UNIVERSIDAD NACIONAL DEL LITORAL
FACULTAD DE BIOQUIMICA Y CIENCIAS BIOLOGICAS

Tesis para la obtencion del Grado Académico de Doctor en Ciencias Biolégicas

“ESTUDIO DE NUEVOS ACTORES EN EL METABOLISMO

ANTIOXIDANTE DE PROTOZOOS PATOGENOS”

Matias Sebastian Cabeza

Director: Dr. Sergio A. Guerrero

Codirector: Dr. Diego. G. Arias

Instituto de Agrobiotecnologia del Litoral (CONICET/UNL)

- 2015 -







AGRADECIMIENTOS

Quiero expresar mi agradecimiento a aquellas personas e instituciones que
hicieron posible la realizacion de esta Tesis:

Al Dr. Sergio Guerrero por confiar en mi, aceptarme bajo su direcciéon y por su
guia durante estos afios. Agradezco especialmente su predisposicion para escuchar y

discutir nuevas ideas, avanzando en el desarrollo de las mismas.

Al Dr. Diego Arias, por aceptar co-dirigir esta Tesis con compromiso y
dedicacion. Por su participacion activa tanto en el marco teérico asi como en el trabajo

experimental.

Al Dr. Alberto Iglesias por sus aportes cientificos y por las discusiones
enriquecedoras que contribuyeron a la realizacion de este trabajo.

A la Agencia Nacional de Promocion Cientifica y Tecnolégica (ANPCyT) y al
Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Tecnoldgicas (CONICET), por
otorgarme las becas doctorales que me permitieron llevar a cabo este trabajo de Tesis.

A los organismos que financiaron las distintas etapas del proyecto de
investigacion del cual forma parte el presente trabajo: a CONICET, a la ANPCyT y a la
Universidad Nacional del Litoral.

A la Facultad de Bioquimica y Ciencias Bioldgicas por aportar el espacio fisico e
institucional en el que se desarroll6 este trabajo de Tesis doctoral.

A todos mis companeros de laboratorio durante estos afos. Con ellos tuve la
suerte de vivir innumerables buenos momentos. A muchos seguramente los seguiré
frecuentando, con otros las distancias quizds nos separen, pero todos quedaran
retenidos en ese rincon de la memoria donde se guardan las alegrias vividas. Espero

que todos puedan cumplir sus suefios, se lo merecen.

Finalmente, un eterno agradecimiento a mis afectos mas cercanos: Pablo, mis
padres, hermana y sobrinas. Quizas algun dia logre brindar aunque sea una fraccién
del amor y apoyo que ustedes me dan. Son lo Unico verdaderamente irremplazable en

mi vida.



Este trabajo de Tesis fue desarrollado en el Instituto de Agrobiotecnologia del

Litoral (CONICET) y en la Facultad de Bioquimica y Ciencias Biolégicas (Universidad

Nacional del Litoral), bajo la direccién del Dr. Sergio A. Guerrero y la codireccién del

Dr. Diego G. Arias. Parte de los resultados expuestos fueron dados a conocer en las

siguientes publicaciones y reuniones cientificas:

Publicaciones.

Arias DG, Cabeza MS, Erben ED, Carranza PG, Lujan HD, Téllez Ii6n
MT, Iglesias AA, Guerrero SA (2011) “Functional Characterization of
Methionine Sulfoxide Reductase A from Trypanosoma spp.” Free Radical
Biology & Medicine 50, 37-46.

Cabeza MS, Guerrero SA, Iglesias AA, Arias DG (2015) “New enzymatic
pathways for reactive oxygen species reduction in Entamoeba histolytica”
Biochimica et Biophysica Acta — General Subjects 1850, 1233-1244.

Reuniones Cientificas.

“Study of an unusual methionine sulfoxide reductase from Trypanosoma
cruzi’. Cabeza MS, Arias DG, Iglesias AA, Guerrero SA. XLVI Reunién
Anual de la Sociedad Argentina de Investigacion en Bioquimica y Biologia
Molecular. Puerto Madryn, Argentina, 30 de noviembre al 3 de diciembre
de 2010.

“Caracterizacion de un sistema alternativo de detoxificacion de especies
reactivas del nitrégeno y oxigeno en Entamoeba histolytica”. Cabeza MS,
Arias DG, Iglesias AA, Guerrero SA. IX Congreso Argentino de
Protozoologia y Enfermedades Parasitarias. Mar del Plata, Argentina, 10-
12 Noviembre 2011.




INDICE



INDICE

1. INTRODUCCION. ..ottt es ettt ettt sttt ettt ettt et et eteseses s s s ssssssssnees 2
00 O o > { Tl o =T e 1] IR o D1 =T To TSRS 2
1.2. Rol del oxigeno durante la evolucidn de 1a vida.........cccuveeeeciiiiiciieee e, 3
1.3, ESPECIES FEACTIVAS. ceitiiiiiiiiiiiiiieicceee et e e e e e e e e e e e e e eeeeeeseeeeeaeeeeeeesennnens 7

0 0 B U o T=T o )T o T USRS 7
1.3.2. Peroxido de hidrOZEN0. ......uuiiiciiiiiciee ettt e e st 7
1.3.3. Radical hidroXilo. .....oeeeeeeiieieeeiee e et 8
1.3.4. OXidO NIFCO / PEIrOXINITITLO. .ouvvvvieieiieeeeieieeeeee ettt ettt ae s nenenas 9
1.4. Blancos de 1as SPECIES FEACTIVAS. ....cccueeeieciiee e et ettt ttee e e eerre e e e tre e e s e aae e e eenraeas 10
1.4.1. Dafo oxidativo @ 10S 1PId0S. ..cccuiiei et et e 10
1.4.2. Dafio oxidativo @l ADN. ......ooiiiiiiiieiieeiee ettt ettt et e s 10
1.4.3. Daio oxidativo @ 1as ProteiNas. ...t 11
1.5, ANTIOXIAANTES. .eiiuiiiiiiieiiee ettt ettt et e st e at e s b e e s bt e e sab e e sabeesbee e sabeeenee s 12
1.6. Vision general sobre el estrés oXidativo. ......ccccccieeiieiiee e 12
1.7. Defensa antioxidante en organismos @erobios. .........ccceeeecieieeccieeeeciee e e 13
1.8. Defensa antioxidante en organismos anaerobios.........ccccecveeeeeciiecccieee e e 14
1.9. Reparacidn de moléculas dafiadas. ........cccecuveieiiiiieiiciee e 16
1.9.1. Metionina sulfoxido reductasas. ........ccocvereerierienienieeet e e 17
1.9.1.1. Tipos de metionina sulfoxido reductasas.......cccceveieeeiicieeecciiee e 18
L.010. ProOtistas. ....eeeeeiiiiieeeeee e 19
O B Y - T L o T A o =T 1Y 1 1 T TSR 20
1.12. ProtOZ00S PArSItOS. .uuvieiiiiieeeeitiieeeetie e e eetee e e ecttee e e etebee e e eetteeeeeateeeesabaeeeeentaeaseseneeeansenens 21
1.13. Entamoeba histOlYtiCa. ....cccuuiiiiiiiiee e 21
000 T I o = = 1Y 1 o SRR 21
000 A 1o =Y o1 - PSR 24
1.13.3. BiolOgIa CRIUIAT. oottt e e et e e e b e e e e araeaeaas 25
0 30 S 1 I -{=T o T o - TR PR 26
1.13.5. MetaboliSIMO. ..cc..eeiiiieeeeeee e e e 26
1.13.6. Fermentacion de 12 glUCOSA. ....uiiiiiiiiiiiiie et 28
1.13.7. Rol del oxigeno en los caminos metabdlicos y productos finales. ........cccceeeennnennn. 30
1.13.8. Defensas antioXidantes. .......ooeiiiiiierieeie ettt 31
1.13.9. Preguntas abiertas e hipotesis de trabajo.........ccccecveieeciiieecciiie e e, 33

Vi



1.14. TripanOSOMATIOS. .....cvieiiiiiiee ettt e e et e e et e e e e ate e e e bee e e e abeeeeeabeeeeeaseaes 35

1.15. Caracteristicas particulares de los tripanosomatidos. .......ccccceeceeeeeciieecccieee e 36
1.16. TrYPANOSOMA CrUZI. ceveiiiiiiiiiiiieieieieieieeeieteteeeieeeteeeteseessereeeeeeeeeeeeereeeseeeeeeeeeeeeeeseeeeeeessseaeeens 37
1.16.1. TAXONOMIA. .eeiuiiitietieteeteeit ettt et sat e sttt et e e bt e bt e b e e bt e beesbeesbeesaeesatesanesbeeenreens 37

O ST |V o T (o] (o ={ - TR TSR 37
1.16.3. El ciclo de vida de Trypan0oSOmMa CrUZi........ceeecueererriureeeriiieeesireeessereeesssnreeesssnneeeens 38
1.16.4. Enfermedad de Chagas. .......cccueiiiiiiie ittt e e rae e s eata e e e ebaeeeeans 39
1.16.4.1. TransmiSiON: €] VECLON. ..cc..evuiiiiiiiiiieieeee ettt 39
1.16.4.2. ASPECLOS CHNICOS. ..vviiieiiiieciiiiee ettt e e e ae e e e e e s e areeeeeanees 40

0 S TR B T -V T 1y d oo JE PSP TUPR 41
1.16.4.4. Tratamiento ACTUAL. ...c.cooiiiiiiieeie et 41
1.16.4.5. Posibles blancos terapéuticos actualmente bajo evaluacion. ...........c..cc......... 42
1.16.5. Defensas antioXidantes. .......coeiieiiiirieeie ettt 43

2. OBUETIVOS ..ttt sttt st sttt et e b e e b e e bt e b e e bt e e bt e sb e e sabesateeneeeateenrean 47
3. MATERIALES Y METODOS.......couturivririeriitiiitetentissessis et 49
3.1. Materiales y reactivos QUIMICOS.......ciiccieieiiiieeecitee e eciee e escree e ssree e e e e s srae e e e sbeee e aes 49
3.2. Protozoos utilizados y procedimiento de CUltiVO. .........uvveeeeiiiiiiiiiieeee e e 49
3.2.1. Entamoeba histolytiCa......ccovciiiiiiiiiiccee e e 49
000 Y/ o T- T aToTT0T 0 o - 1ol (U 14 1 49
3.3. Cepas bacterianas y de levaduras, plasmidos y procedimiento de cultivo..................... 49
R 01 R 5T o Y- 3N 49
3.3.2. PIasmidos ULIliZados. .....c.eevuieirieiiieiienieereere et 50
3.3.3. Cultivo de Escherichia COli. .......cooiiieiiienieieieeeeee e 51
3.3.4. Cultivo de SaccharomyCes CEreViSIae. .....uuiiiiiiiiiiieeecciee et e aee e e 51
3.4. Métodos utilizados en biologia molecular. ..o 52
3.4.1. Extraccion de material EENELICO. ......ccociiieiiciee e e 52
3.4.2. Reaccidon en cadena de 1a polimerasa. .......ccceeeeecieeieciiiee ettt 53
G T 0 T-Jo T [¥ Lol [=To ] A o [o 1 J APPSR 53
3.4.4. Electroforesis en geles de agarosa. ....cuveeecceeeeiciiee et 54
3.4.5. Purificacién de ADN desde geles de agarosa. ........ccceecveeeeeciieeecciiee e 54
3.4.6. Precipitacion de ADN. ...ttt e ettt e e e are e e e eba e e e e ate e e e enree e e ennes 55
3.4.7. Minipreparacion de ADN plasmidiCo. .......ccccoueeeeciieieciiee e 55
3.4.8. Digestion enzimatica de ADN. ........eeiiiciiei et et e e e 55
3.4.9. Ligacion de fragmentos de ADN. .......cccuiiiiiciiie ittt tee e e e e e 55

vii



3.4.10. SecUENCIACION @ ADN . ... e e e e e e e e e s e e s s e s e s e sesesssesssssesanans 56

3.4.11. Transformacion de E. coli por el método de CaCly......c.ceeeecvieeeeciieeeecieeeeceee e 56
3.4.12. Transformacion de S. cerevisiae por el método del acetato de litio. ..................... 56
3.4.13. Ensayos de complementacion en 1evaduras. .......ccccocveeeeecieeecciiee e 57
R BT Y/ =1 doTe [0 1 o 1o o U] { g Y [olo 1 PP 57
3.5.1. Electroforesis en geles de poliacrilamida........cccoccveiiiriiiiiinciee e, 57
3.5.2. Preparacion de antiSUBIOS. ......uciicuiiieiiiiieeeeciieeeecireeeestaee e e st te e e s eree e e e saeeeeennsaeeeennees 58
3.5.3. Electrotransferencia seguida de inmunodeteccion. ........ccccccvueeeeciiieeeccieee e 58
3.5.4. Cuantificacion de proteinas totales. ......cccoecieeeiciee i 58
3.5.5. Desalado y cambio de buffer. ... 59
3.5.6. Concentrado de Proteinas.......cccecieeeiiiieeeeiiiee e s e e e e e sree e e 59
3.5.7. Preparacion de S-nitroSOtiOlES. ......uiiiicuiiei ettt 59
3.5.8. Permeabilizacién de células de T. cruzi con digitonina. .......ccccceeeecieeeccceeecccieee e, 59
3.5.9. Purificacion de antiCUBIPOS. ......ccccuuieeiiiieeeecieee et e et e et e e e erae e e e e are e e e earaee e enees 60
3.5.10. Obtencidn y purificacién de los isdmeros Ry S de la Met-SO. ......ccceccvveeecrieeenneee. 60
3.5.11. Ensayos de fosforilaCion. ........ccuciiiiiiiiieeccee e 61
3.6. Expresién y purificacidon de las proteinas recombinantes. .......cccoceeeeeeeviciiveeeeeeeeeccinnen, 61
3.6.1. Induccidn de la expresidn de las proteinas recombinantes.........ccccceevecieeencieeeenee, 61
3.6.2. Disrupciodn celular y preparacion de extractos Crudos. .......ccueeeeeveeeeecieeeeecnveeeenns 62
3.6.3. Cromatografia de afinidad por metal inmovilizado. ........ccccccveeieiieiicciiee e, 62
3.6.4. Cromatografia de afinidad por unidn a amilosa. ........cccceeecieeeeciiee e, 62
3.6.5. Proteinas accesorias Utilizadas. ......ccocueeeeerieeieeieeeeeeeeeeee e 63
3.7. MEt0d0S @NAlitiCOS. ..eovveeriiriiiriierieee et 63
3.7.1. Determinacidn de la masa molecular. ......cccoeereinienienence e 63
3.7.2. Determinacion de flavinas. ........ccocieiienieiiee e e 63
3.7.3. Determinacion de hiBrro. ... ittt s e 64
3.7.4. ENSAYO0S ENZIMATICOS. ... tiiei i ieciiee ettt e e et e e et e e e e ete e e e eeate e e e ebtee e e e abeeeeeareeeeenneeens 64
3.7.2.1. Determinacion de la actividad Rd reductasa de la ERNROR. ......cc.cccocvervenunenee. 65
3.7.2.2. Determinacion de la actividad TRX reductasa de la EhNROR. ........cccccecveeiennen. 65
3.7.2.3. Determinacioén de la actividad DTNB reductasa de la EnNROR. .........cccccevueeneen. 65
3.7.2.4. Determinacién de la actividad cistina o CysNO reductasa de la EANROR. ........ 65
3.7.2.5. Determinacioén de la actividad diaforasa de la EANROR. ........ccccceviiniinicninnnen. 65
3.7.2.6. Determinacion de la actividad NaNO, o NH,OH reductasa de la EhNROR......... 66
3.7.2.7. Reduccion de flavinas libres por la ENNROR. ........ccoociiiiiiiieeecreeecieee e 66

viii



3.7.2.8. Determinacion de la actividad nitroreductasa de la ERNROR.......ccccoeeveeunnnnnneee 66

3.7.2.9. Determinacion de la actividad NAD(P)H oxidasa de la ENNROR..........ccccuuue...... 66
3.7.2.10. Reduccidon de la rubreritrina (ENRI). .cooooovvveiiiiieiceeeee e 67
3.7.2.11. Reduccién de la proteina flavodiférrica 1 (ERFDPL).....ccccuveeeiiiiieeciiieeeciieeeeas 67
3.7.2.12. Determinacion de la actividad Met-SO reductasa. .....cccccceevveeriieerieeenieenineenns 67
3.7.5. Determinacion del potencial de reduccidn estandar........ccccoocccvvveeeeeiccciiiieeee e, 68
3.7.6. Espectroscopia UV-Visible. .......oooiiiiiiieece e e 68
RISV [Tl g TYolo] o = Y elo] ] {eYor- | FAu SRR 68
3.9. Modelado por hOMOIOZIa.........coivciiiiiciee e 69
4. RESULTADOS Y DISCUSION........oiviieeeieeeeeeeeeeeteeeee ettt teseses ettt sttt et tssssesesesesaneneens 71
4.1. CAPITULO 1: ENtamoeba NiStOIYEICa......cvcvevevieeeeeeeeeeeeeceeteteeeeeeeseeeseeeee sttt nenenas 71
4.1.1. Analisis de la secuencia primaria de la ERNROR. ........cocciiiiiiiiiiiiniieee e 71
4.1.2. Clonado y expresion de 1a ENNROR..........ooiiiiiiiiiciiee ettt ettt 73
4.1.3. Analisis de las caracteristicas bioquimicas de la ENNROR...........ccccceeeieiiieeecieeeenee, 75
4.1.4. Estudio de la capacidad NAD(P)H oxidasa de la ENNROR. .........ccccovreeccieeeecieee e, 76
4.1.5. Estudio de la capacidad de la EhNROR de reducir compuestos de bajo peso
MNOIECUIAI ...t ettt et e s bt e s bt e e sbb e e st e e sabeeesanbeesabeessnteesareens 80
4.1.6. Estudio de la capacidad redoxina reductasa de la ENNROR..........ccccceeecvreeecrieeennee. 82
4.1.7. Expresion y estudios bioquimicos de 1a ERRF. .......ccueiieciiiiiecieee e 84
4.1.8. Analisis de la actividad peroxidasa de l1a ENRF...........cooeiiiiiieciiii e 88
4.1.9. Antecedentes y analisis de la secuencia primaria de la EhFDPs. .........ccccceevvveenneee. 90
4.1.10. Expresion y estudios bioquimicos de [a ENFDPL. .......cccoeviiiiiiiieiiiee e ecivee e 93
4.1.11. Andlisis de las capacidades cataliticas de la ENFDP1........cccccceevvevvveeeeeeeeenrreeeeeenn, 96
4.1.12. Andlisis de secuencia y expresion de ferredoxinas amebianas..........cccceeeeuvieeneee. 98
4.1.13. Susceptibilidad de EhFd1 y EhFd2 a especies reactivas. ........cccceecvveeeecveeeeeciineeenns 102
4.1.14. Estudio de la capacidad de la EnNROR de reducir a la EhRry EnFDP1. ................ 104
4.1.15. Profundizacion del estudio del efecto inhibitorio de las coenzimas oxidadas sobre
la actividad oxidasa de 1a ENNROR. ......ccuiiiiiiiiieeeeee et 107
4.1.16. Estudio de eXpreSion iN VIVO.........cceeeiciieeeeciiee e ecireeeeeiee e e e e sareeseeearaeeeeareeeens 110
4.1.17. Estudio de localizacion SUbCEIUIAr........couoiiiiiiiiieeeeee e 112
4.1.18. DISCUSION ..ottt sttt sttt ettt e sb e s st st st e et e e b e e s neennees 114

4.1.18.1. La EhNROR vy la EhRr constituyen un sistema eficaz de detoxificacion de H,0,
(o 1< oY d o e [ 0 T o Y011 o - 1R 115

4.1.18.2. Las ferredoxinas son reoxidadas, por accion directa de las FDPs, durante el
o] goTolTYo W [Tl =Ty oY = Yol [ ] o SRR 118




4.1.18.3. Las EhFDPs y las ferredoxinas podrian contribuir a la defensa contra especies

reactivas del nitrdgeno en el Pardsito......cccccviiiciieiieciiie e 123

4.2. CAPITULO 2: TryPanOSOM@ CrUZi ....c.vcveieeeeerierseeeeseeseesessesssssssessssessssesssssessssssesesssssesens 125
4.2.1. Antecedentes y andlisis de la secuencia primaria de las fRMSr........ccccccveviicieenns 125
4.2.2. Ensayos de complementacidn en 1evadura.......ccccocveeeiiiieeeniiiee s 129
4.2.3. Deteccion de la TcfRMsr en extractos del pardsito.......ccceeevcieeeivciiieeincieee e 132
4.2.3. Localizacidon subcelular de 1a TCFRMISE. ...c.uoiiiiiiiieieieeeeeeee e 135
4.2.4. Fosforilacion de 1a TCFRMSIP. ....couviiiiiieeeee e e 136
4.2.5. Obtencidn de distintas versiones de TcfRMsr recombinante. ........cccceceerieeeneennee 139
4.2.6. Ensayos de especificidad in VItro.......ccooocvveiiiciiie it 141
R 1 g 1Y 1Yo L ol 1= [0 1 SRR 143
4.2.8. Titulacidn redox de 1a TCFRMSE ..c...eeiuiiiiiieiee s 146
4.2.9. Modelado por homologia de |a TCFRMSF(G)......ceeeeeiiieiiiiiieeeiiiee e 148
4.2.10. DISCUSION ...ttt sttt ettt ettt e sbe e saeesatesae e et e eaeeebeenbeesbeenneas 152

5. CONCLUSIONES ..ottt ettt eeeeeeeee e e aeaessas s essssssssssssssssssnessssnssesnannnnnnnnnnnn 157
6. BIBLIOGRAFIA ...ttt sttt s ettt ettt ettt sttt nanesas s anananas 161




