos crudos de
P. tricornutum.

Para una primera aproximaciéon en la identificacion de posibles enzimas
involucradas en el metabolismo redox en este organismo, se realizaron determinaciones de
diferentes actividades disulfuro reductasas en extractos crudos de la diatomea crecida en
forma fotoautotréfica. Para este fin se evalué la capacidad de oxidacion de
NADPH/NADH (segtn corresponda) en presencia de diversos sustratos disulfuros.
Previo a la determinacién de la actividad, fue necesario eliminar los pigmentos
(interferentes de la medida espectrofotométrica) en el extracto crudo, mediante
precipitacion con (NH).SO4 al 20% de saturaciéon. Como se puede apreciar en la Fig. 4.2.1,
solo se pudo detectar actividad significativa de GR y dihidrolipoamida deshidrogenasa.
Por el contrario, no se observé actividad TRXR (en presencia de EcTRX 30 uM), no
obstante se pudo detectar una leve actividad DTNB reductasa, la cual, segin la
bibliografia (Gromer y col., 2002), podria ser atribuida a alguna enzima del tipo TRXR, la
que podria utilizar a este compuesto como sustrato alternativo. Esta tiltima observacién no
contradice el hecho de no detectar actividad TRXR en presencia de una TRX heteréloga
(EcTRX), dado que existen una amplio nimero de informes (Jacquot y col., 1994) que
demuestran la falta de reacciéon entre TRXR de origen vegetal con TRX bacterianas o de
otras fuentes. En adicién, no se ha detectado actividad cistina reductasa o TR en los
extractos crudos del alga.

Como complemento de los experimentos anteriores, se realizaron ensayos de
western blot contra extractos crudos del alga (preparados de forma similar a la arriba
mencionada) utilizando anticuerpos policlonales contra proteinas homoélogas (de otras
fuentes) relacionadas con el metabolismo redox. En la Fig. 4.2.2 se puede observar que el
anticuerpo anti-EFTRXR reconocié dos bandas entre 55 y 65 kDa, coincidentes con los
tamafios moleculares de TRXR de alto peso molecular (Mustacich y col.,, 2000). Esto
sustenta la comprobacién de la actividad DTNB reductasa (con NADPH) detectada en el
extracto. Ademads, los anticuerpos anti-EWTRX41 y anti-TcPMSR10 (ver Capitulo 3)
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reconocieron bandas de tamafios caracteristicos a TRX [10-12 kDa (Banerjee, 2008)] y
metionina sulféxido reductasa A [20 kDa (Boschi-Muller y col., 2008)], respectivamente.
Los resultados obtenidos sugirieron la presencia de los metabolismos redox dependientes
de TRX y del GSH, asi como del sistema multienzimatico mitocondrial, piruvato
deshidrogenasa, el cual forma parte la enzima dihidrolipoamida deshidrogenasa (Serrano,
1992) en P. tricornutum. En adicién, el ensayo de western blot dio indicios de la existencia de
sistemas reparadores del dafio oxidativo en proteinas, de los cuales su principal
exponentes son las Msr (Banerjee, 2008). A pesar de no haberse detectado actividad TR en
los extractos crudos, el anticuerpo anti-TcTR reconocié una banda de 55 kDa, coincidente
con la masa molecular promedio de las TR (Krauth-Siegel y col., 1987), lo que indicaria, en
principio la posible existencia de una TR 6 proteina relacionada a éstas, como por ejemplo
la GR [TR y GR contienen secuencias aminoacidicas con regiones altamente conservadas
(Muller y col., 2003)]. Esto altimo es avalado por la presencia de una gran actividad GR en

los extractos crudos de la diatomea.
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Fig. 4.2.1: Evaluacién de la actividades disulfuro reductasa en extractos crudos de P. tricornutum.
Los ensayos se realizaron a 30 °Cy pH 7,5.
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Fig. 4.2.2: Ensayos de western blot contra extractos crudos de P. tricornutum (70 pg por calle)
utilizando anticuerpos (1/500) contra proteinas homologas: 1) anti-EFTRXR; 2) anti-IcTR;
3) anti-EWTRX41 y 4) anti-TcPMSR10. Para el revelado se emple6 anticuerpo secundario anti-rabbit
conjugado con peroxidasa.

4.2.2. Purificacién de GR a partir de extractos crudos de P. tricornutum.

Teniendo en cuenta los resultados anteriores, se realiz6é la purificacion de una
enzima con actividad GR, para lo cual se partié6 de 36 g (base humeda) de células de
P. tricornutum crecidas en condiciones fotoautotréficas. El procedimiento consistié en
cuatro pasos de purificacion detallados en la Tabla 4.2.1. Como se mencion6
anteriormente, se necesitd la eliminacién de los pigmentos por precipitacién con
(NH4)2SO4 para poder determinar la actividad inicial de partida. Este extracto crudo
previamente tratado es lo que se consideré como muestra original (MO). Inicialmente se
realiz6 una cromatografia de intercambio i6nico utilizando wuna matriz de
DEAE-Sepharosa, obteniéndose un factor de purificacién de 1,8 veces y una recuperacion
del 71% de la proteina con actividad GR (eluida con NaCl 0,25 M). El siguiente paso de
purificacién consistié en una cromatografia de peudoafinidad, sobre Blue-A Sepharosa, en
la cual la proteina se purificé 32 veces con una recuperacion del 42% de la actividad GR, la
que se eluy6 con NaCl 0,25 M. El dltimo paso cromatografico radicé en una cromatografia
de afinidad, mediante una matriz de 2°,5"-ADP-Agarosa, obteniéndose una purificaciéon de
161 veces y una recuperacion de la actividad GR del 3,1%, que pudo ser eluida con NaCl

0,0625 M.

-167-