ABREVIATURAS



LISTA DE ABREVIATURAS

[y-*P]ATP
ul

uM

um
pumol
2BME
AcCoAS
ADH
ADN
AdoMet
AdoMetDC
ADP
ARN
ARNmM
ATP
BSA
CAT
CDNB
cm
CoA
cpm
CTE
Cys
CySNO
DAPI
DNDi
DNICs
dNTP
DO
DTNB
DTT

o
EDTA
En
EROs
FAD
FADPNR
Fd

FDP
FITC
Fid
FMN

adenosin trifosfato marcado en el fosfato gamma con %P

microlitro

micromolar

micrometro

micromol

2-mercaptoetanol

acetil-CoA sintasa

alcohol deshidrogenasa

acido desoxirribonucleico
adenosilmetionina
adenosilmetionina decarboxilasa
adenosin difosfato

acido ribonucleico

ARN mensajero

adenosin trifosfato

albumina sérica bovina

catalasa
1-cloro-2,4-dinitrobenceno
centimetro

coenzima A

cuentas por minuto

cadena transportadora mitocondrial
cisteina

S-nitroso-cisteina

4 '.6-diamino-2-fenilindol
Iniciativa de Drogas para Enfermedades Olvidadas
complejos de dinitrosil-hierro
desoxinucleétidos

densidad Optica

acido 5,5'-ditiobis(2-nitrobenzoico)
ditiotreitol

electron

acido etilendiamino tetraacético

potencial de reduccién estandar

especies reactivas del oxigeno

flavin adenin dinucle6tido

Piridin Nucle6tido Reductasas Dependientes de FAD
ferredoxina

proteina flavodiférrica

isotiocianato de fluoresceina

flavodoxina

flavin mononucle6tido

Xii



FNR ferredoxina NADP* reductasa

fRMsr metionina sulféxido reductasa de tipo libre
g gramo

Glc glucosa

GOD glucosa oxidasa

GPx glutation peroxidasa

GSH glutatién

GSNO S-nitrosoglutation

GSSG glutation disulfuro

h hora

HEDS hydroxethyldisulfide

IAA iodoacetamida

ICsg concentracién inhibitoria al 50%
IMAC cromatografia de afinidad por metal inmovilizado
IPTG isopropil B-D-tiogalactopirandsido
Kav coeficiente de distribucion

kb kilobases

Keat constante catalitica

kDa kilo Dalton

Ki constante de inhibicion

Km constante de Michaelis-Menten
I litro

LB Lysogeny broth

Leu leucina

LIOAC acetato de litio

LIT Liver Infusion Broth

M molar

mA miliAmper

MAT AdoMet sintetasa

MB azul de metileno

MBP proteina de union a maltosa
MBQ 2-metil-benzoquinona

MCF familia de transportadores mitocondriales
Met-R-SO metionina R sulféxido

MetSO metionina sulféxido (racémica)
Met-S-SO metionina S sulfoxido

mg miligramo

min minuto

mi mililitro

mm milimetro

mM milimolar

MM masa molecular

mmoles milimoles

Mpb mega pares de bases

Xiii



MsrA metionina sulféxido reductasa de tipo A

MsrB metionina sulféxido reductasa de tipo B
MV metil viologeno

NAD* nicotiamida-adenina dinucleotido
NADH nicotiamida-adenina dinucleotido reducido
NADP* nicotiamida-adenina dinucleotido fosfato
NADPH nicotiamida-adenina dinucleotido fosfato reducido
NBT Cloruro de nitroblue tetrazolium

nm nanometro

NROR rubredoxina oxido reductasa

© grados centigrados

ODC ornitina decarboxilasa

OMS Organizacién Mundial de la Salud

ORF marco abierto de lectura

Ori origen de replicacion

p/v peso en volumen

pb pares de bases

PBS tampon fosfato salino

PCR reaccion en cadena de la polimerasa
PEG polietilenglicol

PEP fosfoenolpiruvato

PFOR piruvato ferredoxina oxido reductasa

Pi fosfato inorgénico

pl punto isoeléctrico

pmol picomol

PPi pirofosfato

PRX peroxirredoxina

Rd rubredoxina

rpm revoluciones por minuto

Rr rubreritrina

S segundo

SDS-PAGE electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes
SNP nitroprusiato de sodio

SOD superéxido dismutasa

SOR superoéxido reductasa

SUMO small ubiquitin-like modifier

T(SH). tripanotion reducido

TAE tampon Tris acetato EDTA

B terrific broth

TBS Tris-buffered saline

TCA acido tricloroacético

THG transferencia horizontal de genes

TLC cromatografia en capa delgada

Tm temperatura de melting

Xiv



TR
TRITC
TRX
TS

TS,
TXN
TXNPx

uv

v/v
Mg

tripanotion reductasa
isotiocianato de tetrametilrodamina
tiorredoxina

tripanotién sintetasa
tripanotién oxidado
triparredoxina
triparredoxina peroxidasa
unidad enzimatica
ultravioleta

voltio

volumen en volumen
microgramo

XV



RESUMEN



RESUMEN

A pesar de que las reacciones biosintéticas dependientes de oxigeno y la
respiracion aerobica tienen ventajas significativas, el uso de O, en estos procesos
biol6gicos constituye sin duda un riesgo a nivel celular. Las especies reactivas (EROs)
generadas como subproductos del metabolismo del O, tienen el potencial de danar las
macromoléculas celulares. Para hacer frente a estos riesgos los organismos aerobios
han desarrollado mecanismos de defensa para protegerse frente a la toxicidad de las
EROs. Los organismos anaerobios, por el contrario, no utilizan O, para producir
energia. Si bien habitan usualmente ecosistemas andxicos, no pueden evitar estar
expuestos eventualmente al O,. Los caminos metabdlicos presentes en los
organismos anaerobios, especialmente los dependientes de flavoenzimas, tienden a
transferir electrones al O, generando de esta forma EROs. En general, los organismos
anaerobios carecen de los mecanismos de defensa clasicos encontrados en los

organismos aerobios y en su lugar han desarrollado otras innovaciones.

Esta Tesis se centra en el estudio de diferentes sistemas antioxidantes
presentes en dos parasitos patdégenos humanos. Uno de estos organismos presenta
un metabolismo anaerobio (Entamoeba histolytica) mientras que el otro tiene un estilo
de vida aerobio ( Trypanosoma cruzi). Estos patdgenos no solo tienen que lidiar con las
EROs producidas de forma enddgena, sino también con las derivadas de la respuesta
inmune del huesped parasitado.

Entamoeba histolytica, un parasito intestinal que es el agente causal de la
amebiosis humana, esta expuesto a concentraciones elevadas de EROs durante la
invasién de tejidos.

La primera parte de esta tesis comprende los estudios bioquimicos realizados
con el objetivo de alcanzar un mejor entendimiento de las propiedades cinéticas y
estructurales de una rubredoxina reductasa (EANROR), una proteina flavodiférrica
(EhFDP1), una rubreritrina (EhRr) y dos ferredoxinas (EhFd1-2) de E. histolytica.

Se completé la caracterizacion de dos rutas metabdlicas diferentes, dedicadas a
la detoxificacion de O, y H.O, en E. histolytica. También se caracteriz6 una nueva
proteina con actividad rubredoxina reductasa (EANROR) que es capaz de catalizar la
reduccion NAD(P)H dependiente de rubredoxinas (Rd) heterélogas, EhRr y EhAFDP1
pero no asi de las EhFd1-2. Asi mismo, la EANROR exhibié actividad NAD(P)H
oxidasa, la cual genera H,O, utilizando O, como sustrato. Ademas se dejdé en
evidencia que diferentes ferredoxinas son capaces de reducir eficientemente tanto a la
EhFDP1 como a la EhRr.
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En conclusién, los sistemas enziméticos caracterizados podrian contribuir in vivo
a la detoxificacion de O, y H.O,, cumpliendo una funcién importante en la defensa del
parasito contra las EROs.

Los tripanosomatidos parasitan una amplia variedad de vertebrados e
invertebrados. Se han realizado muchos esfuerzos para comprender los mecanismos
mediante los cuales estos organismos son capaces de neutralizar las EROs, pero
mucho menos se conoce acerca de las proteinas responsables de reparar el dano
causado por estas especies reactivas.

La metionina es un aminoéacido susceptible de ser oxidado a metionina sulféxido
(MetSO). La reduccion de MetSO a metionina es catalizada por una metionina
sulféxido reductasa (Msr), una enzima presente en casi todos los organismos. Las
MsrA y las MsrB son los dos tipos de Msr mas estudiadas y reparan metionina —S-
sulféxido (Met-S-SO) y metionina-R-sulféxido (Met-R-SO), respectivamente.
Recientemente se ha descripto una Msr en Escherichia coli (EcfRMsr), especifica para
Met-R-SO no peptidica. Esta enzima se encuentra presente en algunos procariotas y

eucariotas unicelulares.

La segunda parte de esta Tesis comprende la caracterizacion de dos TcfRMsr
alélicas presentes en el genoma diploide de Trypanosoma cruzi. En comparacién con
sus homologos presentes en organismos no tripanosomatidos, estas enzimas poseen
un dominio C-terminal extra que posiblemente esté involucrado en eventos de

transduccion de senales.

En este trabajo se llevé a cabo el clonado, la purificacion y la caracterizacién de
los dominios cataliticos (N-terminal) de ambos alelos de la TcfRMsr. Estos fueron
capaces de reducir Met-R-SO utilizando triparredoxina como dador de electrones. La
eficiencia catalitica entre ambos alelos difiri6 en un orden de magnitud. Esta
discrepancia podria ser explicada en base a diferencias en sus estructuras
cuaternarias. Asi mismo, la TcfRMsr fue capaz de complementar el fenotipo de una
cepa de levadura mutante en todas sus Msr endoégenas, confirmando de esta forma la

funcionalidad de la enzima in vivo.

La TcfRMsr aparenta sufrir distintas modificaciones post-traduccionales, como
por ejemplo, un corte proteolitico entre sus dos dominios constituyentes. Este proceso
parece estar regulado, sin embargo la senal que lo desencadena se desconoce. En
este sentido, la funcién fisiologica de las modificaciones que enfrenta la enzima adn

debe ser dilucidada.
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ABSTRACT

Although O,-dependent biosynthetic reactions and aerobic respiration have
significant advantages in cell biology, the use of O, in several biological processes
represents a double-edged sword. The generation of ROS, as a by-product of the O,
metabolism, has the potential of causing damage to different macromolecules. To
address these threats aerobic organisms have evolved different mechanisms to protect
themselves against the toxicity of ROS. Anaerobic organisms do not use O, for energy
production. Although usually inhabit anoxic ecosystems, they can not avoid periodic
exposures to O,. Metabolic pathways present in anaerobic organisms, especially the
ones that depend on flavoenzymes, transfer electrons to O, adventitiously, thereby
generating ROS. In general, anaerobic organisms lack the classical defense
mechanism against ROS found in aerobic organisms and they have evolved novel
ones. This thesis focuses on the study of different antioxidant systems present in
human parasites, one that has an anaerobic metabolism (Entamoeba histolytica) and
other that has a aerobic way of life (Trypanosoma cruzi). These pathogens not only
have to deal with ROS produced by their own metabolism, but also with those derived

from the immune response of parasitized host.

Entamoeba histolytica, an intestinal parasite that is the causative agent of
amoebiasis, is exposed to elevated amounts of ROS during tissue invasion. Firstly, this
thesis deals with biochemical studies performed to reach a better understanding of the
kinetic and structural properties of a rubredoxin reductase (EANROR), a flavodiiron
protein (EhFDP1), a rubrerythrin (EhRr) and two ferredoxins (EhFd1-2) from E.
histolytica. We complemented the characterization of two different metabolic pathways
for O, and H,O, detoxification in E. histolytica. That is, the characterization of a novel
amoebic protein with rubredoxin reductase activity (EANROR) catalyzing the NAD(P)H-
dependent reduction of heterologous rubredoxins (Rd), EhRr and EAFDP1 but not
EhFd1-2. In addition, the protein exhibited NAD(P)H oxidase activity, which generates
H.O, from O,. We describe how different ferredoxins were also efficient reducing
substrates for both EAFDP1 and EhRr. The enzymatic systems herein characterized
could contribute to the in vivo detoxification of O, and H,O,, playing a key role for the
parasite defense against ROS.

Trypanosomatids parasitize a wide range of invertebrate and vertebrate. Many
efforts have been made to understand the mechanisms by which these organisms
neutralize ROS but much less are known about the proteins responsible of repairing

the damage created by them. Methionine, for example, is an amino acid susceptible to
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be oxidized to methionine sulfoxide (MetSO). Reduction of MetSO to methionine is
catalyzed by methionine sulfoxide reductase (Msr), an enzyme present in almost all
organisms. MsrA and MsrB are the best known Msrs that repair methionine-S-sulfoxide
(Met-S-SO) and methionine-R sulfoxide (Met-R-SO) respectively. In addition, an
Escherichia coli Msr enzyme (EcfRMsr), specific for non-peptidic Met-R-SO, was
recently discovered. This protein is present in some prokaryotes and unicellular
eukaryotes. The second part of this thesis deals with the characterization of two allelic
TcfRMsr present in the diploid genome of Trypanosoma cruzi. In comparison with its
non-trypanosomatids counterparts, these proteins contains an extra C-terminal domain
with a possible function in signal transduction. In this work, we carried out the cloning,
expression, purification and enzymatic characterization of the catalytic TcfRMsr N-
terminal domains of both alleles. They reduced Met-R-SO utilizing tryparedoxin as
electron donor. The catalytic efficiency of the two alleles differs in one order of
magnitude. This discrepancy can be explained based on their quaternary structure. In
addition, TcfRMsr was found to complement a yeast strain deficient in all kind of Msr
activity, confirming the in vivo enzyme functional role. TcfRMsr seems to undergo post-
translational modifications such as for example a proteolytic cleavage between its two
domains. The former process appears to be developmentally regulated but the signal
which triggers that event remains elusive. In this regard, the physiological relevance of
such process still needs to be elucidated.
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1. INTRODUCCION.

1.1. Toxicidad del oxigeno.

Aunque el oxigeno es uno de los compuestos quimicos mas abundantes en la
superficie de la Tierra, algunos de sus productos metabdlicos derivados son
extremadamente téxicos para la vida. La base de esta toxicidad se explica por su
naturaleza fisicoquimica. El oxigeno molecular (O,) es paramagnético, lo que es
inusual por tratarse de un gas, teniendo dos electrones desapareados con espines
paralelos. Esta estructura electrénica constituye una barrera para la insercién de un
par de electrones provenientes de un dador organico durante una reaccién quimica
(Lenton, 2003). Los electrones entrantes intentan acoplarse a los electrones
desapareados (de espines paralelos) presentes en el O,, sin embargo, uno de ellos se
ve imposibilitado de hacerlo debido a la incompatibilidad de espin. Esta situacion es
energéticamente desfavorable y se encuentra reflejada en el principio de exclusién de
Pauli. Una forma de sortear esta barrera es ceder los electrones al O, uno a la vez.
Esto es posible porque los espines electronicos pueden ser invertidos por interaccidén
con los espines nucleares. Sin embargo, este es un proceso lento comparado con el
tiempo de vida media del complejo dador-aceptor y no es probable que ocurra
mientras los reactantes estan en contacto. No obstante, cuando los electrones son
incorporados uno a la vez durante eventos independientes, hay tiempo suficiente entre
colisiones para que ocurra la inversion del espin. Como resultado, la ruta mas comuan
de reduccidn del O, es mediante una serie de transferencias electrénicas univalentes
(Fridovich, 1998).

Varios compuestos intermediarios se forman durante la reduccion del O, a H,O.
Para completarse, este proceso requiere la transferencia univalente de cuatro
electrones, generando como compuestos intermediarios superoxido (O,), perbéxido de
hidrégeno (H-.O.) y radical hidroxilo (HO®). Estos intermediarios reactivos son los
responsables de la toxicidad del O, y el motivo por el que todo organismo vivo ha
desarrollado defensas antioxidantes, con el objetivo de eliminar estas especies

reactivas del oxigeno (EROs) o prevenir su aparicion (Fridovich, 1998).

La respiracién aerobica es el proceso responsable de que la mayoria de los
seres vivos, los llamados por ello aerobios, requieran oxigeno. La respiracion aerébica
es propia de los organismos eucariotas en general (y de algunos tipos de bacterias).
En las células eucariotas, los equivalentes de reduccién generados durante la
oxidacion de la glucosa transfieren electrones a la cadena de transporte de electrones



(CTE) mitocondrial. En ese evento se crea un gradiente de protones que es usado
para la generacion de ATP. Estos electrones reaccionan en ultima instancia con el O,
para formar H,O. Este proceso, conocido como fosforilacion oxidativa, es
energéticamente superior a los caminos metabdlicos fermentativos que se basan en
otros aceptores finales tales como piruvato, acetaldehido, etc (Semenza, 2007). Sin
embargo, la utilizacién de O, como sustrato terminal en la fosforilacién oxidativa trae
aparejado ciertos riesgos. Cuando los electrones pasan a través de la CTE
mitocondrial, algunos de ellos (0,1-0,5%) escapan y se combinan con el O, de forma
prematura, resultando en la generacion de O,. A su vez, el O, puede dar origen a
otras formas de EROs que participan en la iniciacién, o la propagacién, de reacciones
radicalarias dafiando a las biomoléculas e interfiriendo con los procesos bioldgicos
(Imlay, 2003). Para enfrentar estas amenazas los organismos aerobios han
desarrollado diferentes mecanismos para protegerse de la toxicidad de las EROs.

Los organismos anaerobios no utilizan O, para la produccion de energia. A pesar
que por lo general habitan ecosistemas libres de O,, no pueden evitar exposiciones
periodicas al mismo. Por ejemplo en el rumen, uno de los ecosistemas mas andxicos
conocidos, se han detectado concentraciones de oxigeno de hasta 3 uM (Ellis y col.,
1989). Las rutas metabdlicas presentes en los organismos anaerobios, especialmente
las dependientes de flavoenzimas, tienden a ceder electrones de forma adventicia al
O,, generando de esta forma EROs. La bioquimica de los organismos anaerobios se
basa en gran medida en la utilizacion de enzimas con centros de hierro-azufre. Dichas
enzimas son especialmente sensibles a la inactivacion por EROs, lo que puede
amenazar gravemente la viabilidad del organismo (Meehan y col., 2012). Debido a que
la mayoria de los anaerobios no puede replicarse en presencia de O,, en una primera
instancia se creia que estos organismos carecian de enzimas detoxificadoras de
EROs. En la actualizad se sabe que en general carecen de las defensas clasicas
encontradas en los organismos aerobios pero que, en contrapartida, han evolucionado
sistemas propios (Rolfe y col., 1978; Brioukhanov y Netrusov, 2004; Briukhanov,
2008).

1.2. Rol del oxigeno durante Ila evolucion de la vida.

Durante el curso de la evolucion, los recursos energéticos disponibles para las
formas de vida existentes en la Tierra se tornaron limitados, estimulando la utilizacién
de diferentes alternativas y promoviendo de esta forma la diversificacién de los
caminos bioenergéticos existentes. Entre los organismos mas primitivos, se

encontraban los hetero6trofos fermentadores que dependian de compuestos organicos



como fuentes de carbono y energia. La innovacion de la fotosintesis anoxigénica
permiti6 que algunos organismos pudieran convertir la energia de la luz en energia
qguimica. Esto es posible gracias a los electrones cedidos durante la oxidacién del H, o
el H,S, ademas el proceso permite la fijacion de CO, (Banerjee, 2008).

La atmosfera temprana de la tierra consistia probablemente de CO, como
componente principal y era de naturaleza levemente reductora. En cambio, la
atmésfera en los tiempos presentes es altamente oxidante (20% O,) (Slesak y col.,
2012). En la actualidad es aceptado que el advenimiento del O, atmosférico fue causa
de la aparicion de la fotosintesis oxigénica (Blankenship, 2010). En este proceso un
organismo utiliza el agua como dador de electrones en la produccién de materia
organica, liberando O, a la atmosfera. La fotosintesis oxigénica se establecio entre 3,5
y 2,7 billones de afios atrds. Los primeros microorganismos en realizarla fueron

similares a las que hoy llamamos cianobacterias (Blankenship, 2010).

La capacidad de detoxificar EROs debié evolucionar de forma previa a la
fotosintesis oxigénica (y al metabolismo aerobio) de otra forma los primeros
organismos aerobios se hubiesen intoxicado ellos mismos. Esto plantea una especie
de paradoja en cuanto a cual fue el estimulo inicial que impulsé la aparicion de los
sistemas antioxidantes aun antes que hubiera grandes cantidades de O, en el
ambiente. Una posibilidad es la existencia en la Tierra temprana de otras fuentes de
EROs (McKay y Hartman, 1991).

Un trabajo reciente demostr6 que durante el eén arcaico y el paleoproterozoico
temprano fue posible la formacion de H,O,, en la atmosfera temprana deficiente en
oxigeno, por un proceso fotolitico del agua (Liang y col., 2006). Durante los eventos de
glaciaciones producidos en estas eras, grandes cantidades de H,O, pudieron ser
preservadas y concentradas en el hielo. El hielo podia trasladarse hacia el océano,
derretirse y liberar las especies oxidantes acumuladas. Aunque en menor escala, este
proceso ocurre actualmente en la Antartida donde una fuerte radiacion UV llega a la
superficie del hielo como consecuencia del debilitamiento de la capa de ozono en esas
latitudes. En la tierra temprana, carente de O, y por lo tanto de ozono, la superficie era
bombardeada por una intensa radiacién UV (Liang y col., 2006). Sobre la superficie
terrestre esta misma radiacion amenazaria severamente la proliferacién de
microorganismos, no asi en el mar. El océano fue probablemente el lugar donde
evolucionaron los primeros sistemas antioxidantes como una forma de defensa frente
al H,O, liberado por el deshielo. A su vez, cuando el H,O, se encuentra en presencia
de Fe?* produce el radical hidroxilo, que es letal para las células. Es por esto que estas
EROs producidas abiéticamente pueden haber sido la razén del desarrollo de enzimas



protectoras como la catalasa, las peroxidasas y las superdxido dismutasas. Una vez
que esas enzimas estuvieron en su lugar, se allan6é el camino para que evolucione
tanto la fotosintesis oxigénica como la respiracion aerébica (Liang y col., 2006). Por
otro lado las EROs formadas abiéticamente habrian mermado las concentraciones de
S*? vy otros compuestos reducidos, utilizados en la fotosintesis anoxigénica, sobre todo
en ecosistemas cerrados. Esto habria generado la necesidad, entre los
fotosintetizadores, de desarrollar el fotosistema Il para de esta forma poder utilizar H,O
como reductor, y por consiguiente evolucionar hacia la fotosintesis oxigénica (McKay y
Hartman, 1991).

Cuando las cianobacterias desarrollaron la habilidad de realizar la fotosintesis
oxigeénica, liberando O, a la atmosfera, pusieron en movimiento una serie de cambios
ambientales que tuvieron un gran impacto en la evolucion de la vida en el planeta.
Para evitar la extincidén, algunos de los primeros microbios se vieron obligados a
retirarse a nichos ecoldgicos reductores, donde se encontraron a resguardo del O,,
como por ejemplo los sedimentos marinos. Otros se enfrentaron al desafio de un
ambiente més oxigenado y por lo tanto mejoraron sus defensas antioxidantes y
desarrollaron nuevas rutas metabdlicas menos sensibles a las EROs. Con estas
innovaciones protectoras, no solo pudieron crecer en presencia de O, sino que
sacaron ventaja del enorme potencial energético de utilizar este aceptor final en la
respiracion aerobia (Meehan y col., 2012). Esta nueva capacidad energética dio origen
al aumento del repertorio de reacciones bioquimicas, con la aparicion de no menos de
mil reacciones no encontradas en redes metabdlicas anaerobias, generando nuevos

metabolitos secundarios como esteroles, alcaloides, etc (Banerjee, 2008).

La forma en que se origind la primera célula eucariota es todavia objeto de
debate y se postulan diversas hipotesis. Mas aceptada es la idea de que el primer
organismo eucariota, propiamente dicho, habria sido capaz de realizar respiracién
aerobia. Esta capacidad le habria sida transferida a causa de un evento de
endosimbiosis de una célula bacteriana, probablemente una a-proteobacteria. Con el
tiempo, el endosimbionte se transformaria, mediante un proceso de reduccion
gendmica, en la organela que hoy se conoce como mitocondria (Embley y Martin,
2006). La aparicion de los organismos eucariotas se vio facilitada por el incremento
paulatino de la cantidad de O, presente en la atmésfera. Esto se debe a que las
mitocondrias estan contenidas dentro de otro compartimento, que limita la provisién de
O, por difusién simple, necesitandose una mayor concentracién de O, en el medio

externo que la requerida por las bacterias aerobias (Lenton, 2003).



Se postula que el avance de la concentracion atmosférica de O, contribuy6 en
parte a la aparicién de los metazoos. La proteina que confiere a los animales su
resistencia a la traccion mecanica es el colageno. Esta es la principal proteina de
todos los tejidos conectivos, estén calcificados (huesos, dientes, etc.) o desnudos
(ligamentos, cartilagos, piel, etc.). Esta molécula es tan importante que por ejemplo
representa un 25% de todas las proteinas presentes en los mamiferos. El colageno es
una proteina inusual porque esta compuesta de unidades repetidas de unos pocos
aminodcidos, incluyendo la hidroxiprolina. Este aminoacido es producido in situ, por la
oxidacion de la prolina, luego que la estructura basica de la proteina ha sido formada.
Para que este proceso se produzca se requiere que haya al menos un 1% de los
niveles de oxigeno libre presente en la atmésfera actual (Towe, 1970).

Con el objetivo de alcanzar mayores tamafos los metazoos desarrollaron
sistemas circulatorios empleando la innovacion de una proteina transportadora de O,
la hemoglobina (Lenton, 2003). EI O, es relativamente insoluble en agua y su
solubilidad disminuye con el aumento de la salinidad y la temperatura. Por este motivo,
la concentracion de O, disuelta limitaba el tamafo potencial de algunos metazoos
acuaticos (Peck y Chapelle, 2003). Con el tiempo los animales evolucionaron la
capacidad de respirar aire y por esto se beneficiaron de una mayor disponibilidad de
O,. Sin embargo, con esta transicion aumentaron las dafos causados por las EROs, y
es por eso que los vertebraros adquirieron defensas antioxidantes aiin mas eficientes
(Lenton, 2003).

Finalmente con el advenimiento de animales de mayor tamarno y complejidad,
surgieron nuevos nichos ecol6gicos que los microorganismos podian colonizar. Por
ejemplo, el desarrollo de un sistema digestivo dio origen a la aparicion de la flora
intestinal. De esta forma surgieron nuevos tipos de interacciones biolégicas, las cuales
no siempre eran beneficiosas para el huésped y como consecuencia aparecieron las
primeras formas de parasitismo (Solomons, 1993). A su vez, el arribo de agentes
patogénicos determiné la evolucion de la respuesta inmune en el organismo
amenazado. En dicho proceso las EROs juegan un papel central en la destruccién del
patdégeno (Allen y Maizels, 2011; Buchmann, 2014).

Los estilos de vida parasiticos han evolucionado muchas veces de forma
independiente entre los eucariotas. Los parasitos eucariotas han desarrollado la
capacidad de colonizar una amplia gama de huéspedes, incluidos animales y plantas
(Haldar y col., 2006). La adaptacion al parasitismo generalmente tiene como
consecuencia la pérdida de algunas rutas metabdlicas preexistentes (Keeling y
Slamovits, 2005). Esto se debe a que muchas de las moléculas imprescindibles para la



vida se obtienen directamente del huésped y ya no existe la necesidad de sintetizarlas.
En contrapartida, estos organismos adquieren otras vias necesarias para sostener su
nuevo estilo de vida como ser, entre otras, las necesarias para la invasion y la defensa

frente al sistema inmune del hospedero (Schmid-Hempel, 2009).

La vida ha producido el oxigeno atmosférico, que es a su vez una de las
principales variables ambientales que dirigen la evolucién de la misma. Esto implica la
existencia de mecanismos de retroalimentacion y pone de manifiesto la
interdependencia de la biosfera con los elementos abidticos del planeta (Lenton,
2003).

1.3. Especies reactivas.

1.3.1. Superdxido.

El O, se genera a partir del O, por la adicién de un electrén. A pesar de ser un
radical, no es altamente reactivo ni posee la capacidad de penetrar membranas
lipidicas. Por este motivo queda confinado al compartimiento donde se produjo. La
formacion de O, es espontanea, especialmente en ambientes aerobios ricos en
electrones (como por ejemplo la vecindad de la membrana interna mitocondrial). El
radical O,’, como también el H,O,, es generado de forma enddgena por flavoenzimas.
Dos moléculas de O, pueden dismutar a H.O, y O,, pudiendo esta reaccion ser
catalizada por la enzima superdxido dismutasa (SOD) (Nordberg y Arner, 2001).

La carga anidnica del O, inhibe su actividad electrofilica hacia compuestos ricos
en electrones y por esto solo puede oxidar a pocas biomoléculas tales como enzimas
que contengan centros de [4Fe-4S] (por ejemplo aconitasa o dehidratasas) (Imlay,
2003). Los atomos de hierro, cargados localmente de forma positiva, atraen
electrostaticamente al O, y por este motivo son particularmente susceptibles a ser
dafiados por esta ERO.

El O, tiene un tiempo de vida medio corto (10 s) y su concentracion intracelular
es baja (1x10™ pM) (Winterbourn, 2008).

1.3.2. Peroxido de hidrégeno.

El H,O, es no polar y por esto es capaz de penetrar membranas biolégicas y
danar macromoléculas en sitios distantes de su lugar de produccion. Por ejemplo, se
estima que puede difundir hasta 1,5 mm aun en presencia de una concentracién de 2

mM de glutation en el medio circundante. Es relativamente estable (tiempo de vida




media: 10®° s) y su concentracion intracelular puede ser normalmente de 10 pM
(Winterbourn, 2008). También es intermediario en la generacion de moléculas mas
reactivas, incluyendo acido hipocloroso y el HO*. Tedricamente, los efectos nocivos del
H.O, se deben principalmente a su conversién a HO® por la reaccion de Fenton (Imlay,
2003). El H,O, participa en procesos de sefalizacion intracelular al regular diferentes
vias metabdlicas mediante la oxidacion reversible de distintas moléculas blanco.
Varias proteinas quinasas, fosfatasas y factores de transcripcién pueden ser oxidadas
reversiblemente por el H,O, (Imlay, 2003). El atractivo del H,O, como segundo
mensajero se debe a su alta difusibilidad, a que puede producirse de forma enddgena,
acumularse localmente y ser metabolizado enzimaticamente para “apagar” su funcion
(Rhee y col., 2005). Debido a la estabilidad de su enlace oxigeno — oxigeno, el H,O,
es un oxidante relativamente débil (Imlay, 2003). El H,O, puede oxidar los residuos de
cisteina de las proteinas, sin embargo la reaccién es lenta a menos que dichos
residuos se encuentren en su forma de tiolato. Esto sucede cuando las cisteinas estan
espacialmente localizadas cerca de aminoacidos cargados positivamente (Bindoli y
col., 2008).

1.3.3. Radical hidroxilo.

Dada su fuerte reactividad con otras biomoléculas (lipidos, aminoacidos y acidos
nucleicos), el HO® es capaz de realizar mayor dano a los sistemas biolégicos que otras
EROs. Este radical se forma a partir del H,O, en una reaccion catalizada por iones
metalicos (Fe** o Cu*). Este comportamiento es conocido como la reaccion de Fenton
(1). En una reaccién acoplada, el O, tiene una funcion relevante en el reciclado del
ion metalico (2).

(1) H,0, + Fe** / Cu* = HO" + HO" + Fe* / Cu®
(2) Fe* / Cu** + O, = Fe** /Cu™ + O,

La suma de ambas reacciones se denomind reaccién de Haber-Weiss, donde los
metales de transicién juegan un rol clave en la formacién de radicales hidroxilos
(Nordberg y Arner, 2001).

El HO® tiene un tiempo de vida medio corto (10° s) y su concentracion
intracelular es muy baja (1x10° pM) (Winterbourn, 2008).
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Figura 1.1: Formacioén de especies reactivas del oxigeno. Imagen tomada de (Halliwell, 2006).

1.3.4. Oxido nitrico / peroxinitrito.

El 6xido nitrico (NO*) es miembro de la familia de los radicales libres. A pesar de
que posee un electrén desapareado reacciona lentamente con las biomoléculas
(caracteristica que comparte con el Oy). Por otro lado, interactia facilmente con otros
radicales libres (por ejemplo, radicales peroxilos y alquilos) generando moléculas
menos reactivas, es por ello que bajo ciertas circunstancias funciona como un
antioxidante. Sin embargo si el O, es producido en grandes cantidades junto con el
NO*, reaccionan entre ellos para dar peroxinitrito (ONOO-) que es un compuesto
altamente citotoxico (Quijano y col., 1997; Patel y col., 1999; Nordberg y Arner, 2001).

En concentraciones fisiolégicas el NO* funciona como un mensajero intracelular,
por ejemplo estimulando a la guanidil ciclasa y proteinas quinasas. EI NO* posee la
habilidad de atravesar las membranas celulares y puede, de ese modo, transmitir
sefnales a otras células. Cuando es producido en grandes cantidades, el NO* se torna
un factor significativo en el control redox de las funciones celulares. La nitrosilacién,
condensacién del grupo NO* a tioles reactivos de proteinas, actua, por ejemplo, como
regulador de actividades enzimaticas. Asi, la produccion excesiva de NO° es
contrarrestada mediante su conjugacién a glutation (GSH), dando S-nitrosoglutatién
(GSNO). El GSNO puede ser nuevamente reducido en forma fisiolégica a GSH y NO*
por accion enzimatica (Quijano y col., 1997; Patel y col., 1999).



1.4. Blancos de las especies reactivas.

1.4.1. Dario oxidativo a los lipidos.

Los radicales libres de alta reactividad, como el HO*, pueden sustraer un atomo
de hidrégeno de los acidos grasos, conduciendo a reacciones en cadena. Los acidos
grasos poliinsaturados son mas susceptibles al ataque de los radicales libres y como
consecuencia resultan oxidados. Este evento conduce a un aumento considerable de
la permeabilidad de las membranas celulares, que origina alteraciones irreversibles de
las propiedades funcionales de la célula y que pueden conducir a su lisis total
(Sevanian y Ursini, 2000). Este tipo de reacciones puede disminuir la fluidez de las
membranas biolégicas, inactivar enzimas y receptores asociados a la membrana
celular y aumentar la permeabilidad al Ca**. Este fenémeno conduce a la formacion de
numerosos derivados téxicos: los hidroperdxidos, los 4-hidroxi-alquenales y otros
(Dennis y Shibamoto, 1989).

1.4.2. Dano oxidativo al ADN.

El HO® es la principal ERO que actia sobre el ADN, siendo todos sus
componentes susceptibles a la accion de esta especie radicalaria. Los principales
danos que se obtienen son: ruptura de las hebras del ADN, hidroxilacién de bases y
fragmentacion del azucar 2-desoxi-D-ribosa por el ataque al grupo 3°-OH (Southorn y
Powis, 1988; Henle y Linn, 1997; Box y col., 2001). El HO® puede generarse en la
vecindad del ADN, mediante la reaccién de Fenton (Goldstein y col., 1993), a partir de
los metales de transicién, hierro y cobre, los cuales en condiciones de estrés oxidativo,
pueden ser liberados de las proteinas que los mantienen secuestrados y a su vez
unirse al ADN. Ademas, la movilizacién de Ca®** inducida por ERO puede activar
endonucleasas dependientes de este catiébn y provocar la fragmentacién del ADN
(Orrenius y col., 1989; Fernandez y col., 1995).

Cuando el NO* se produce en exceso, se descompone en diferentes 6xidos de
nitrogeno para producir dafo directo al ADN, entre ellos se encuentra el N,Og, el cual
promueve la desaminacién oxidativa de muchas aminas aromaticas primarias,
incluyendo las purinas y pirimidinas. Las consecuencias in vivo del dafio oxidativo al
ADN, incluyen: alteraciones estructurales del ADN, debido a mutaciones, pérdida e
insercion de bases. Estas, a su vez conducen a la pérdida de la expresion de genes o
a la sintesis de una proteina anormal. Como consecuencia se producen alteraciones

en el metabolismo y el crecimiento, asi como un funcionamiento inadecuado de las
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vias de senfalizacion celular; todas estas disfunciones fisiol6gicas conllevan al
desarrollo de enfermedades, como el cancer, al envejecimiento, e incluso pueden

conducir a la muerte celular.

1.4.3. Dafio oxidativo a las proteinas.

Todas las cadenas laterales de los aminoacidos de una proteina son
susceptibles a oxidarse de forma irreversible, a excepcion de la metionina y la cisteina,
cuyas oxidaciones pueden ser revertidas enzimaticamente (Nordberg y Arner, 2001;
Ghezzi, 2005; Friguet, 2006). Los aminoacidos mas sensibles al dafo oxidativo son el
triptéfano, la tirosina, la fenilalanina, la metionina y la cisteina (Stadtman y Levine,
2000).

La oxidacién del esqueleto carbonado de las proteinas trae aparejada la
fragmentacién de la cadena polipeptidica mediante una via que involucra la formacién
de diamida, a-amidacion o B-oxidacion dependiente de HO* (Nordberg y Arner, 2001).
A su vez, el HO" interactia con muchos aminoacidos, y en ocasiones genera danos
puntuales a proteinas que estan unidas a metales de transicion (Stadtman y Oliver,
1991). Los aminoéacidos aromaticos y el anillo de imidazol de la histidina son
hidroxilados como consecuencia de su reaccién con el HO®. Los amino&cidos de
cadena alifatica, como son: valina, leucina, isoleucina y prolina, cuando interactian

con el HO® resultan peroxidados.

Otro importante dafio oxidativo, que tiene lugar en las proteinas, es la oxidacion
de los grupos amino de los aminoacidos a grupos carbonilo. Los residuos de mayor
relevancia en este tipo de modificacion son: lisina, arginina, prolina e histidina. Por otro
lado, el ONOO- también es responsable del dafno a las proteinas por al menos tres
mecanismos: 1) puede descomponerse y generar el HO*, 2) el ONOO- reacciona
directamente con los tioles proteicos y 3) puede reaccionar con iones metalicos para
generar una potente especie, el catién nitronio, capaz de nitrar muchos aminoécidos.
Los residuos de tirosina nitrosilados son estables y constituyen indicadores del ataque
del ONOO- a las proteinas (Simonian y Coyle, 1996).

Todos los procesos de oxidacion de proteinas no sélo modifican su
funcionalidad, sino que también las hacen mas susceptibles a la degradacién mediada
por el proteosoma u otras proteasas. Las consecuencias bioquimicas de las
modificaciones oxidativas a las proteinas, incluyen la pérdida de la funcion de

receptores, enzimas y proteinas de transporte, asi como la generaciéon de nuevos
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antigenos que provocan respuestas autoinmunes (Nordberg y Arner, 2001; Friguet,
2006).

1.5. Antioxidantes.

Los antioxidantes son descriptos como sustancias capaces, a concentraciones
relativamente bajas, de competir con otros posibles sustratos oxidables y, de esta

forma, retrasar significativamente o inhibir la oxidacién de esos sustratos.
Los antioxidantes se pueden clasificar segun el modo de accién en:

Preventivos: el antioxidante intercepta a la especie oxidante antes de que pueda
realizar dafo. Estos pueden actuar por:

e Secuestro de metales (por ejemplo, transferrina, ferritina).
¢ Removiendo hidroperéxidos (por ejemplo, catalasa, glutation peroxidasa).

¢ Inactivando al oxigeno singulete (por ejemplo, B-caroteno, bilirrubina,

licopeno).

Terminadores: los antioxidantes lentifican o detienen la reaccion en cadena

mediada por radicales libres. Estos pueden ser:
e Antioxidantes donadores (por ejemplo, tocoferol, ascorbato, acido urico).
e Antioxidantes suicidas (éxido nitrico).
Segun su naturaleza, los antioxidantes pueden dividirse en:

No enzimaticos (por ejemplo, glutation, ascorbato, tripanotién, tocoferol).

Enzimaticos (catalasa, glutation transferasa, peroxirredoxina, tiorredoxina).

1.6. Vision general sobre el estrés oxidativo.

La formacién de EROs es una consecuencia inevitable en una gran variedad de
reacciones bioquimicas, especialmente en organismos aerobios. Es por esto que
existe la necesidad de mantener un balance critico entre la generacion de EROs y la
defensa antioxidante. El estrés oxidativo ocurre cuando el balance entre pro-oxidantes
y antioxidantes es perturbado. La valoracién de los actores involucrados en este
equilibrio puede cambiar de acuerdo a la fisiologia del organismo en cuestion. Por
ejemplo, el O, es un sustrato vital para los organismos aerobios, mientras que desde el

punto de vista de un anaerobio es un pro-oxidante que es necesario evitar.
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Debido a su reactividad, la acumulacion de EROs, mas alla de las necesidades
inmediatas de la célula, puede afectar la fisiologia celular al dafiar moléculas criticas
como lipidos, ADN y proteinas. La existencia de vias de sefializacion redox implica
que este balance puede ser intencionalmente perturbado de forma temporaria, ya sea
por un incremento de las concentraciones de EROs o por una disminucién de las

actividades de los sistemas antioxidantes.

Al considerar a un parasito, se debe tener en cuenta que el balance redox no
solo puede ser afectado por causas enddgenas sino también por factores exégenos,
como por ejemplo el desencadenamiento de la respuesta inmune del hospedero o
como respuesta a drogas terapéuticas. En el caso en que el aumento de la produccion
de EROs no sea transitorio, sino que se mantenga en el tiempo, la célula debera
incrementar su capacidad antioxidante en igual medida. En este escenario, no se
regresara al balance redox original sino que se producird un nuevo equilibro. Si la
respuesta antioxidante se ve desbordada, entonces la célula sufrira un dafo

irreversible que desencadenara la muerte celular.

1.7. Defensa antioxidante en organismos aerobios.

Los organismos que dependen de un metabolismo aerobio tienen que lidiar con
la toxicidad implicita del O, y por esto han desarrollado una amplia gama de

mecanismos para hacer frente a las especies reactivas.

Tanto la superéxido dismutasa (SOD) como la catalasa (CAT) son enzimas
ubicuas entre las células aerobias y se las considera claves en la defensa
antioxidante. Ambas enzimas probablemente evolucionaron aun antes que el O, se

encuentre ampliamente distribuido en la atmosfera (Slesak y col., 2012).

La SOD cataliza la dismutacién de O, en O, y H,O,. Existen varias formas de
SOD que contienen diferentes cofactores metalicos como cobre, zinc, manganeso,
hierro o niquel (Winyard y col., 2005; Banerjee, 2008). El citosol de practicamente
todas las células eucariotas contiene una enzima SOD con cobre y zinc (Cu-Zn-SOD),
mientras que las mitocondrias (y numerosas bacterias) contienen una forma con
manganeso (Mn-SOD)(Winyard y col., 2005; Banerjee, 2008). Es importante remarcar
que debido a sus concentraciones relativas, es mas probable que una molécula de Oy
se encuentre con una molécula de SOD de que lo haga con otra molécula de O,". Hay
que afiadir a ese hecho que la constante de reaccién del O, con la SOD es de 2x10°
M s, mientras que la de la reaccién no catalizada, con otro O, a pH neutro, es 2x10°

M s™. Por esto, el tiempo de vida medio del O, se acorta en un factor de 10° debido a
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la accion de la enzima (Fridovich, 1998). Se estima que la SOD de E. coli provee
aproximadamente el 95% de la proteccion existente para los blancos susceptibles al
ataque del O, en la célula (Liochev y Fridovich, 1997).

La catalasa es una hemoperoxidasa que cataliza la dismutacion de dos
moléculas de H,O, (formando O, y H,O) con una eficiencia catalitica muy alta, de
aproximadamente 4x10” M s-'. Esta enzima es un homotetramero, conteniendo un
grupo hemo por subunidad (Winyard y col., 2005; Banerjee, 2008). La CAT es Unica
entre las enzimas que degradan H,O,, ya que lo hace sin consumir equivalentes de
reduccion. Por lo tanto, la CAT proporciona a la célula un mecanismo muy eficiente de
detoxificacién, en lo que a conservacion de recursos energéticos se refiere. La CAT
posee una K, elevada (en el orden de los mM) por lo que no se satura facilmente y
puede, de esta manera, incrementar linealmente su actividad en un amplio rango de

concentraciones de H,O, (Scandalios y col., 1997).

En un segundo orden de importancia, existen otras moléculas que intervienen en
la defensa antioxidante de los organismos aerobios. Estas tienen una distribucién mas
heterogénea y probablemente hayan evolucionado de forma posterior a la CAT y la
SOD, como respuesta a las necesidades particulares de cada ser vivo. Algunas de
ellas son moléculas de bajo peso molecular (ascorbato, tocoferol, glutatién, etc.) y
otras son de naturaleza proteica, como las tiorredoxinas. Al cumplir su funcién estas
moléculas se oxidan, sin embargo existen sistemas enzimaticos encargados de
regenerarlas  (dehidroascorbato reductasa, glutation reductasa, tiorredoxina
reductasa). Para finalizar, vale la pena mencionar que estos antioxidantes también
pueden servir como cosustratos para distintas peroxidasas. Asi pues, existen en la
naturaleza las ascorbato peroxidasas, glutation peroxidasas y las peroxirredoxinas (las

cuales utilizan tiorredoxinas como cosustratos) (Fridovich, 1998).

1.8. Defensa antioxidante en organismos anaerobios.

A pesar de que existen algunas excepciones, las bacterias anaerobias carecen
de los sistemas clasicos de defensa encontrados en los organismos aerobios, los
cuales incluyen la SOD y la CAT. Inicialmente se planted que la ausencia de SOD era
la causa que las ubicaba en habitats andxicos (McCord y col., 1971). Sin embargo, de
forma reciente, se descubri6 que la eliminacion del O, en algunas bacterias
anaerobias (y microaerofilicas) puede ocurrir por un mecanismo de reduccién, en vez
de dismutacién, por la accion de una nueva enzima denominada superéxido reductasa
(SOR) (Niviere y Fontecave, 2004).
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Otras proteinas han sido implicadas en la respuesta antioxidante de algunos
procariotas anaerobios, como por ejemplo en Pyrococcus furiosus, incluyendo la
peroxidasa rubreritrina (Rr), el transportador de electrones rubredoxina (Rd) y una
NAD(P)H rubredoxina reductasa (NROR) (figura 1.2). La via de reduccién completa se
reconstituyd in vitro utilizando NAD(P)H como dador final de electrones, en la
reduccion de O, (Grunden y col., 2005). El centro mononuclear de hierro presente en
la SOR se reduce por accion de la Rd, que a su vez es reducida por la flavoproteina
NROR. Se ha demostrado, in vitro, que la misma via es utilizada para reducir la Rr,
enzima que es capaz de reducir el H,O,, en lugar de dismutarlo como hace la CAT.
Una ventaja particular de la reduccién sobre la dismutacién del O, (o el H,O,) es que
no genera O,, el cual podria contribuir con una toxicidad adicional.

Sorprendentemente, en los ultimos afos también se ha reportado que algunas
procariotas anaerobios son capaces de metabolizar el O,, no con fines energéticos
sino mas probablemente como una via de detoxificacion. Una de las enzimas
responsables de este evento son las NADH oxidasas. Estas catalizan la reduccién de
O, a expensas de NADH. El producto de la reaccién puede ser H,O,, mediante la
transferencia de dos electrones, o H,O, cuando son cuatro los electrones cedidos. La
generacion de uno u otro producto depende de cada enzima en particular (Higuchi y
col., 1993; Ward y col., 2001; Yang y Ma, 2007).

Otra familia de proteinas importantes en la proteccién contra las EROs, en
anaerobios, son las proteinas flavodiférricas (FDPs). Se han reportado dos actividades
para estas proteinas: la reduccién de O, y la reduccion de NO*. En Desulfovibrio gigas
la FDP utiliza Rd como dador de electrones, por lo que también se acopla al sistema
de transferencia electronica antes comentado (Gomes y col., 1997; Frazao y col.,
2000).

Es probable que la razébn que impide a los anaerobios tolerar una aireacion
significativa se deba a que el O, dane, per se, enzimas clave. Como corolario, los
sistemas antioxidantes anaerobios pueden impedir el dafio ocasionado por las EROs,
pero solo cuando pequenas cantidades de O, se introducen brevemente en los
habitats anéxicos (Imlay, 2008).
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Figura 1.2: Sistema de defensa contra EROs propuesto para P. furiosus. Imagen tomada de (Thorgersen
y col., 2012).

1.9. Reparacion de moléculas danadas.

Los sistemas antioxidantes celulares se desarrollaron con el objetivo de evitar el
dafio de las biomoléculas. Estos mecanismos actuan a diferentes niveles, por ejemplo,
evitando la aparicibn de EROs, eliminandolas, o terminando las reacciones en
cadena. Aun cuando existen estos sistemas, es inevitable que se produzcan dafos en

las biomoléculas.

Existen mecanismos muy elaborados para reparar el ADN dafiado por causa de
especies reactivas. Tanto el ADN nuclear como el mitocondrial pueden ser afectados
por EROs, estando este ultimo mucho mas expuesto debido a su localizacion. Las
células no pueden funcionar si los dafos en el ADN corrompen la integridad vy
accesibilidad de informacién esencial en el genoma. Segun el tipo de dafos que ha
sufrido la estructura de doble hélice del ADN, han evolucionado una variedad de
estrategias de reparacion que restauran la informacién perdida. Es entendible la
necesidad de contar con estos mecanismos tan intrincados ya que la célula no puede
simplemente deshacerse de las moléculas dafiadas (principalmente del ADN nuclear).
Por otro lado, de no reparar los errores se corre el riesgo de propagarlos durante la
replicacién celular, generando una mayor probabilidad de aparicion de células

cancerosas.

Otras de las macromoléculas afectadas por el estrés oxidativo son las proteinas,
probablemente debido a su abundancia dentro de las células. De acuerdo al tipo de
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dafio que hayan sufrido sus aminoacidos, las proteinas pueden perder su
funcionalidad debido a cambios irreversibles o reversibles. Las proteinas oxidadas de
forma irreversible son generalmente eliminadas via diferentes caminos de degradacion
(proteosoma, proteasas, micro o macroautofagia, etc.). Por otra parte, para los
cambios reversibles han evolucionado distintos sistemas de reparacién, como ser, los
sistemas dependientes de tiorredoxina o glutarredoxina (eliminacién de puentes
disulfuro y disulfuros mixtos), metionina sulféxido reductasas (reduccion de metionina
sulféxidos), sulfiredoxinas (eliminacién de grupos sulfénicos en cisteinas), etc (Demir y
Koc, 2011).

1.9.1. Metionina sulfdxido reductasas.

Los aminodcidos, tanto en su forma libre como los que forman parte de
proteinas, estan expuestos a modificaciones oxidativas mediadas por EROs. La
metionina es el aminoacido mas susceptible a la oxidacion, junto con la cisteina y el
triptéfano. Cuando la metionina es oxidada da origen a una mezcla racémica de
metionina-R-sulféxido (Met-R-SO) y metionina-S-sulféxido (Met-S-SO) (figura 1.3). Las
caracteristicas fisicoquimicas de la metionina y la metionina sulféxido son diferentes,
siendo la primera de naturaleza no polar y la segunda un residuo marcadamente mas
hidrofilico. Es por esto que la oxidacién de residuos de metionina puede acarrear
importantes cambios estructurales en las proteinas afectadas y por consiguiente llevar
a la pérdida de funcionalidad de las mismas. Hay que destacar que en los ultimos afnos
se ha comprobado que dicho proceso también puede ser utilizado de forma endégena
por la célula, en procesos de senalizacion celular. Esto es posible porque existen
reductasas capaces de revertir el proceso de oxidacién, las metionina sulféxido
reductasas (MSRs), las cuales son dependientes de tioles y existen en casi todos los
organismos vivos (Moskovitz, 2005; Petropoulos y Friguet, 2006).

Las MSRs pueden reducir Met-R-SO o Met-S-SO a metionina. Son
estereoespecificas, por lo que actian solo sobre uno de los isbmeros. Debido a su
funcién, estas enzimas juegan un papel importante en la defensa antioxidante de los
organismos. Las MSRs son conocidas por su funcién en el mantenimiento de la
homeostasis redox, la reparacion de proteinas dafadas y la resistencia al estrés
oxidativo, factores importantes en el desarrollo de ciertas enfermedades (Moskovitz,
2005; Petropoulos y Friguet, 2006).
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Figura 1.3: Susceptibilidad a la oxidacion del atomo de azufre de la metionina. Imagen adaptada de
(Banerjee, 2008).

1.9.1.1. Tipos de metionina sulfoxido reductasas.

La primera MSR, MsrA, fue descubierta hace 30 afos. Se comprob6 que esta
enzima podia restaurar la funcién de la proteina ribosomal L12 de E. coli, al revertir su
oxidacion (Caldwell y col., 1978). Luego de este hallazgo inicial las MSR fueron
estudiadas en varios organismos y se describieron nuevas formas. Actualmente estas
enzimas pueden dividirse en tres grandes grupos de acuerdo a su especificidad de
sustrato. Las MSR de tipo A (MsrA) actian sobre el isobmero S de la metionina
sulféxido, se encuentre la misma en estado libre o formando parte de un polipéptido
(Sharov y col., 1999; Moskovitz y col., 2000; Lee y col., 2005; Boschi-Muller y col.,
2008). Se ha descripto que la MsrA puede existir como una selenoproteina en algunos
organismos inferiores, como ser algas verdes y algunas bacterias, esto se debe a que
utiliza una selenocisteina catalitica en lugar de una cisteina (Kim y col., 2006; Kim y
col., 2009).

Un segundo tipo de MSRs, conocidas como MsrB, son especificas para la
reduccion de Met-R-SO peptidica aunque también, con muy baja eficiencia, son
capaces de reducir Met-R-SO libre. Por ejemplo, la eficiencia catalitica de la MsrB de
E. coli para la reduccion de Met-R-SO libre es 1000 veces menor que la de la MsrA del
mismo organismo para la reduccién de Met-S-SO libre. Por otra parte, cuando el gen
de E. coli codificante para la MsrB es eliminado, la actividad especifica de los extractos
celulares para la reduccién de Met-R-SO libre permanece inalterada (Grimaud y col.,
2001; Etienne y col., 2003).

En mamiferos hay tres MsrB (MsrB1-3). Todas contienen un atomo de Zinc,
coordinado por dos motivos CxxC, que estabilizan la estructura de la proteina. Una de

estas enzimas, MsrB1, es una selenoproteina que contiene selenocisteina en el lugar
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del residuo catalitico de cisteina, normalmente presente en otras MsrB (Kryukov y col.,
2002; Kim y Gladyshev, 2004).

Un tercer tipo de MSR, fRMsr, fue descubierta recientemente (Lin y col., 2007) y
cataliza la reduccion de Met-R-SO libre (no peptidica) (Lee y col., 2008; Le y col.,
2009). Esta enzima presenta el plegamiento caracteristico de un dominio GAF y es
altamente especifica para su sustrato (Ho y col.,, 2000). Analisis gendmicos
comparativos revelan que su ocurrencia esta limitada a organismos unicelulares,
mientras que los organismos multicelulares, incluyendo los mamiferos, carecen de
esta proteina (Lin y col., 2007; Le y col., 2009). Esta observacion sugiere que la fRMsr
se perdi6é durante la evolucion en mamiferos, lo que concuerda con su incapacidad de
reducir Met-R-SO libre. Las plantas también carecen de fRMsr, sin embargo en un
trabajo reciente se caracterizé una isoforma de MsrB de soja que posee la capacidad
de reducir Met-R-SO libre con una eficiencia similar a las fRMsr microbianas (Le y col.,
2013).

MsrBs
Degradationl ISynthesis MsrA
— —_—
Met(R}SO \jﬁi} Met ROS Met(S)SO
fRMsr

Figura 1.4: Clasificacion de las enzimas reparadoras de metionina sulféxido segtn su especificidad.
Imagen tomada de (Le y col., 2009) .

1.10. Protistas.

El reino Protista, también llamado Protoctista, es aquel que contiene a todos
aquellos organismos eucariotas que no pueden clasificarse dentro de alguno de los
otros tres reinos eucarioticos: Fungi (hongos), Animalia (animales en sentido estricto) o
Plantae (plantas). En el arbol filogenético de los organismos eucariotas, los protistas
forman varios grupos monofiléticos separados, o incluyen miembros que estén
estrechamente emparentados con alguno de los tres reinos citados. Se les designa
con nombres que han perdido valor en la ciencia biolégica, pero cuyo uso es imposible

” W

desterrar, como “algas”, “protozoos” o “mohos mucosos” (Cavalier-Smith, 2002).
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1.11. Parasitos y parasitismo.

Los parésitos fueron originalmente seres de vida libre y los ancestros de los
actuales parasitos fueron capaces de encontrar un medio bioquimico y biofisico al que
pudieron adaptarse, sacando algun tipo de beneficio (Sanchez, 2000).

El término parasito procede del griego y significa "sentado al lado del alimento".
Un parasito es un organismo que no puede vivir de forma independiente, sino que vive
utilizando recursos del hospedador. El parasitismo es un tipo de relacién simbidtica
entre organismos de diferentes especies. Uno de los organismos, el parasito, se
beneficia de la asociacién prolongada con el hospedador, mientras que este Ultimo se
ve perjudicado, potencial o actualmente (Sanchez, 2000).

Existen diversas categorias de parasitos dependiendo del hospedador, asi pues
se habla de zooparasitos y fitoparasitos. Dependiendo de su localizacion, se
diferencian en ectoparasitos (parasitos externos) y endoparasitos (parasitos internos),
englobando en este caso tanto a los parasitos intracelulares como a los extracelulares.
Considerando su ciclo vital, hay parasitos de ciclo directo (monoxenos) o de ciclo
indirecto (heteroxenos). Otra forma de clasificar a los parasitos esta relacionada con el
tipo de dependencia que estos tienen con el hospedador, por lo cual pueden ser
parasitos obligados o facultativos, y finalmente, si consideramos el tiempo de
permanencia en el hospedador permite diferenciar entre parasitos temporales y
permanentes (Sanchez, 2000).

Los parasitos, en cada caso, alternan entre diferentes ambientes a través de su
ciclo de vida. El punto de partida para el inicio de una interaccion biolégica de tipo
parasitica se puede dar por la ingestién de la forma infectiva del protoparésito por su
hospedador, la inyeccion mediante la intervencién de algun tipo de artrépodo vector o
la invasion activa por parte de los mismos protoparasitos. Una vez dentro del
hospedador necesitan adaptarse para sobrevivir a la respuesta inmune especifica e
inespecifica. Esto es conseguido mediante diferentes mecanismos de evasién que
utiliza el parasito (secrecién-excrecion de antigenos, variabilidad antigénica, etc.),
afectando al hospedador directamente o indirectamente. Realmente el éxito del
parasito se mide no por los trastornos que causa a su hospedador, sino por su
capacidad para adaptarse e integrarse al medio interno de este ultimo (Sanchez,
2000).
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1.12. Protozoos parasitos.

Los protozoos constituyen un grupo de organismos diversificados que en su
mayoria son heterétrofos unicelulares y generalmente se reproducen asexualmente
por simple divisién celular, aunque algunos también tienen ciclos sexuales con meiosis
y fusién de gametos haploides, dando lugar a zigotos diploides. La gran mayoria de los
protozoos son aerobios, sin embargo existen algunos que se adaptaron
posteriormente a una forma de vida anaerobia (ya que habitan nichos andxicos). De
forma general, se puede afirmar que todos los protozoos tienen un antecesor aerobio.
Los protozoos son organismos unicelulares, aunque puedan existir grupos con dos
nucleos, o incluso con muchos nucleos. Son de pequerio tamarfo, sin separacién entre
lo somatico y lo germinal, por lo que cuando un protozoo se reproduce sexualmente,
todo el individuo se transforma en gamonte generador de gametos de uno u otro sexo
(Sanchez, 2000).

Entre los protozoos abundan las especies de habito parasitico. Los protozoos
parasitos estan ampliamente esparcidos en la naturaleza y pueden afectar tanto a
plantas, invertebrados y a la mayoria de los vertebrados, incluyendo a los humanos.
Los protozoos parasitos frecuentemente presentan ciclos de vida muy complejos y
especializados. En humanos la infeccion con alguno de estos parasitos produce
enfermedades graves que en algunos casos pueden llegar al ébito.

1.13. Entamoeba histolytica.

1.13.1. El parasito.

Entamoeba histolytica es un parasito microaerofilico que genera severos
problemas de salud publica principalmente en paises en vias de desarrollo, siendo el
agente causal de la disenteria amebiana y de los abscesos hepaticos amébicos. De
acuerdo con los reportes de la Organizacion Mundial de la Salud este organismo
causa varios millones de casos de enfermedad y hasta 100.000 muertes por afo. Esta
entre las enfermedades parasitarias que afectan a mayor nimero de personas, siendo

precedida solo por la malaria (WHO, 1997).

La primera descripcién de la especie fue dada por el ruso Fedor Lésch in 1875,
quien observo trofozoitos en las heces de granjeros con disenteria y llamé al parasito
Amoeba coli. Recién en 1903 Fritz Schaudinn establecié el vigente nombre de

Entamoeba histolytica, indicando su habilidad para destruir tejidos del huésped.
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Figura 1.5: Cultivo de E. histolytica en fase exponencial.

A pesar de que la enfermedad se presenta habitualmente en regiones calidas y
humedas del planeta, se ha observado en casi todas las latitudes (Brandt y Tamayo,
1970) (figura 1.6). Frecuentemente las infecciones con E. histolytica son asintomaticas
y se auto resuelven sin inconvenientes. Sin embargo, un 4 - 10% de estos portadores
asintomaticos desarrollan la enfermedad en el transcurso de un ano (Gathiram y
Jackson, 1987).

Figura 1.6: Distribucion geografica de la amebiosis. (OMS 2004).

El ciclo de vida de E. histolytica es simple comparado con el de otros protozoos,
consistiendo solo de un estadio vegetativo en forma de trofozoito y un estadio infectivo
en forma de quiste. Los quistes son transmitidos usualmente via fecal — oral ya sea por
el consumo de agua (o comida) contaminada o por contacto directo con materia fecal.
Luego de ser ingeridos, el quiste tetranucleado pasa a través del estbmago sin ser
dafiado por el ambiente acido del mismo, gracias a la proteccion de su pared de
quitina. Al alcanzar la seccion proximal del colon se produce el desenquistamiento
liberando ocho trofozoitos, los cuales posteriormente se adhieren a la mucosa del
colon iniciando la infeccién. Los trofozoitos se alimentan de la flora bacteriana y se
dividen por fision binaria. Pueden invadir el tejido intestinal del huésped, proceso en el

que fagocitan eritrocitos y consecuentemente producen colitis amebiana o incluso
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pueden pasar a circulacion portal y llegar al higado donde desencadenan cuadros de
absceso hepatico (Nozaki y Bhattacharya, 2015). Alternativamente los trofozoitos
pueden enquistarse y abandonar el colon junto con la materia fecal, cerrando asi el
ciclo infectivo (figura 1.7).

@ = Colonizacidn no invasiva

A: Forrmna infectants = Enfermedad intestinal

= Forma diagndstica
A = Enfermetad extraintesting

Figura 1.7: Morfologia y ciclo de vida de E. histolytica. Imagen tomada de www.cdc.gov.

Existen dos tipos principales de manifestaciones clinicas en la amebiosis
humana. La primera es la forma intestinal, colitis o disenteria amebiana, donde se
presentan ulceras en los tejidos submucosos. En estado avanzado estas Ulceras
presentan formas en botella debido a la expansién lateral de los trofozoitos, luego de
penetrar el epitelio intestinal. El tejido subyacente presenta menor resistencia lo que
produce Ulceras con esa forma caracteristica. Si el parasito entra en contacto con
capilares sanguineos puede extravasarse y pasar a circulacién afectando distintos
organos y dando origen a un segundo tipo de manifestacién clinica conocida como
amebiosis extraintestinal. La forma extraintestinal mas frecuente es el absceso
hepatico, produciendo grandes lesiones necréticas en el higado (Stanley, 2003). Otros
organos tales como los pulmones o el cerebro pueden ser afectados aunque esos

casos son menos frecuentes.
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1.13.2. Filogenia.

El género Entamoeba pertenece a la familia Entamoebidae. EI mismo esta
emparentado de forma distante con los géneros Mastigamoeba y Dictyostelium.
Existen amebas de vida libre como E. moshkovskii, comensales intestinales como E.
coli y otras que causan infecciones orales como E. gingivalis. Por otra parte, E.
invadens, ameba parasita de reptiles, se ha constituido como un modelo interesante
para el estudio de este tipo de organismos ya que es relativamente sencillo inducir su
enquistamiento en cultivos axénicos (Eichinger, 1997), algo que por el momento no es
posible hacer con E. histolytica (en cultivo).

Taxonomia

Reino: Protista
Filo: Amoebozoa
Clase: Archamoehae
Orden: Entamoebida
Familia: Entamoebidae
Género: Entamoeba
Especie: E. histolytica

Debido a su falta de mitocondrias E. histolytica fue agrupada durante mucho
tiempo junto con otros dos parasitos microaerofilicos, Giardia lamblia'y Trichomonas
vaginalis, en un grupo parafilético denominado Archezoa. Se pensaba que este grupo
representaba a los descendientes de la primera célula eucariota, aquella que existié
previo al evento de endosimbiosis de una a-proteobacteria que dio origen a la
mitocondria. Sin embargo, en 1995 se encontr6 en E. histolytica una proteina
homodloga a una chaperona mitocondrial, dando la primer evidencia, entre muchas
otras que le siguieron, que estos organismos en realidad sufrieron la pérdida
secundaria de dicha organela (Clark y Roger, 1995).

En un comienzo todos los organismos amébicos encontrados en pacientes
humanos fueron catalogados como E. histolytica. En 1925, Emile Brumpt sugirié que
debia existir al menos otra especie que era morfologicamente indistinguible de E.
histolytica pero que no causaba enfermedad. Propuso el nombre de E. dispar para
esta nueva especie. Datos moleculares corroboraron esta afirmacién recién
transcurridas varias décadas (Sargeaunt y col., 1978; Farri y col., 1980; Tannich y
Burchard, 1991). Finalmente en 1993 E. histolytica fue separada de E. dispar y
actualmente la existencia de ambas especies esta ampliamente aceptada (Diamond y
Clark, 1993).
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1.13.3. Biologia celular.

Los quistes de E. histolytica contienen cuatro nucleos, son redondeados y
poseen un diametro de 10-15 um; por su parte los trofozoitos son moéviles y pueden
alcanzar los 10-50 um (Stanley, 2003).

Debido a su falta de mitocondrias, aparato de golgi y reticulo endoplasmatico, la
estructura celular de E. histolytica fue vista siempre como una de las mas simples
entre los eucariotas. Estas ausencias se sustentaban en la creencia de que este
organismo es un fosil viviente, una célula primitiva que no adquiri6 endosimbiontes
procariotas (Cavalier-Smith, 1991; Poole y Penny, 2007). Sin embargo, en 1973 fueron
descubiertos los llamados “hidrogenosomas” en T. vaginalis. Estas son organelas con
doble membrana que producen hidrégeno molecular (Lindmark y Muller, 1973). Mas
tarde, se comprobd que las mitocondrias y los hidrogenosomas son homologos,
aerobios y anaerobios respectivamente, derivados del mismo endosimbionte (Hrdy y
col., 2004). Organelas relacionadas denominadas “mitosomas” fueron encontradas en
G. lamblia (Tovar y col., 2003) y E. histolytica (Mai y col., 1999; Tovar y col., 1999). A
diferencia de los hidrogenosomas y mitocondrias, los mitosomas no producirian ATP,
por lo que su funcién es todavia controversial, aunque una hipétesis sustenta que
juegan un rol importante en la maduracién de los centros de hierro-azufre de proteinas
(Tovar y col., 2003; Maralikova y col., 2010).

Por otra parte, métodos modernos de microscopia sugieren que algunas de las
numerosas vesiculas presentes en los trofozoitos pueden corresponderse a
componentes del reticulo endoplasmatico y del complejo de Golgi (Mazzuco y col.,
1997; Ghosh y col., 1999; Bredeston y col., 2005). Estos estudios muestran que si bien
la apariencia de estas estructuras difiere de la forma tradicional, su funcién se

encuentra conservada.

Los trofozoitos de E. histolytica contienen proteosomas en su citoplasma que
parecen jugar un rol importante en la replicacién y diferenciacién celular (Makioka y
col., 2002).

Los trofozoitos de E. histolytica tienen una marcada habilidad para realizar
movimiento ameboide y fagocitosis. Esta habilidad es una caracteristica clave en su
patogenicidad (Meza y col., 2006). La quimiotaxis también aparenta ser importante en
ese sentido (Zaki y col., 2006).

Los trofozoitos exhiben bipolaridad, con un seudépodo en la parte frontal y una
estructura llamada uroide en la parte posterior (Bailey y col., 1992). Ambas estructuras

se forman por la redistribucion de la F-actina (Guillen, 1996). El proceso llamado
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“capping” es un mecanismo de evasion inmunoldgica en el cual los receptores de
superficie que han sido expuestos a los anticuerpos del huésped, o proteinas del
complemento, son transferidos a sitios particulares de la superficie celular formando
parches. Luego, estos parches se mueven hacia el uroide donde son concentrados.
Finalmente, se eliminan junto con la estructura uroideal (Arhets y col., 1995).

1.13.4. El genoma.

Los cromosomas de E. histolytica no se condensan durante la mitosis, haciendo
dificultosa la identificacion de su ploidia y nUmero exacto. La electroforesis de campo
pulsado predice 14 cromosomas que van desde los 0.3 a los 2.2 Mpb y una posible
ploidia de 4 (Willhoeft y Tannich, 1999). Sin embargo, un estudio reciente muestra que
los procesos de citoquinesis y division nuclear no estan coordinados, dando como

resultado un amplio rango de posibles ploidias (Mukherjee y col., 2009).

El proyecto genoma de la cepa patogénica HM-1:IMSS fue publicado en 2005
(Loftus y col., 2005). Fueron identificados 9938 genes. Los mismos tienen un tamano
promedio de 1170 pb. Uno de los hallazgos mas significativos es la presencia de un
considerable niumero de genes que presumiblemente tengan origen bacteriano y
hayan sido adquiridos por eventos de transferencia horizontal. Varias enzimas
metabdlicas importantes han sido reemplazadas por otras de origen procariota.
Algunos de los primeros ejemplos estudiados son la fructosa-1,6-bifosfato aldolasa
(Sanchez y col., 2002), la enzima malica, la acetil-CoA sintetasa (Field y col., 2000), la
aldehido alcohol dehidrogenasa (Bruchhaus y Tannich, 1994), la piruvato ferredoxina
dehidrogenasa y ferredoxina (Rosenthal y col., 1997).

La publicacién del proyecto genoma de E. histolytica impuls6 ampliamente la
investigacion en este organismo, haciendo posible la implementacion de nuevas
estrategias tales como la expresién de genes, anadlisis del transcriptoma, estudios
protedmicos, etc.

1.13.5. Metabolismo.

E. histolytica vive en el intestino humano, por esto tiene acceso a muchos
compuestos ya elaborados, derivados del huésped o de la flora intestinal, tales como

lipidos o colesterol (Das y col., 2002).

El estilo de vida de E. histolytica moldeé fuertemente su metabolismo. El
ambiente en donde el parasito se desenvuelve excluye la posibilidad de realizar

fosforilacion oxidativa. A su vez, al no poseer el ciclo de los acidos tricarboxilicos, la
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ameba depende de la fosforilacion a nivel del sustrato para su provisién de energia
(Reeves, 1984). En E. histolytica la glicolisis ocurre en el citosol, no existiendo

compartimentacion en lo que a la produccion de energia se refiere.

La mayor parte del ATP es generado durante la glicélisis, sin embargo en el
proyecto genoma se encontraron varios genes, algunos de origen bacteriano, que
podrian contribuir a la producciéon de ATP durante el catabolismo de aminoécidos, por
ejemplo mediante aminotransferasas (Anderson y Loftus, 2005; Clark y col., 2007).
Tipicamente, luego del primer paso de transaminacion se genera un 2-cetoacido, que
puede ser piruvato u otro. Estos 2-cetoacidos pueden ser utilizados por la piruvato
ferredoxina oxidorreductasa (PFOR) para generar tioésteres-CoA desde los cuales se
genera una molécula extra de ATP.

La enzima PFOR es de gran importancia para el parasito, ya que el mismo
carece de piruvato deshidrogenasa o piruvato decarboxilasa. Esta proteina que
contiene grupos de hierro-azufre decarboxila oxidativamente al piruvato a acetil-CoA.
Los electrones son transferidos a una ferredoxina, la cual luego debera reducir otros
sustratos. Por otra parte, la PFOR es una de las principales enzimas que producen la
activacion del metronidazol que es la principal droga antiamébica de uso terapéutico
(Muller, 1986). Para ser activo farmacolégicamente, el metronidazol debe ser reducido
en su grupo nitro originando un nitroradical que es quien tiene las propiedades toxicas
(Muller, 1983). Este radical se reduce aln mas para generar nitrosoimidazol, el cual es
capaz de reaccionar con grupos sulfidrilos (West y col., 1982) y con el ADN (Ludlum y
col., 1988). Este camino de activacion sucede solo en un ambiente anaerobio, por
ejemplo dentro de las células de los llamados amitocondriados. En un ambiente
aerobio, como ser las células humanas, el nitroradical es inmediatamente reoxidado
dando origen a un ciclo futil (Mason y Holtzman, 1975). Este proceso genera estrés
oxidativo pero no ocasiona un dafo mayor a la célula aerobia, siendo asi compuestos

seguros para su uso como farmacos en humanos.

En Giardia y Trichomonas la resistencia a metronidazol es un problema de
importancia, por ejemplo en Giardia hasta un 20% de los aislamientos clinicos
presentan resistencia (Ali y Nozaki, 2007). En estos casos los niveles de PFOR se
encuentran disminuidos, por lo cual evitar la activacion de la droga parece ser el
mecanismo de resistencia en Giardia. En Trichomonas la aparicién de resistencia
también parece estar vinculada con la disminucién o hasta la pérdida de la expresion
de la PFOR vy la ferredoxina. Hasta el momento no se reportaron aislamientos clinicos
de E. histolytica resistentes a metronidazol pero si se logrd inducir en el laboratorio la
aparicion de cepas tolerantes hasta una concentracién de 40 uM, dosis letal en
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amebas no adaptadas (Wassmann y col., 1999). En estas lineas celulares resistentes
se encontr6 aumentada la expresion de la superéxido dismutasa (SOD) y de la
peroxirredoxina (PRX). La ferredoxina 1 (Fd1) se encontrd disminuida, mientras que la
expresion de la PFOR lo hizo muy levemente. Estos resultados ponen de manifiesto
las diferencias existentes en las bases moleculares de la resistencia al metronidazol

por parte de estos parasitos amitocondriados.

Debido a que se conocen solo un limitado nimero de drogas quimioterapéuticas
contra estos organismos, y que casos de resistencia son reportados cada vez con
mayor frecuencia, se debe intensificar la busqueda de nuevas drogas, identificacion de
blancos moleculares y de los caminos metabdlicos que participan en la aparicion de

resistencias.

1.13.6. Fermentacion de la glucosa.

El catabolismo de la glucosa comienza con su transporte a través de la
membrana mediante difusion facilitada. El valor del K, para este transporte es bajo,
por lo que se ha sugerido que este es el paso limitante en el flujo glicolitico (Reeves,
1984).

Las actividades enzimaticas que catalizan la fermentacién de la glucosa se listan
en la tabla 1.1. Los intermediarios metabélicos son convencionales pero varias de las
enzimas involucradas utilizan cosustratos poco habituales (Reeves, 1984). Los pasos

de la via se muestran esquematicamente en la figura 1.8.
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Figura 1.8: Esquema del proceso fermentativo de E. histolytica. Las referencias para las enzimas y
metabolitos involucrados se detallan en la tabla 1.1. Imagen adaptada de (Reeves, 1984).
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Paso Enzima Cédigo Producto

1 Glucoquinasa a Glucosa-6-fosfato

2 Glucosafosfato isomerasa b Fructosa-6-fosfato

3 Fosfofructoquinasa c Frustosa-1,6-bifosfato

4 Aldolasa d Gliceraldehido 3-fosfato
e Dihidroxiacetona fosfato

5 Triosafosfato isomerasa d Gliceraldehido 3-fosfato

6 Gliceraldehidofosfato deshidrogenasa f 1,3 Difosfoglicerato

7 Fosfoglicerato quinasa g 3-Fosfoglicerato

8 Fosfoglicerato mutasa h 2-Fosfoglicerato

9 Enolasa i Fosfoenolpiruvato

10 Piruvato fosfato diquinasa j Piruvato

11 PEP carboxifosfotransferasa k Oxalacetato

12 Malato deshidrogenasa / L-Malato

13 Malato deshidrogenasa descarboxilante j Piruvato

14 Piruvato sintasa m Acetil-CoA + CO,

15 Acetil-CoA sintetasa - Acetato

16 Acetaldehido deshidrogenasa n Tiohemiacetal unido a enzima

17 Alcohol deshidrogenasa - Etanol

18 Hidrélisis no enzimatica del tiohemiacetal o Acetaldehido

19 Alcohol deshidrogenasa - Etanol

Tabla 1.1: Enzimas y metabolitos participes de la via fermentativa de E. histolytica. Los numeros y letras
referenciadas corresponden a aquellos presentados en la figura 1.8.

; vinculo desconocido
NADH ﬁ-,_( hacia NAD )
NA D\_}, S
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Glucosa —:-—-—-f:I NADPH kNADH

----- > ~NADPH
HADH NAD NaDHﬁ\gmnF

Figura 1.9: Esquema de los pasos de la via fermentativa de E. histolytica donde estan involucrados el
NAD(P)" y NAD(P)H. El esquema se corresponde con el presentado en la figura 1.8.

Los pasos con caracteristicas especiales se describen brevemente (Reeves,
1984):

Paso 3. La fosfofructoquinasa de E. histolytica emplea pirofosfato inorganico en
lugar de un nucledsido trifosfato como dador de fosfato.

Paso 7. La fosfoglicerato quinasa es selectiva para nucleétidos de guanina en
lugar de adenina.

Paso 10. E. histolytica carece de piruvato quinasa por lo que el fosfoenolpiruvato

es convertido a piruvato por una piruvato fosfato diquinasa
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Paso 11-13. Alternativamente, el piruvato es formado de manera secuencial por
la accion de una fosfopiruvato carboxilasa, una malato dehidrogenasa (NAD") y una
malato dehidrogenasa (decarboxilante, NADP®). Junto con la piruvato fosfato
diquinasa estas enzimas constituyen un “loop”, la fosfopiruvato carboxilasa genera PP,
en la carboxilacién del PEP y luego ese PP; es utilizado en la conversiéon de PEP a
piruvato por la piruvato fosfato diquinasa. Al mismo tiempo, las dos deshidrogenasas
proveen el equivalente funcional a una actividad NADH:NADP™ transhidrogenasa.

Paso 14. La piruvato ferredoxina oxidorreductasa (PFOR) cataliza la reaccion
entre el piruvato y la coenzima A (CoA) para formar acetil-CoA y CO,, generando
electrones que son aceptados por la ferredoxina, pero no asi por el NAD* o NADP". La
PFOR reemplaza las actividades de la piruvato decarboxilasa o de la piruvato
dehidrogenasa, presentes en otros organismos pero ausentes en este parasito.

Paso 15. Esta enzima cataliza la formacion de acetato desde el acetil-CoA
utilizando ADP, P;y generando CoA y ATP.

Paso 16. La acetaldehido dehidrogenasa (acilante) es una actividad NAD”
dependiente que convierte reversiblemente el grupo acetal del acetil-CoA en un
aldehido. El producto inmediato de esta reaccion esta unido a la enzima como un
acetaldehido tiohemiacetal, el cual se equilibra lentamente con acetaldehido libre,
probablemente de manera no enziméatica (paso 18).

Paso 17. Este paso es llevado a cabo por una actividad alcohol dehidrogenasa
NAD* dependiente. Esta actividad esta localizada en la misma proteina que contiene la
actividad acetaldehido dehidrogenasa. Por lo tanto los paso 16 y 17 son catalizados
por una enzima bifuncional donde la segunda actividad utiliza como sustrato el

tiohemiacetal producto de la primera.

Paso 19. Este paso es catalizado por una alcohol dehidrogenasa NADP*
dependiente. Esta enzima reduce acetaldehido libre.

1.13.7. Rol del oxigeno en los caminos metabdlicos y productos finales.

Habitualmente se cataloga a E. histolytica como un pardasito anaerobio. La base
de esta aseveracion se halla en el hecho de que este organismo requiere una baja
tensién de O, para su multiplicacidén y crecimiento éptimo. También colabora el hecho
de carecer de mitocondrias. Sin embargo, la condicion de crecimiento in vitro es
microaerofilica (<80 uM de O disuelto) (Band y Cirrito, 1979); esta concentracién es
similar a aquella encontrada en el colon humano (Ladas y col., 2007). Por otra parte,

durante la etapa invasiva, el parasito se encuentra con concentraciones aun mayores
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de O, (40 uM y 65 uM en el higado y mucosa gastrica, respectivamente) (Vaupel y
col., 1989). A su vez, para alcanzar otros 6rganos como cerebro y pulmones, tiene que
desplazarse por los vasos sanguineos donde la concentracion de O, es de 50 uM en
sangre venosa y 130 uM en sangre arterial (Radisic y col., 2005). Por todo lo detallado
queda en evidencia que el patégeno tiene una importante tolerancia al O..

Los productos finales del metabolismo anaerobio de carbohidratos son etanol y
CO.,. La presencia de O, produce un cambio en los productos finales originando una
menor produccién de etanol y la aparicion también de acetato como producto de
excrecion (Reeves, 1984).

En estudios preliminares se observé una disminucion de la concentracion de O,
en los cultivos axénicos de E. histolytica. Este hecho constituy6 la primer evidencia de
que el parasito metaboliza dicho compuesto (Wittner, 1968). Posteriormente se
comprobd que los trofozoitos cultivados axénicamente no solo respiran sino que tienen
una alta afinidad por el O,, comparable a la de organismos aerobios (Weinbach vy
Diamond, 1974). Se piensa que esta via de transporte de electrones hacia el O, se
lleva a cabo por componentes que contienen flavinas o centros de hierro azufre, ya
que el parasito carece de hemoproteinas. Esta respiracion no tiene fines energéticos y
se ha postulado que podria ser una forma de detoxificacion de O, o de regeneracién
de cofactores oxidados, reducidos durante la glicolisis (Reeves, 1984).

1.13.8. Defensas antioxidantes.

Los trofozoitos de E. histolytica usualmente residen y multiplican en el intestino
humano, el cual constituye un ambiente anaerdbico o microaerobio. Sin embargo,
durante la invasion a tejidos, la ameba es expuesta a una mayor tension de O, y tiene
que eliminar los metabolitos tdxicos producidos por los fagocitos, activados durante el
estallido respiratorio. El parasito carece de una cadena respiratoria de transporte de
electrones convencional, a pesar de esto, E. histolytica “respira” y tolera hasta un 5%
de O, en la fase gaseosa (Band y Cirrito, 1979).

E. histolytica carece de GSH, principal tiol de bajo peso molecular para la
mayoria de las células eucariotas aerobias, y en su lugar emplea cisteina. Recientes
estudios metabolémicos comprobaron que, a pesar de contar con las enzimas
necesarias para su sintesis, el parasito no produciria cisteina de forma enddgena (o
por lo menos en los niveles necesarios). Esto concuerda con el hecho de que el cultivo
in vitro de trofozoitos requiere del agregado de una alta concentracién de cisteina, la

cual no puede ser reemplazada por otros tioles (Husain y col., 2010). Entonces, como
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es de esperar, el parasito carece de enzimas que requieren GSH como cofactor, tales
como glutation-S-transferasas, glutation peroxidasas, glutation reductasas o
glutaredoxinas. Finalmente, en el genoma de E. histolytica también estan ausentes
genes que codifiquen para catalasas u otras peroxidasas (Loftus y col., 2005; Clark y
col., 2007).

Se ha comprobado que el parasito posee una Fe-SOD enzimaticamente activa
(Bruchhaus y col., 1992). También se identificaron en E. histolytica cinco genes que
codifican para peroxirredoxinas, todas pertenecientes a la familia de 2-Cys (Clark y
col., 2007). Estudios bioquimicos demostraron que las proteinas codificadas por estos
genes son capaces de detoxificar H,O, e hidroperoxido de cumeno (Bruchhaus y col.,
1997; Poole y col., 1997). Las reacciones catalizadas por las peroxirredoxinas son
dependientes de la presencia de tiorredoxinas. Fueron identificados en el parasito
cinco genes codificantes para tiorredoxinas citoplasméaticas clasicas (Arias y col.,
2007; Clark y col., 2007; Arias y col., 2008). Asi, se logré reconstruir y caracterizar in
vitro el sistema de detoxificacion de H.O, dependiente de tiorredoxina presente en E.
histolytica. Las tiorredoxinas son mantenidas en su forma reducida por una
tiorredoxina reductasa, una flavoproteina que utiliza NADPH como substrato reductor
(Arias y col., 2012).

Como se mencion6 anteriormente, en E. histolytica se han encontrado varios
genes que fueron adquiridos por eventos de transferencia horizontal desde
procariotas. Muchas de estas proteinas estan implicadas en rutas metabdlicas
centrales, sin embargo otras presentan una alta identidad de secuencia con enzimas
de vias antioxidantes presentes en bacterias anaerobias (seccion 1.8). Entre ellas se
encuentran una rubreritrina, cuatro proteinas flavodiférricas y una NADH-oxidasa. Al
momento se desconoce si estas enzimas son funcionales in vivo ya que se ignora

cuales son sus posibles companeros redox (Loftus y col., 2005; Clark y col., 2007).

Estudios in vitro e in vivo demostraron que el NO*, liberado por los macréfagos
activados, desemperia un papel critico en la eliminacion de trofozoitos de E. histolytica
(Lin y Chadee, 1992; Lin y col., 1994). La capacidad de establecer infecciones denota
que el parasito debe contar con defensas contra especies oxidantes del nitrégeno, sin
embargo no existen demasiados reportes al respecto. Se comprob6 que E. histolytica
produce una arginasa funcional que es capaz de mermar la concentracién de arginina
presente en el medio circundante. De esta forma se reduce significativamente la
produccion de NO® por parte de los monocitos y neutréfilos, ya que el NO® se genera
enzimaticamente por accién de la NO® sintasa utilizando arginina como sustrato
(ElInekave y col., 2003).
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Se ha comprobado también, que la alta concentracién de cisteina intracelular
puede actuar de proteccion. La cisteina captura el NO°, antes que este dane otras
macromoléculas, y produce S-nitrosocisteina. Este metabolito puede ser toxico per se,
ya que tiene la capacidad de liberar NO* lentamente. Se ha reportado que varias
enzimas del metabolismo amebiano tienen capacidad de reducir S-nitrosotioles,
actuando, entonces, como enzimas detoxificantes (Arias y col., 2012). Como se
menciono anteriormente, un entorno donde se produzca NO° puede llevar a la
consecuente formacion del altamente reactivo anibn ONOO-. Para el caso, las
peroxirredoxinas también tienen capacidad de metabolizar ONOO-. Finalmente, no se
han estudiado enzimas que actuen directamente sobre el NO°. Sin embargo es
interesante notar que en varios casos las proteinas flavodiférricas, antes mencionadas,
poseen actividad NO* reductasa como su principal caracteristica (Vicente y col., 2008).
Al momento estas proteinas son las unicas NO' reductasas candidatas en el genoma
del parasito. La funcionalidad y especificidad de las proteinas flavodiférricas
amebianas todavia no se ha estudiado.

2EhFdox 2EhFdre >?277
%
LYCOLYSI > + ~— " 5 AcetilCoA + CO:
GLYCOLYSIS Pyr + CoA o g

//--D RSH + HNO

v -250 mV
_— EhTRXRox ¢
RHCOIRCOOHe~, ~—>NADPH— / . ‘(\ _ RSSR
™~ RSNO
EnAHmEhALD} -320mvV. | 292 mV | > ERTRXse ( -240 mV
A .
ROHIRHCO-’/ “— NAD(P) <~ ‘\9 / \"'--’RSH _—»ROH + H,0
2 -, |
B wBmy ---EhZCysPrxoxc—\/ 1150 mV
0. ‘ Ny ~— ROOH
O: ~ EhTRXoxe- -240 mV | _sH.O
300 mV| e Enzcysprxns—--"( 1320 mV
— H,0,
2H'+20,—EMSO0 , 5, , po, ]

Figura 1.10: Sistema antioxidante dependiente de tiorredoxina presente en E. histolytica. Imagen tomada
de (Arias y col., 2012).

1.13.9. Preguntas abiertas e hipotesis de trabajo.

¢, Como son regeneradas las ferredoxinas oxidadas?

Hasta el momento falta resolver el camino por el cual las ferredoxinas reducidas
en el paso de oxidacion del piruvato son reoxidadas (Reeves, 1984). En organismos
que poseen hidrogenosomas uno de los caminos principales de reoxidacién de
ferredoxinas es la produccion de hidrogeno molecular por parte de hidrogenasas
(Muller, 1988). E. histolytica carece de hidrogenosomas y se ha comprobado que, al
ser cultivada axénicamente, no produce gas hidrégeno (Reeves y col., 1977).
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Entonces, bajo condiciones anaerobicas, las ferredoxinas reducidas deberian tener
alguna conexiéon con el NAD*, por ejemplo a través de una ferredoxina : NAD(P)*
reductasa. EI NAD(P)H generado se utilizaria para la produccién de etanol, llevada a
cabo por las alcohol deshidrogenasas. De esta manera se regenerarian los cofactores
oxidados necesarios para que la glicdlisis siga su curso.

Bajo condiciones aerdbicas parte de los equivalentes de reduccion son
probablemente desviados hacia el O,, dando origen al fenédmeno de “respiracion”. La
reduccion de oxigeno podria utilizar NAD(P)H o quizas ferredoxinas, regenerandolas
directamente. Este gasto de equivalentes de reduccién podria explicar la produccion
de acetato bajo condiciones aerdbicas. Al existir menor poder reductor disponible para
transformar el acetil-CoA a etanol, el mismo es transformado en acetato por una acetil-
CoA sintetasa en una reaccion no reductiva. De esta forma se regenera la CoA

necesaria para continuar con la glicolisis.

¢, Cual es la identidad de la oxidasa terminal presente en E. histolytica?.

Se ha demostrado una importante actividad O, reductasa en este parasito. Esta
actividad no produciria peroxidos in vivo (Lo y Reeves, 1980; Reeves, 1984). Hasta el
momento se han estudiado varias proteinas con actividad NAD(P)H oxidasa pero
todas generan H,O, como producto (Lo y Reeves, 1980; Arias y col., 2007; Jeelani y
col., 2010), por lo que es improbable que las mismas representen la via principal de
consumo de O,. En G. lamblia se ha encontrado que la mayor parte del consumo de
oxigeno se debe a una NADH oxidasa que cataliza la reduccion de O, a H,O. Se ha
postulado que esta enzima podria constituir la oxidasa terminal presente en ese
organismo (Brown y col., 1996; Brown y col., 1998). El proyecto genoma de E.
histolytica expone la presencia de una NADH oxidasa putativa por lo que seria de
interés develar si la misma puede cumplir funciones similares a la enzima de Giardia
(Loftus y col., 2005).

E. histolytica posee cuatro isoformas de una proteina flavodiférrica (EhFDP) que
no han sido estudiadas (Loftus y col., 2005). En bacterias anaerobias estas enzimas
reducen O, a H,O, por lo que podrian representar otro candidato para ser la oxidasa
terminal de la ameba. Sin embargo, en bacterias, el dador de equivalentes de
reduccion para las FDP son las rubredoxinas, proteinas que estdn ausentes en el
parasito.
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.Son funcionales en la detoxificacion de especies reactivas del nitrégeno u

oxigeno otras enzimas identificadas en el proyecto genoma?.

Como se mencion6 anteriormente, en E. histolytica se encuentran ausentes
varias enzimas y compuestos participes en la defensa antioxidante de otros
eucariotas. Sin embargo, se ha caracterizado el sistema de detoxificacién dependiente
de TRX, asi como también una SOD (Bruchhaus y col., 1992; Arias y col., 2007). Otras
enzimas, generalmente encontradas en procariotas anaerobios, y asociadas a la
detoxificacién de especies reactivas, han sido identificadas en el proyecto genoma de
E. histolytica pero aun continlan sin estudiarse. Una de esas enzimas es la
rubrerytrina (EhRr) que actuaria sobre el H,O,. También se encontraron las ya
mencionadas FDPs, que en algunas bacterias tienen actividad NO* reductasa y que
hasta el momento son las Unicas candidatas para llevar adelante dicha actividad en el
parasito (Loftus y col., 2005).

1.14. Tripanosomatidos.

La tripanosomiosis y leishmaniosis son enfermedades causadas por protozoos
parasiticos flagelados de Ila familia Trypanosomatidae, conocidos como
tripanosomatidos.

La leishmaniosis es causada por distintas especies y subespecies de protozoos
del género Leishmania que se trasmite por la picadura de hembras de insectos
dipteros, que en América se conocen con el nombre comun “carachay” (Lutzomyia sp).
La enfermedad puede presentar distintas formas clinicas, leishmaniosis tegumentaria

(cutéanea, mucocutanea y cutédnea difusa) y leishmaniosis visceral.

Por otro lado, los tripanosomas africanos ( Trypanosoma brucei sp.) viven en el
torrente sanguineo del hospedero y causan una afeccién neurolégica conocida como
enfermedad del suefio (en humanos), la tripanosomiosis africana humana. Esta
enfermedad es endémica en el Africa Sub-sahariana donde la mosca tse-tse (el
principal vector) tiene su habitat determinado por la temperatura y la humedad de la
regiéon (Cox y col., 2005).

Trypanosoma cruzi es el agente etiol6gico de la enfermedad de Chagas. Puede
transmitirse, fundamentalmente, a través de transfusiones y, vectorialmente, por la

picadura de insectos hematéfagos conocidos como triatominos ( Triatoma sp.).
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1.15. Caracteristicas particulares de los tripanosomatidos.

Los tripanosomatidos poseen una estructura derivada de las mitocondrias que es
caracteristica de estos protozoos y que se conoce con el nombre kinetoplasto. El ADN
mitocondrial es distinto al que podemos encontrar en el nlcleo y se concentra en un
determinado espacio de la mitocondria dando lugar al kinetoplasto. EI ADN del
kinetoplasto contiene mini y maxi-circulos que se encuentran concatenados. Los
maxi-circulos tienen genes que codifican para varias proteinas mitocondriales en tanto
que los mini-circulos son mas heterogéneos y contienen informacién codificante para
los llamados ARN guias, los cuales son necesarios para la edicion de los ARNm
transcriptos desde los maxi-circulos. La edicion del ARN es también una particularidad
de los tripanosomatidos (Souza, 2008).

Estos organismos tienen una organela derivada de los peroxisomas, llamada
glicosoma en donde ocurre la mayor parte de las reacciones de la via glicolitica. En
esta organela ocurre la via glucolitica desde la hexoquinasa hasta la
fosfogliceratoquinasa. Otras funciones que ocurren en glicosoma son la biosintesis de
pirimidinas, la B-oxidacién de acidos grasos y el salvataje de purinas (Parsons, 2004;
Michels y col., 2006; Souza, 2008).

Los tripanosomatidos poseen una Unica mitocondria muy ramificada y un unico
flagelo que participa en procesos celulares como motilidad y unién a sustratos (Souza,
2008). Poseen un fuerte citoesqueleto, compuesto de microtubulos (Souza, 2008) v,
contrariamente a lo que ocurre en otros eucariotas, el ADN de este organismo es
transcripto continuamente en forma de un mensajero policistrénico. La maduracion de
este mensajero es llevado a cabo por un proceso de trans-splincig (Teixeira, 1998;
Teixeira y daRocha, 2003).

Estos organismos representan un caso excepcional entre los eucariotas ya que
al no existir ninguna regulacion transcripcional, todos los genes son transcriptos. La
regulacién reside a nivel post-transcripcional (Teixeira, 1998; Teixeira y daRocha,
2003).
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Figura 1.11: Esquema de la organizacion subcelular de un epimastigote de T. cruzi. Imagen tomada de
(Souza, 2008,).

1.16. Trypanosoma cruzi.

1.16.1. Taxonomia.

Dentro de la clase Kinetoplastidae se encuentra el orden Trypanosomatida al
cual pertenece la familia Trypanosomatidae (tripanosomatidos). En dicha familia se
encuentran, ademas del género Trypanosoma, otros géneros como Leishmania,
Phytomona, Crithidia, y Leptomonas los cuales parasitan animales, plantas, insectos y
reptiles respectivamente.

Reino: Protista
Filo: Euglenozoa
Clase: Kinetoplastidae
Orden: Trypanosomatida
Familia: Trypanosomalidae
Género: Trypanosoma

Especie: T. cruz/

1.16.2. Morfologia.

T. cruzi presenta tres formas morfolégicas distintas: amastigote, epimastigote y
tripomastigote.
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Amastigote: esférico u ovalado. Es la forma replicativa en el interior de las
células del hospedador.

Epimastigote: alargado y con el kinetoplasto localizado entre el nucleo y el
flagelo. Es la forma replicativa en el tracto digestivo de los insectos vectores y en

cultivos axénicos.

Tripomastigote: también alargado, pero con el nucleo localizado entre el

kinetoplasto y el flagelo. Es la forma infectiva y no se divide.

A 4 :
e
Epmastigote Tripomastigote Amastigote

Figura 1.12: Formas morfoldgicas presentes durante el ciclo de vida de T. cruzi.

1.16.3. El ciclo de vida de Trypanosoma cruzi.

El ciclo de vida del T. cruzi comienza cuando el insecto vector infestado se
alimenta de un mamifero por succion. Simultaneamente, defeca cerca de la herida
causada por la picadura liberando los tripomastigotes metaciclicos presentes en sus
heces. Estas formas infectivas invaden las células en el sitio de la picadura. Para esto,
el parasito se adhiere a la membrana plasmatica de la célula mediante el
reconocimiento de residuos de acido sialico, el cual es removido y transferido a
proteinas de la membrana plasmética del parasito (De Souza, 2002; Cox y col., 2005).
En este momento se produce un reclutamiento de lisosomas al sitio de invasién
(Tardieux y col., 1992; Burleigh, 2005), con la consecuente formacion de una vacuola
parasitica que permite la entrada del parasito a través de la via endocitica (aun en
células no fagociticas). La vacuola se fusiona con mas lisosomas para formar un
fagolisosoma, desde donde el pardsito escapa al citosol. En este lugar los
tripomastigotes se transforman en amastigotes. Esta forma se multiplica por fision
binaria generando, luego de cinco dias, alrededor de 500 amastigotes los que
finalmente se diferencian a tripomastigotes rompiendo la célula (Cox y col., 2005).

Estos parasitos escapan al espacio intercelular para infectar otras células o continuar
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hacia el torrente sanguineo desde donde circulan hacia otros tejidos. El ciclo continta
cuando otro insecto se alimenta de un individuo infectado. Dentro del vector, T. cruzi
esta confinado al tracto digestivo donde los tripomastigotes ingeridos se transforman
en epimastigotes, los cuales se multiplican por fisién binaria. Una vez que alcanzan el
recto, los parasitos se adhieren al epitelio y comienzan a diferenciarse en
tripomastigotes metaciclicos que seran liberados la proxima vez que el insecto se
alimente (figura 1.13) (de Souza, 1984; Vickerman, 1985; Tyler y Engman, 2001; De
Souza, 2002; Cox y col., 2005).
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Figura 1.13: Ciclo de vida de T. cruzi. Imagen tomada de www.cdc.gov

1.16.4. Enfermedad de Chagas.

1.16.4.1. Transmision: el vector.

La trasmisién de la enfermedad de Chagas ocurre principalmente a través de
insectos vectores que llevan el parasito en su tracto digestivo. Estos insectos
pertenecen a la familia Reduviidae, sub-familia Triatominae. A la fecha hay mas de
140 especies descriptas (Maudlin y col., 2004). Triatoma infestans, es el principal
vector en el sur de Sudamérica (Argentina, Bolivia, Chile, Paraguay, Uruguay y el sur
de Peru), mientras que Rhodnius prolixus, Panstrongylus megistus y Triatoma
dimidiate colonizan el norte de Sudamérica y América Central (Maudlin y col., 2004).
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Figura 1.14: Insecto vector Triatoma infestans. Imagen tomada de (Schaefer, 2003)

1.16.4.2. Aspectos clinicos.

Clinicamente, hay tres fases en la enfermedad de Chagas: aguda, indeterminada
y crénica. Estan caracterizadas por condiciones especificas y por el nivel de parasitos

circulantes.

1.16.4.2.1. Fase aguda.

Tiene lugar poco después de la infeccién y puede ser letal. Normalmente no es
detectada porque sus sintomas se confunden con los de otras afecciones. En mas del
90% de los casos es asintomatico (Teixeira y col., 2006). Puede haber lesion visible en
el sitio de entrada, el chagoma cutaneo (Cox y col., 2005). Si el parasito atraviesa la
membrana del ojo o conjuntiva, este se inflama originando lo que se conoce como el

signo de Romana (Dias, 1997).

Luego de 7 a 10 dias post-infeccion pueden aparecer fiebre, mialgias,
somnolencia, calambres y diarrea, problemas respiratorios, dolor de musculos y
articulaciones, sudoracién, hepatosplenomegalia, problemas cardiacos como ser
anormalidades en el electrocardiograma y miocardiopatia (Teixeira y col., 2006;
Punukollu y col., 2007). Luego de 2 a 3 meses estos sintomas desaparecen. Durante
la fase aguda los casos de muerte estan relacionados con pacientes con compromiso
cardiaco, intestinal o nervioso (Teixeira y col., 2006). Los nifios son los mas afectados
durante esta etapa especialmente los menores de 10 afios.

1.16.4.2.2. Fase indeterminada.

Tiene lugar luego de la fase aguda. Es mayormente asintomatica, con corazon,
eso6fago y colon normales, a pesar de esto los individuos presentan serologia positiva.
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1.16.4.2.3. Fase cronica.

Luego de 20 a 50 afos desde la infeccion, para un tercio de los individuos
cronicos (Teixeira y col., 2006), la enfermedad evoluciona hacia la forma cardiaca
(arresto cardiaco), digestiva (megaesofago y megacolon), o hacia la forma cardiaca y
digestiva juntas (Coura, 2007). Se produce un avance “silencioso” del dafio en érganos
y tejidos. La forma cardiaca de la enfermedad de Chagas es la mas comun y severa.
Sus signos son arritmia, insuficiencia cardiaca, bloqueos auriculares-ventriculares y

tromboembolismo (Coura, 2007).

1.16.4.3. Diagndstico.

El diagnéstico de la enfermedad de Chagas es dependiente de la fase de la
enfermedad en la que se encuentre el paciente. Durante la fase aguda, cuando los
niveles de parasitos en sangre son altos y facilmente detectables, se utilizan métodos
parasitologicos directos (Freilij y Altcheh, 1995; Maudlin y col., 2004). En cambio,
durante la fase crénica el numero de parasitos en sangre esta por debajo del limite de
deteccidon. En esta fase los titulos de anticuerpos contra antigenos de T. cruzi son
altos y el diagnostico se basa en la serologia (Levin y col., 1991; Umezawa y Silveira,
1999). También se utilizan, en fase aguda o crénica y con diferente sensibilidad,
métodos indirectos (Gomes, 1997; Luz, 1999; Schenone, 1999) siendo la deteccién a
través de PCR el de mas reciente desarrollo (Avila 'y col., 1993; Wincker y col., 1994).

A pesar de lo comentado, no existe a la fecha un método que posea alta
sensibilidad, especificidad, que sea facil de usar y de bajo costo (Schmunis, 2007).

1.16.4.4. Tratamiento Actual.

No hay cura para la enfermedad de Chagas. Desde finales de la década del ‘60 y
principios de los 70, solo dos drogas han sido desarrolladas para ser utilizadas en su
tratamiento: nifurtimox (su produccién ha sido discontinuada en el actualidad), usado
para las etapas agudas e intermedias tempranas de la enfermedad, y benznidazol, el
cual requiere 60 dias de tratamiento en infecciones agudas y es efectivo solamente en
el 50% de los casos (Rodriques Coura y de Castro, 2002).

El nifurtimox genera compuestos reactivos, toxicos para el parasito, el cual es
deficiente en algunos de los mecanismos clasicos de detoxificacion de radicales libres
(Docampo y Moreno, 1984). EI benznidazol interfiere con la sintesis de
macromoléculas interactuando con intermediarios de nitroreduccion (de Castro, 1993).

Cuando son administradas en infecciones recientes, estas drogas disminuyen la
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parasitemia a niveles indetectables, pero los resultados dependen del tiempo de
tratamiento. Severos efectos colaterales ocurren durante este periodo. El nifurtimox
causa anorexia, alteraciones psicolégicas, nauseas, vomitos, célicos intestinales y
diarrea. El benznidazol tiene aun mayor cantidad de reacciones adversas, puede
causar sintomas de hipersensibilidad, dermatitis, fiebre, dolores articulares y
musculares, depresion de la médula ésea, agranulocitosis y polineuritis de los nervios
periféricos, entre otras (Rodriques Coura y de Castro, 2002). En varios paises el

benznidazol es la Unica droga que se encuentra comercialmente disponible.
No hay tratamiento para las etapas intermedias y cronicas de la enfermedad.

En el afio 2003 se ha formado a partir de diversas organizaciones a lo largo del
mundo la DNDi, Iniciativa de Drogas para Enfermedades Olvidadas, por sus siglas en
ingles. El objetivo principal de la DNDi es desarrollar nuevas drogas o nuevas
formulaciones que reemplacen o ayuden al tratamiento de las llamadas enfermedades

olvidadas, tales como la enfermedad de Chagas.

El proceso completo que va desde la evaluacion de un compuesto como un
candidato, pasando por las pruebas clinicas en humanos y finalmente su disponibilidad
en el mercado lleva muchos anos y mucha inversién. La enfermedad de Chagas y
muchas otras infecciones parasiticas afectan principalmente poblaciones postergadas
economicamente, y la inversidén en estos desarrollos, muy probablemente, podria ser

considerada como no rentable para muchas companias farmacéuticas (Witty, 1999).

1.16.4.5. Posibles blancos terapéuticos actualmente bajo evaluacion.

Las poliaminas son compuestos de bajo peso molecular esenciales para
procesos celulares como la sintesis de acidos nucleicos y la estabilizacién de ciertas
macromoléculas. Las poliaminas mas comunes son la putrescina, espermidina y
espermina. Varias enzimas estan involucradas en la sintesis de poliaminas: arginasa,
ornitina decarboxilasa (ODC), S-adenosilmetionina decarboxilasa (AdoMetDC),
espermidina sintasa, tripanotion sintetasa (TS) y tripanotién reductasa (TR). Estas
enzimas exhiben caracteristicas que difieren de aquellas ortélogas en el hospedador
humano, encontrdndose algunas sélo en los parasitos (Heby y col., 2007).

Otras moléculas y caminos metabdlicos de T. cruzi, estan bajo evaluacion como
posibles blancos para nuevas drogas por la DNDi, asociaciones publicas/privadas y
grupos de investigacién independientes en todo el mundo. Entre ellas podemos

mencionar varias enzimas involucradas en el metabolismo antioxidante, la protedlisis
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mediada por cruzipaina, el metabolismo del pirofosfato y la biosintesis de purinas,
glicosilfosfatidilinositol y esteroles (Urbina y Docampo, 2003).

Pese a que el metabolismo de los hidratos de carbonos es un proceso altamente
conservado entre los seres vivos dicha via en T. cruzi, y varios protozoos
kinetoplastidos relacionados, tiene caracteristicas inusuales que la diferencia de la que
se produce en otros eucariotas. En primer lugar, la mayor parte de la glicélisis se
localiza en el glicosoma (Opperdoes, 1987; Taylor y Gutteridge, 1987). Por otro lado,
la hexoquinasa y la fosfofructoquinasa, dos enzimas clave de la glicélisis, no son
afectadas por los moduladores alostéricos clasicos reportados para mamiferos,
hongos y bacterias (Racagni y Machado de Domenech, 1983; Urbina y Crespo, 1984;
Taylor y Gutteridge, 1986). Por ultimo, el flujo glicolitico no es influenciado
negativamente por la presencia de oxigeno (efecto Pasteur) (Cazzulo y col., 1989). Se
ha propuesto que la compartimentalizacion de la glicélisis puede constituir una
alternativa evolutiva para regular el flujo glicolitico en tripanosomas a nivel del

transporte de glucosa desde el citoplasma al glicosoma (Bakker y col., 1999).

1.16.5. Defensas antioxidantes.

Una vez inoculado en un huésped mamifero, T. cruzi depende de su capacidad
para infectar células y, dentro de estas células, diferenciarse y replicarse. Para tener
éxito en esta compleja secuencia de eventos, los parasitos deben estar equipados
para hacer frente a las EROs generadas como consecuencia de su propio
metabolismo aerdbico y como parte de la defensa antimicrobiana del huésped. La
capacidad del patégeno para resistir el estrés oxidativo es esencial para la

supervivencia durante la infeccion de los tejidos de mamiferos.

T. cruzi carece de enzimas detoxificantes clasicas, tales como la CAT, sin
embargo, posee un metabolismo redox Unico (al igual que otros tripanosomatidos)
dependiente de tripanotion [T(SH)2]. EI T(SH)2 es un ditiol de bajo peso molecular que
consiste de dos moléculas de GSH unidas covalentemente a una molécula de
espermidina (lrigoin y col., 2008). EI T(SH)2 es mantenido en su forma reducida
mediante la actividad de la tripanotién reductasa (TcTR), una flavoenzima dependiente
de NADPH (lrigoin y col., 2008).
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Figura 1.15: Estructura quimica del tripanotién y reduccion mediada por la tripanotion reductasa, a
expensas de NADPH. Imagen adaptada de (Shames y col., 1986)

El sistema dependiente de T(SH)2 esta involucrado en varios procesos
biolégicos: la descomposicibn de oxidantes como hidroperéxidos y ONOO-, la
reduccion de deshidroascorbato, la reduccion de triparredoxina (TXN) y GSH disulfuro,
la detoxificacion de metales pesados y cumple un rol en la sintesis de ADN,
proporcionando equivalentes para la reduccion de ribonucleétidos (Irigoin y col., 2008;
Arias y col., 2013). Estas funciones tomadas en conjunto, hacen del T(SH)2 un
metabolito clave en la biologia del parasito.

T. cruzi presenta un amplio repertorio de proteinas efectoras de la defensa
antioxidante que se distribuyen entre diferentes compartimentos celulares y son
activas contra una amplia gama de oxidantes. Este repertorio se compone de un grupo
de SODs y varias peroxidasas (lrigoin y col., 2008). En T. cruzi se han identificado y
caracterizado cuatro tipos de SOD (SOD I-IV) que contienen hierro, ubicadas
principalmente en el citoplasma, y en menor medida en la mitocondria y organelas de
baja densidad (Mateo y col., 2008). El siguiente grupo abarca al menos dos
peroxidasas que presentan homologia con la glutation peroxidasa (GPx): TcGPx-I
ubicada en citosol y glicosomas, y TcGPx-Il presente en el reticulo endoplasmatico.
Ambas enzimas descomponen peréxidos organicos derivados de fosfolipidos y acidos
grasos, pero son menos eficientes en la descomposicion de H.,O,. Esta especificidad
sugiere que ambas peroxidasas pueden tener un papel relevante en la proteccién de
los lipidos celulares (Wilkinson y col., 2002; Wilkinson y col., 2002). Para hacer frente
al H.O,, T. cruzi posee dos triparredoxinas peroxidasas (TXNPXx): una citosélica y otra
presente en la mitocondria, y una hemoperoxidasa dependiente de ascorbato (Irigoin y
col., 2008).

Para finalizar, recientemente se caracterizaron funcionalmente dos MsrA de T.
cruzi. Se comprobd, a su vez, que el sistema T(SH)2/TXN proporciona los electrones

necesarios para la reduccion de metionina-S-sulféxido, tanto libre como proteica, por
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parte de estas enzimas (Arias y col., 2011). Actualmente en el proyecto genoma de T.
cruzi solo se encuentran anotadas las MsrA. Estudios informaticos preliminares nos
permitieron encontrar dos marcos abiertos de lectura, anotados como proteinas
hipotéticas, que posiblemente representen las MSR restantes (MsrB y fRMsr). Con
este trabajo de tesis se buscé completar el estudio del sistema, caracterizando
funcionalmente la fRMsr del parasito.
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Figura 1.16: Esquema del sistema antioxidante dependiente de tripanotion en T. cruzi. Imagen tomada de
(Arias y col., 2013).
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2. OBJETIVOS

Objetivo general:

Realizar estudios a nivel del metabolismo redox en protozoos parasitos,

especificamente en Entamoeba histolytica y Trypanosoma cruzi. Se pretende

caracterizar nuevas enzimas involucradas en la defensa antioxidante y reparacion del

dafo oxidativo en ambos organismos.

Objetivos especificos:

1.

Identificacién, clonado, expresién recombinante y caracterizacion
funcional de posibles enzimas protectoras, caracteristicas de procariotas
anaerobios, en E. histolytica. Se intentara comprender como dichas
proteinas, adquiridas por transferencia horizontal de genes, se insertan
en el contexto metabdlico del parasito.

Identificacién, clonado, expresion recombinante y caracterizacion
funcional de una posible metionina sulféxido reductasa de tipo libre de T.
cruzi. Con dicho objetivo se pretende profundizar el estudio del sistema
reparador de metioninas presente en el parasito, iniciado previamente en

el laboratorio.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Materiales y reactivos quimicos

Los componentes de los medios bacteriologicos fueron obtenidos de
Laboratorios Britania (Argentina). Los reactivos para biologia molecular fueron
adquiridos de los representantes en Argentina de las firmas: Promega, Invitrogen y
Thermo Scientific. Los materiales para purificacion de proteinas fueron adquiridos a la
firma GE Healthcare. Todos los demas reactivos quimicos empleados fueron de la
mas alta calidad comercialmente disponible (Sigma-Adrich, Merck, BD o similares).

3.2. Protozoos utilizados y procedimiento de cultivo.

3.2.1. Entamoeba histolytica

Los trofozoitos de E. histolytica HM1:IMSS fueron cultivados axénicamente a
36,5 °C en medio TYI-S-33 suplementado con suero bovino adulto al 10 % (v/v) y
complejo vitaminico de Diamond al 2 % (p/v) (Diamond y col., 1978).

3.2.2. Trypanosoma cruzi

Para este estudio se emplearon células de T. cruzi cepa CL-Brener. Los
epimastigotes fueron cultivados axénicamente bajo condiciones de crecimiento
logaritmico a 28 °C en medio LIT suplementado con hemina 20 ug/ml y suero fetal
bovino al 10% (Gomez y col., 1989). Los tripomastigotes metaciclicos fueron obtenidos
por cultivo axénico bajo condiciones de diferenciacién espontanea de epimastigotes
(Allaoui y col., 1999). Los amastigotes y tripomastigotes de T. cruzi se obtuvieron
mediante la infecciébn de monocapas de células Vero con tripomastigotes metaciclicos
(Andrews y Colli, 1982).

3.3. Cepas bacterianas y de levaduras, plasmidos Yy
procedimiento de cultivo.

3.3.1. Cepas

Para el desarrollo de este trabajo se utilizaron cuatro cepas de E. coli, para el
clonado y expresion de las proteinas recombinantes, el genotipo de las mismas se

detalla a continuacién:
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E. coli Top 10 F’ (Invitrogen): [lacl® Tn10(Tet")] mcr A A(mrr-hsdRMS-mcrBC)
®80lacZAM15 AlacX74 recA1 deoR araD139 A(ara-leu)7697 galU galK rpsL (Str?)
endA1 nupG.

E. coli BL21 (DE3) (Novagen): F ompT hsdS (r m’) gal dcm (DE3)

E. coli Rosetta (DE3) (Novagen): F ompT hsdSg (rg" mg’) gal dcm lacY1 (DES3)
pRARE (argU, argW, ileX, glyT, leuW, proL) (CmR)

E. coli M15 (Qiagen): F ®80AlacM15 thi lac’ mtl recA* pREP4 (lacl) (Kan®)

Los ensayos de complementacion en levaduras se llevaron a cabo con la cepa
de Saccharomyces cerevisiae GY202, gentiimente suministrada por el Dr. Vadim
Gladyshev (Department of Medicine, Harvard Medical School), cuyo genotipo es:

S. cerevisiae GY202: MATa his3 leu2 met15 ura3 AmsrA::URA3 AmsrB::KAN
AfRmsr::HIS3 (Le y col., 2009).

3.3.2. Plasmidos utilizados.

Para el desarrollo de este estudio se emplearon los plasmidos de clonado y
expresion listados en la Tabla 3.1.

Plasmido Caracteristicas Referencia

PGEMP®-T Easy Vector de clonado (3 Kb) para productos de ~ Promega
PCR. Alfa complementacion, resistencia a
ampicilina.
PRSET-A Vector de expresion (2,9 kb) inducible por Invitrogen
IPTG, promotor T7, fusidn a polihistidina N-
terminal, resistencia a ampicilina.
pMAL-C2 Vector de expresion (6 Kb) inducible por New England Biolabs
IPTG, promotor Ptac, fusion a MBP N-
terminal, resistencia a ampicilina.
pQE-9 Vector de expresion (3,4 Kb) inducible por Qiagen
IPTG, promotor T5/ operador lac, fusién a
polihistidina N-terminal, resistencia a
ampicilina.
pET-28a Vector de expresion (5,4 kb) inducible por Novagen
IPTG, promotor T7, fusién a polihistidina N-
terminal, resistencia a kanamicina.
P425-GPD Vector no integrativo para expresion (Mumberg y col., 1995)
constitutiva en levaduras. Ori 2. Promotor
GPD. Seleccién por reversién de auxotrofia a
Leu.

Tabla 3.1: Caracteristicas de los plasmidos empleados.
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3.3.3. Cultivo de Escherichia coli.

Las células de E. coli TOP10 F° fueron utilizadas para mantenimiento y
replicacién de plasmidos. Las cepas E. coli BL21 (DES3), E. coli Rosetta (DE3) y E. coli
M15 se emplearon para la expresion de las proteinas recombinantes. Las células
fueron cultivadas a 25-37 °C en medio LB, LB-Glc o TB, segun el experimento
realizado, con agitacién a 180 rpm. Para la seleccion de bacterias portadoras de
plasmidos, se utilizé ampicilina 100 pg/ml, kanamicina 50 pg/ml o cloranfenicol 34
ug/ml, segun el caso. Para almacenamiento a corto plazo, las bacterias transformadas
se conservaron en placas con medio LB-agar a 4 °C por un mes. Para tiempos
mayores, los cultivos liquidos saturados se suplementaron con glicerol al 25 % (v/v) y
se almacenaron a -80 °C. La composicién de los medios de cultivo empleados se
detalla a continuacion:

e Medio Lysogeny broth (LB):

Peptona de carne 10 g/l

NaCl 10 g/l

Extracto de levadura 5 g/l

pH 7,0
e [ B-Glucosa (LB-Glc): medio LB adicionado con glucosa al 2% (p/v).
e Medio Terrific Broth (TB):

Peptona de carne 12 g/l

Extracto de levadura 24 g/l

Glicerol 4 ml/l
KH,PO, 17 mM
KoHPO, 72 mM
pH 7,0

e [ B-Agar. medio LB mas agar a una concentracion final de 2% (p/v).

3.3.4. Cultivo de Saccharomyces cerevisiae.

La cepa de Saccharomyces cerevisiae GY202 se crecié en medio YPD o YPD-
Agar. Las células transformadas con las diferentes construcciones del plasmido P425-
GPD se crecieron en medio selectivo: YNB (BD - Yeast Nitrogen Base without Amino
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Acids & Ammonium Sulfate — Catalog # 233520), suplementado con glucosa 2%,
SO4(NH,)2 0,5 % y metionina 100 mM. Para su conservacion, los cultivos liquidos
crecidos por 48 h fueron adicionados con glicerol a una concentracién final de 25%
(v/v) y se almacenaron a -80 °C. Para almacenamiento a corto plazo, las levaduras
transformadas se conservaron en placas con medio selectivo agarizado a 4 °C por un

mes.
e Medio YPD:
Extracto de levadura 10 g/l
Peptona 20 g/l
Glucosa 20 g/l
e YPD-Agar. medio YPD mas agar a una concentracion final de 2% (p/v).

e Medio selectivo:

YNB 1,7 g/l
SO4(NH,)2 59/l
Glucosa 20 g/l
Metionina 100 mM

3.4. Métodos utilizados en biologia molecular.

Varios de los métodos de biologia molecular empleados en este trabajo fueron
realizados acorde a lo descripto por Maniatis y Sambrook (Maniatis y col., 1982;
Sambrook y Russell, 2001).

3.4.1. Extraccion de material genético.

e ADN gendmico de E. histolytica.

El ADN gendmico de la ameba se obtuvo siguiendo la metodologia descripta por
Maniatis y col (Maniatis y col.,, 1982) a partir de trofozoitos crecidos en fase
logaritmica, como se describe en 3.2.

e ADN gendmico de T. cruzi.

El ADN gendmico del parasito se obtuvo siguiendo la metodologia descripta por
Maniatis y col (Maniatis y col., 1982) a partir de epimastigotes crecidos en fase
logaritmica, como se describe en 3.2.
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3.4.2. Reaccion en cadena de la polimerasa.

Se realizd la amplificacion de los genes de interés mediante la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) utilizando cebadores especificos que poseian
diferentes sitios de restriccion en sus extremos 5. Se emplearon los siguientes
reactivos: Tag ADN polimerasa 2,5 U (Thermo Scientific), MgCl, 3 mM (Thermo
Scientific), PCR buffer 1X (Thermo Scientific), dNTP 0,4 mM de cada uno (Promega),
cebadores 0,1 uM de cada uno, ADN gendmico o ADN plasmidico (segun sea el caso)
y agua estéril, para completar un volumen de reaccién de 20-50 pl finales.

El programa base utilizado en las PCRs fue:
1- 95 °C durante 10 min

2- 95 °C durante 1 min

3- Tm durante 1 min

4- 72 °C durante 1 min

5- 72 °C durante 10 min

Los pasos 2-4 se repitieron durante 30 ciclos. Las reacciones fueron realizadas
en BOECO thermal cycler Biocycler TC-S.

3.4.3. Oligonucledtidos.

Los oligonucleotidos desalados vy liofilizados utilizados en este estudio fueron
sintetizados por GBT o Sigma. En la Tabla 3.2 se detallan las secuencias de los

mismos.
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Oligonucledtido Secuencia Sitio de restriccion Tm (°C)

ehnror-fow GGATCCATGAATATAAATGTACAATA BamHI 58.6
ehnror-rev AAGCTTTTAAAAATATGTTTTCCATT Hindlll 60.0
141deltachnor-fow  GGATCCAGTAATCTTGAGGTAGTTAT BamHI 68.8
141deltaehnor-rev AAGCTTTTAAAAATATGTTTTCCATT Hindlll 60.0
ehrr-fow GGATTCATGGCAACTCTCATTAATCT BamHI 67.7
ehrr-rev AAGCTTTTAAATAGAAACTTGAACTC Hindlll 58.3
ehfdp1-fow GGATCCATGAAAGCATTGGAAGTAGT BamHI 57.1
ehfdpl-rev CTGCAGTTAAGCTTTAAGGGCCTCAG Pstl 59.6
ehfdl-fow GGATCCATGGGAAAGATCACTATTGT BamHI 56.6
ehfdl-rev AAGCTTTTATTCAACTTTAAGAACTC Hindlll 50.5
ehfd2-fow GGATCCATGTCAAAAGTATTTACAAG BamHI 52.4
ehfd2-rev AAGCTTTTAGATGTCATCAACTGTAA Hindlll 52.9
tcfrmsr-fow GGATCCATGCACGCTGACAACAGTTC BamH| 60.9
tcfrmsr-rev AAGCTTTCAATGGACGCCAATCGTCG Hindlll 62.1
gaf-rev AAGCTTTCAAGGGAACTCAAGATTTT Hindlll 55.8
tip41-fow GGATCCATGGCTTGCACTTTGGCGAG BamH| 63.4

Tabla 3.2: Secuencia de los oligonucledtidos empleados como cebadores. Subrayados se muestran los
sitios de restriccion especificados.

3.4.4. Electroforesis en geles de agarosa.

El andlisis de fragmentos de ADN obtenidos se llevé a cabo mediante la técnica
de electroforesis utilizando geles de agarosa al 1 - 1,5% (p/v) en solucion TAE (Tris 40
mM; acido acético 40 mM; EDTA 1 mM; pH 8,0), con la adicién de gel Green Biotium®
a una concentracion final de 0,3 ug/ml. Cada muestra se sembr6 en el gel adicionando
previamente buffer de siembra de ADN [azul de bromofenol 0,25% (p/v); Glicerol 30%
(v/v)] o glicerol al 30% para facilitar el proceso. Los geles se corrieron en buffer TAE a
100 V utilizando el sistema Mini-Sub Cell GT (Bio-Rad). La visualizacion de cada
fragmento de ADN retenido en el gel se realiz6é bajo luz azul pura (310 nm) con ayuda
de un transiluminador DR- 46B (Clare Chemical Research Dark Reader). En todos los
casos, las muestras se corrieron junto con un marcador de peso molecular de

referencia.

3.4.5. Purificacion de ADN desde geles de agarosa.

Los fragmentos de ADN obtenidos a partir de las reacciones de PCR o de las
digestiones enzimaticas se corrieron en geles de agarosa al 1 - 1,5%, como se explico
en el inciso anterior. Una vez identificado cada segmento de interés, se recortd la
porcion del gel que lo contenia con bisturi, y se purificd con el sistema comercial
Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega), siguiendo las indicaciones del
fabricante.
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3.4.6. Precipitacion de ADN.

Para precipitar el ADN se agreg6 a las soluciones que lo contenian 2 volumenes
de etanol absoluto y 0,1 volumenes de acetato de sodio 3 M (pH 4,8). Las muestras se
incubaron a -20 °C durante 30 min y se centrifugaron a 15000 rpm., a 4 °C durante 15
min. A continuacién se descart6 el sobrenadante y el ADN precipitado se resuspendio
en agua mQ estéril.

3.4.7. Minipreparacion de ADN plasmidico.

Cada clon de E. coli que portaba el plasmido de interés se cultivd por 16 h en 5
ml de medio LB suplementado con el antibiético correspondiente, a 37 °C y con
agitacién de 180 rpm. Luego se cosecharon las células obtenidas a 5000 rpm durante
15 min y se descartd el sobrenadante. Finalmente se realiz6 la extraccion del ADN
plasmidico con el kit comercial Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System
(Promega) siguiendo las indicaciones del fabricante. Los plasmidos obtenidos se
examinaron mediante electroforesis en geles de agarosa al 1% y se almacenaron a -
20 °C.

3.4.8. Digestion enzimatica de ADN.

Las reacciones de digestion del ADN se realizaron a 37 °C, durante 3 h'y en un
volumen final de 40 pl utilizando enzimas de restriccibn Promega o Thermo Scientific,
segun las indicaciones del fabricante. Los productos obtenidos se resolvieron
mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%, se identificaron por comparaciéon con
un marcador de peso molecular de referencia y se purificaron a partir del gel como se

explicé anteriormente.

3.4.9. Ligacion de fragmentos de ADN.

Para realizar las reacciones de ligacibn se mezclaron volumenes de inserto y
vector en una relacién molar de 3 a 1 respectivamente. Cada mezcla se incubd a 60
°C durante 5 min, luego en hielo y posteriormente se agregd el buffer de reaccién
correspondiente y 1 U de la enzima T4 ADN ligasa (Thermo Scientific), logrando un
volumen final de reaccion de 15 pl. Las muestras se incubaron a 4 °C durante 16 h.
Para los controles de vector religado se realiz6 el mismo procedimiento reemplazando

el volumen de inserto con agua mQ estéril.
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3.4.10. Secuenciacion de ADN.

La secuenciacion nucleotidica automatica del ADN fue llevada a cabo por la
empresa Macrogen (Corea del Sur).

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

Las células de E. coli Top 10 F' o E. coli BL21 (DE3), dependiendo el caso, se
hicieron crecer en medio LB, a 37 °C y con agitacién de 180 rpm durante toda la
noche. Una vez conseguido un cultivo saturado, se realizé6 una dilucién 1/100 del
mismo en medio LB fresco y se incub6 en iguales condiciones hasta alcanzar una
DOgoo = 0,5 - 0,6 caracteristica de la fase de crecimiento logaritmica. De este cultivo se
tomaron alicuotas de 1 ml en tubos de 1,5 ml y se cosecharon a 5000 rpm durante 5
min. Una vez descartado el sobrenadante, las células se resuspendieron en 500 pl de
solucion ST1 (MOPS 100 mM; KCI 10 mM; pH 7,0). El paso de centrifugacién y
resuspension se repitié utilizando la solucion ST2 (MOPS 100 mM; KCI 10 mM; CacCl,
50 mM; pH 6,5) y luego se incubaron las muestras en hielo por un periodo de 15 min.
Transcurrido ese tiempo, nuevamente se cosecharon las células, se resuspendieron
en 100 ul de ST2 y se agreg6 6,5 pl de cada mezcla de ligacion. Las muestras se
incubaron en hielo por 60 min, seguidamente se realizé el shock térmico a 42 °C
durante 40 s y nuevamente se incubaron 2 min en hielo. Inmediatamente se adicioné 1
ml de medio LB — Glucosa en cada tuvo y se incubd 60 min a 37 °C. Finalmente las
células se cosecharon a 4500 rpm durante 5 min, se resuspendieron en 100 ul de
medio LB y se distribuyeron en placas de Petri conteniendo LB - Agar mas el
antibiético correspondiente. Las placas se incubaron en estufa a 37 °C hasta la

visualizacion de colonias.

3.4.12. Transformacion de S. cerevisiae por el método del acetato de litio.

Se centrifugaron 50 ml de un cultivo de levaduras en fase exponencial (ODggo =
1), crecido en medio YPD. Las células se resuspendieron en 10 ml de agua estéril y se
centrifugaron nuevamente. En el paso siguiente las levaduras se resuspendieron en 5
ml de SOL1 y se centrifugaron. Luego de descartar el sobrenadante, se volvié a
resuspender las levaduras en 250 pl de SOL1. Para cada transformacion se
alicuotaron 50 pl de células en microtubos de 1,5 ml, se agregd el plasmido y luego
300 pl de SOL2. Los tubos se incubaron a 30 °C por 30 min y luego 15 min a 42 °C.
Finalmente el contenido de cada tubo se distribuyd en placas de Petri conteniendo el
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medio selectivo indicado. El método empleado se baso en el protocolo de Gietz y col.
(Gietz y col., 1992).

e SOLT1:
44 4 ml de agua estéril
5 ml de 1 M LiOAc estéril, pH 7 - 7,4
0,5 mlde 1 M Tris-HCL, pH 7,5
0,1 ml de 500 mM EDTA
o SOL2:

40 ml de 50 % PEG 4000 estéril

5 ml de 1 M LiOAc estéril, pH7 - 7,4
0,5 mlde 1 M Tris-HCL, pH 7,5

0,1 ml de 500 mM EDTA

4,4 ml de agua estéril

3.4.13. Ensayos de complementacion en levaduras.

Se utilizaron células de S. cerevisiae GY202 transformadas con distintas
construcciones del plasmido p425-GPD. Para evidenciar el proceso de
complementacion, se realizaron estrias de cada clon obtenido en una placa de Petri
conteniendo medio selectivo, pero en donde la metionina fue reemplazada por Met-
R,S-SO 200 pM o Met-S-SO 100 pM. Las placas se cultivaron a 30 °C hasta

visualizacién de crecimiento.
3.5. Métodos bioquimicos.

3.5.1. Electroforesis en geles de poliacrilamida.

Para corroborar la eficiencia de la expresidon y la purificacion de las proteinas
recombinantes, se realizd una electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE) segun el método descripto por Laemmli (Laemmli,
1970). La misma se realizé utilizando como soporte geles discontinuos de
poliacrilamida al 10-15% y el sistema Mini Protean Il (Bio-Rad). Las muestran fueron
desnaturalizadas antes de su siembra mediante el agregado de buffer de muestra
[SDS 1% (p/v); 2-mercaptoetanol 100 mM; Tris 50 mM; glicerol 10% (v/v); azul de
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bromofenol 1,25% (p/v); pH 6,8] y posteriormente se incubaron a 95 °C durante 5 min.
Terminada la corrida, se visualizaron las proteinas en el gel por tincion con Coomassie
brilliant blueR-250.

3.5.2. Preparacion de antisueros.

Los sueros inmunes contra las proteinas de interés fueron preparados por el
Centro de Experimentaciones Bioldgicas y Bioterio (Facultad de Ciencias Veterinarias,
Universidad Nacional del Litoral, Argentina), mediante la inmunizacién de conejos con
proteinas purificadas acorde a lo descripto por Vaitukaitis y col. (Vaitukaitis y col.,
1971).

3.5.3. Electrotransferencia sequida de inmunodeteccion.

Tras realizar un SDS-PAGE, se efectud la electrotransferencia de las proteinas
contenidas en el gel hacia una membrana de nitrocelulosa (GE Healthcare). Esta se
llevé a cabo durante 30 min aplicando 5 mA por cada cm de gel, en un equipo Semi-
Dry Fastblot B43 (Biometra) que contenia el gel y la membrana entre papeles de filtro
embebidos previamente en solucién de transferencia [Tris 25 mM; glicina 192 mM;
metanol 20% (v/v); pH 8,3]. La membrana de nitrocelulosa transferida se bloqued con
solucion de TBS (Tris 50 mM; NaCl 150 mM; pH 8,0) mas leche descremada al 4%
(p/v), incubdndose durante 60 min a temperatura ambiente. Luego se realizé la
incubacién por 60 min con los anticuerpos primarios hechos contra las proteinas de
interés en conejo o raton, segun el caso, a una dilucién adecuada. Posteriormente se
incubd con el anticuerpo secundario anti-rabbit o anti-mouse conjugado a peroxidasa
en una dilucion final de 1/10000 durante 60 min. Entre cada incubacién se realizaron
lavados con solucion de TBS mas Tween 20 0,05% (p/v). Las diluciones de los
anticuerpos se llevaron a cabo con solucion de TBS mas leche descremada al 1%
(p/v). La reaccién de revelado se llevé a cabo mediante el método quimioluminiscente
utilizando el sustrato comercial: SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate

(Thermo scientific), siguiendo las indicaciones del fabricante.

3.5.4. Cuantificacion de proteinas totales.

La cuantificacion de proteinas totales se realizd6 mediante la técnica de Bradford
(Bradford, 1976). Las lecturas de absorbancia se realizaron a 595 nm, en un
espectrofotdmetro UV-Vis Boeco Germany S-26. Se utiliz6 una curva de calibrado
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construida a partir de patrones de BSA (Sigma) para referir cada resultado de
absorbancia obtenido a una concentracion proteica dada.

En el caso de extractos proteicos obtenidos en presencia de detergente, la
cuantificacién de proteinas totales se realiz6 mediante el método del &cido
bicinconinico, utilizando el kit comercial BCA Protein Assay (Thermo Scientific), segun
las indicaciones del fabricante.

3.5.5. Desalado y cambio de buffer.

Los buffers de las soluciones proteicas fueron cambiados mediante filtracién por
geles empleando una HiTrap™ Desalting Column (GE), siguiendo indicaciones del
fabricante.

3.5.6. Concentrado de proteinas.

Para la concentracion de soluciones proteicas, se emplearon dispositivos de
ultrafiltracion Amicon (Millipore), con un tamano de poro apropiado para cada proteina
a concentrar. El dispositivo se operé de acuerdo a las indicaciones del fabricante.

3.5.7. Preparacion de S-nitrosotioles.

Los S-nitrosotioles se prepararon segun el método descripto por Gordge y col.
(Gordge y col., 1998). Brevemente, la cisteina 200 mM y NaNO, 200 mM se incubaron
en presencia de HCI 10 mM por 30 min en hielo. La solucion fue luego estabilizada por
la adicion de EDTA 1 mM pH 7. El compuesto se preparé el mismo dia a ser
empleado, fue almacenado en hielo y a reparo de la luz hasta su utilizacion. La
concentracion de CySNO se estimé mediante su coeficiente de extincién molar a 334
nm (0,74 mM™-cm™), en un espectrofotdometro UV-Vis METROLAB 325 BD.

3.5.8. Permeabilizacion de células de T. cruzi con digitonina.

Se parti6 de 5x10® células de epimastigotes. Las células se lavaron con una
solucion que contenia Tris 20 mM, NaCl 100 mM, EDTA 1 mM, sacarosa 2% (p/v), pH
7.5 y se centrifugaron. Se prepararon soluciones de digitonina a diferentes
concentraciones (de 0,01 a 4 mg/ml). En cada paso de extraccién se adicioné una
dilucién de digitonina sobre el pellet celular (100 pl por cada 1x10” células), seguido de
una incubacion a 30 °C durante 5 min y centrifugacion a 13000 rpm a 4 °C durante 30

min. Los sobrenadantes obtenidos se mezclaron con buffer de muestra de SDS-PAGE,
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se hirvieron durante 5 min. Finalmente, las muestras obtenidas se analizaron por

western blot.

3.5.9. Purificacion de anticuerpos.

Los antigenos recombinantes purificados, utilizados para inmunizar los conejos,
se sembraron en un SDS-PAGE de un solo carril y se realizd la electroforesis.
Posteriormente, el gel fue electrotransferido a una membrana de nitrocelulosa y la
misma se tin6 con Rojo Ponceau. Se recortd la banda correspondiente a la proteina de
interés, se decolor6 la tira obtenida y se bloqueé con PBS-Leche 5%. En el siguiente
paso, la tira fue sometida a una incubacion con el antisuero total diluido 1/10 en PBS-
Leche 1% durante 16 horas. Luego de la incubacién, la membrana fue lavada
extensamente con PBS. Finalmente, los anticuerpos retenidos se eluyeron con 100
mM glicina pH 2.5 durante diez minutos. Se transfiri6 la solucién de anticuerpos a un
nuevo tubo conteniendo 10 pl de 1M Tris pH 8.0 por cada 90 pl de solucién de elucién.
La solucion neutralizada fue concentrada por ultrafiltracion y se le adicioné una
concentracion final de 40 % glicerol (v/v). Los anticuerpos se conservaron alicuotados
a-20 °C.

3.5.10. Obtencion y purificacion de los isomeros Ry S de la Met-SO.

La obtencion de Met-SO se realiz6 mediante oxidacién de L-metionina,
adaptando la escala y tiempos del protocolo descripto por Toennies y col (Toennies y
Kolb, 1939). Se disolvieron 3,33 mmoles de L-metionina en una soluciéon de 3,66
mmoles de HCL concentrado, 2,5 ml de H,O y 4,16 ml de metanol. Luego se
agregaron 4 mmoles de H,O, en su forma de solucion al 30 %. De ser necesario se
agreg6 agua para completar un volumen de aproximadamente 8,33 ml. La reaccién se
dejo proceder por 3 horas. En el siguiente paso, se agregaron 3,83 mmoles de
amilamina y metanol (en un volumen igual a la mitad de la mezcla de reaccion).
Finalmente, para precipitar el sulfoxido, se adicionaron 3 voliumenes de acetona.
Luego de reposar 10 min, se separ6 el precipitado. A modo de lavado, se realizaron 6
resuspensiones en 8,33 ml de acetona. La sustancia blanca resultante se dej6 secar al
aire toda la noche y para completar el proceso se calent6 a 100 °C por una hora.

La separacion de los isomeros de Met-SO se realiz6 siguiendo el método de
Lavine (Lavine, 1947; Kumar y col., 2002). Sucintamente, 0,3 g de L-Met-R,S-SO se
disolvieron en 2 ml de agua en un bafno Maria. Se agregé una solucion de acido
picrico en metanol (0,5 g (peso humedo)/ 4 ml); y se dejo enfriar lentamente. El

precipitado se separ6 por centrifugacion (se conservo el sobrenadante), se lavé con
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metanol frio y se redisolvié en 20 ml de agua. Para liberar el sulféxido se agregd
amilamina (= 80 pl) hasta alcanzar aproximadamente pH 8. La Met-S-SO se precipitd
con 200 ml de acetona y se colectd por centrifugacion. El precipitado se lavé dos
veces con acetona y finalmente fue secado. El sobrenadante original que se habia
conservado, se evaporo y se redisolvié en 20 ml de agua. Luego se agregaron 80 pl de
amilamina, se precipité la Met-R-SO con 200 ml de acetona y se colecté por
centrifugacion. El precipitado se lavo dos veces con acetona y finalmente fue secado.

3.5.11. Ensayos de fosforilacion.

Se emplearon 2 g totales de extracto celular y 2 pug de cada proteina
recombinante. El volumen final de la reaccién fue de 20 ul conteniendo las siguientes
concentraciones finales: 50 mM Hepes (pH 7,2), 10 mM MgCl, y 100 uM [y-*P]ATP
(actividad especifica = 6000 cpm/pmol). Las reacciones fueron incubadas por 20 min a
30 °C y terminadas hirviéndolas con buffer de SDS-PAGE 4X. Se realiz6 la corrida
electroforética y la autoradiografia del gel se implementé utilizando una placa storage
phosphory un escaner Typhoon.

3.6. Expresion y purificacion de las proteinas recombinantes.

3.6.1. Induccidn de la expresion de las proteinas recombinantes.

Las distintas cepas de expresion de E. coli, transformadas con las
construcciones de interés, se hicieron crecer en medio LB suplementado con los
antibiéticos correspondientes. El cultivo prosiguié toda una noche a 37 °C y con
agitacion a 180 rpm. Posteriormente se realiz6 una dilucién 1/100 del cultivo saturado
en medio fresco, conteniendo los antibidticos correspondientes (y suplementos
accesorios, de ser el caso). El cultivo se incub6 a 37 °C con agitacién a 180 rpm hasta
alcanzar una DO de 0,6 - 1,2. En esas condiciones se realiz6 la induccion de la
expresion de las proteinas recombinantes con el agregado de IPTG 0,1 — 0,5 MMy se
volvié a incubar durante 16 horas, a 20-28 °C y con agitacion a 180 rpm. Los
parametros para cada proteina recombinante en particular se indican en la seccién de
resultados. Finalmente las bacterias se cosecharon por centrifugacién a 5000 rpm
durante 15 min, se descart6 el sobrenadante y se guardaron los paquetes celulares a
—20 °C para su posterior uso.
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3.6.2. Disrupcion celular y preparacion de extractos crudos.

Los paquetes celulares fueron resuspendidos en 1/10 del volumen del cultivo
original usando una soluciéon compatible con el proceso de purificacién. La ruptura
celular fue llevada a cabo, en bario de hielo, usando un procesador ultrasénico de alta
intensidad Vibra-cell TM VCX-600 (Sonics & Materials Inc.) con pulsos de 30 s durante
una sesiéon de 10 min. Con el fin de separar las fracciones solubles e insolubles, los
lisados celulares se centrifugaron a 4 °C y 15000 rpm durante 20 min. Los
sobrenadantes obtenidos fueron utilizados para la purificaciéon de las proteinas de

interés.

3.6.3. Cromatografia de afinidad por metal inmovilizado.

Para purificar proteinas recombinantes fusionadas a etiquetas de poli-Histidina,
se realiz6 una cromatografia de afinidad utilizando una columna HiTrap chelating (GE
Healthcare) de 1 ml cargada con Ni** y equilibrada con solucién A (Tris 20 mM; NaCl
400 mM; Imidazol 10 mM; pH 7,5). Las células fueron resuspendidas y lisadas en la
solucion A. Luego de la siembra, la columna se lavé con 15 ml de la solucion A. La
elucién se realizé mediante un gradiente lineal de 10 a 300 mM de Imidazol (solucién
B: Tris 20 mM; NaCl 400 mM; Imidazol 300 mM; pH 7,5), recolectando fracciones de 2
ml. El proceso de purificacién se ejecutd de forma automatica utilizando un dispositivo
AKTAprime plus (GE). Las fracciones que contenian la proteina de interés se
concentraron por ultrafiltracién y se almacenaron a -80 °C en presencia de glicerol al
15% (V/v).

3.6.4. Cromatografia de afinidad por union a amilosa.

Para purificar proteinas recombinantes fusionadas a la proteina de unién a
maltosa (MBP), se realiz6 una cromatografia de afinidad empleando una matriz de
amilosa-agarosa (New England Biolabs) de 1 ml, equilibrada con solucién A (Tris 20
mM; NaCl 300 mM; pH 8,0). El paquete celular fue resuspendido y lisado en la
solucién A y se sembrd en la columna. A continuacion se realiz6 un lavado con 10
volumenes de columna empleando solucion A. La elucion de la proteina recombinante
se realizé mediante el agregado de solucién B (Tris 20 mM; NaCl 300 mM; pH 8,0 y
maltosa 10 mM). Las fracciones que contenian la proteina de interés se concentraron

por ultrafiltracion y se almacenaron a -80 °C en presencia de glicerol al 15% (v/v).
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3.6.5. Proteinas accesorias utilizadas.

Para la realizacién de los distintos ensayos y medidas de actividad, se utilizaron
varias proteinas que se encontraban purificadas previamente en el laboratorio o que
fueron cedidas por otros grupos. En algunos casos se conté con el plasmido de
expresion por lo que la purificacion se realizé durante este trabajo. La tabla 3.3 lista las
proteinas accesorias empleadas y su origen.

Proteinas  Condicion Cedida por

TmNROR Plasmido Dr. Donald Kurtz (University of Texas at San Antonio -USA)
PfRd Plasmido Dr. Michael Adams (University of Georgia - USA)
CpRd Plasmido Dr. Jean-Marc Moulis (Université J. Fourier - Francia)
PsFNR Purificada Dr. Ceccarelli (from IBR — Rosario — Argentina)

PsFd Purificada Dr. Ceccarelli (from IBR — Rosario — Argentina)

EcFild Purificada Dr. Ceccarelli (from IBR — Rosario — Argentina)
EhTrx8 Purificada Obtenida previamente

EhTrx41 Purificada Obtenida previamente

TcTR Purificada Obtenida previamente

TcTXNI Purificada Obtenida previamente

Tabla 3.3: Proteinas accesorias utilizadas en el trabajo

3.7. Métodos analiticos.

3.7.1. Determinacion de la masa molecular.

La masa molecular nativa de las proteinas recombinantes se determind mediante
cromatografia de filtracion por geles, empleando una columna Superdex 200 HR
Tricorn (GE) conectada a un equipo AKTA Explorer (GE). Para efectuar la calibracién
de la columna se emplearon proteinas de masa molecular conocida (Gel Filtration
Calibration Kit— GE). La curva de calibrado se construyé graficando el logaritmo de las
masas moleculares de los estandares (log MM) versus los coeficientes de distribucién
obtenidos (Ka,y).

3.7.2. Determinacion de flavinas.

Las enzimas purificadas se calentaron a 95 °C durante 10 min para liberar sus
cofactores. Luego de centrifugar, se separé el sobrenadante de las proteinas
desnaturalizadas. Una alicuota del sobrenadante se sembré y resolvi6 mediante
cromatografia en capa delgada (TLC) empleando placas de silica soportadas sobre
aluminio (Merck). El solvente de corrida consistié de butanol/acido acético/ agua en
una relaciéon 12:3:5. Se utilizaron soluciones de FAD y FMN como estandares. Los
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spots fueron visualizados haciendo uso de su fluorescencia intrinseca, mediante un

dispositivo Typhoon scanner (GE Healthcare).

Determinada la naturaleza del cofactor, su concentracién fue cuantificada
espectrofotométricamente a 450 nm, utilizando el coeficiente de extincion molar 11,3
mM™ cm™ (Garcia y col., 2011).

3.7.3. Determinacion de hierro.

El hierro se cuantifico siguiendo el método del ferritiocianato (Chauhan y Mande,
2001). Sucintamente, una muestra de la proteina recombinante (25 pl) fue adicionada
con TCA 40% (5 pl) e incubada a 4 °C por diez minutos. Luego, la mezcla se
centrifugd a 16000 rpm, a 4 °C y durante 15 min. Se mezclaron (en este orden) 10 pl
del sobrenadante con 80 ul de TCA 4% y posteriormente con 10 pl de KSCN 2,5 M. La
absorbancia del producto de reaccién se midi6 a 492 nm. Para determinar la
concentracion de hierro se emple6 una curva de calibrado generada utilizando FeCls

como estandar.

3.7.4. Ensayos enzimaticos.

Los ensayos se realizaron a 30 °C, en un volumen final de 50 pl, empleando el
equipo Multiskan Ascent one-channel vertical light path filter photometer (Thermo
Electron Co.). Se definié la unidad de actividad enzimética (U) como la cantidad de
enzima capaz catalizar la conversibn de 1 umol de sustrato por min, bajo las

condiciones especificadas en cada caso.

Las curvas de saturacion se efectuaron utilizando concentraciones variables del
sustrato en estudio (entre 7 y 13 puntos) y una concentracion saturante fija del
cosustrato. Los datos cinéticos fueron graficados como la velocidad inicial (uM-min™" o
U-ml™") versus la concentracién del sustrato (UM o mM). Los parametros cinéticos se
calcularon mediante regresién no lineal segun el modelo de Michaelis — Menten,
utilizando el programa Origin™ 7.0. Los pardmetros cinéticos reportados representan
el promedio de un minimo de tres determinaciones independientes, reproducibles
dentro de un rango de +10%. En el estudio de inhibidores, el parametro ICs, refiere a

la concentracién de inhibidor que disminuye la actividad inicial al 50%.

A menos que se indique lo contrario, en los ensayos en donde se sigui6 la
oxidacion/reduccion de NADPH/NADP®, se empled su coeficiente de extincién molar
(6,23 mM™ cm™) para la realizacion de los respectivos calculos.
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3.7.2.1. Determinacion de la actividad Rd reductasa de la EANROR.

La actividad rubredoxina reductasa de la EANROR se determind en condiciones
microaerofilicas monitoreando la reduccion de rubredoxinas a 492 nm. Se empled una
solucion desgaseada conteniendo: PBS 100 mM (pH 7), Glc 2 mM, GOD 10 U/ml, CAT
20 U/ml, SOD 10 U/ml, NAD(P)H 0,3 mM, 0,1-100 uM de Rd de Pyrococcus furiosus
(PMRd) o Clostridium pasteurianum (CpRd) y 0,005-0,1 uM de EANROR.

3.7.2.2. Determinacion de la actividad TRX reductasa de la EANROR.

La actividad tiorredoxina reductasa de la EANROR se determind en condiciones
microaerofilicas monitoreando la oxidacion de NADPH a 340 nm. Se emple6é una
solucion desgaseada conteniendo: PBS 100 mM (pH 7), Glc 2 mM, GOD 10 U/ml, CAT
20 U/ml, SOD 10 U/ml, NAD(P)H 0,3 mM, Insulina bovina 0,13 mM, 0,15-30 uM
EhTrxs y 0,1-1 uM de EANROR.

3.7.2.3. Determinacion de la actividad DTNB reductasa de la EhINROR.

La actividad DTNB reductasa de la EANROR se determind en condiciones
microaerofilicas monitoreando la producciéon de tionitrobenzoato a 405 nm (¢ = 14.5
mM™ cm™) (Eyer y col., 2003). Se empleé una soluciéon desgaseada conteniendo:
PBS 100 mM (pH 7), Glc 2 mM, GOD 10 U/ml, CAT 20 U/ml, SOD 10 U/ml, NAD(P)H
0,3 mM, DTNB 0,078-10 mM y 0,1-1 uM de EANROR.

3.7.2.4. Determinacion de la actividad cistina o CysNO reductasa de la
EhNROR.

La actividad cistina o CysNO reductasa de la EANROR se determiné en
condiciones microaerofilicas monitoreando la oxidacion de NADPH a 340 nm. Se
empleé una solucion desgaseada conteniendo: PBS 100 mM (pH 7), Glc 2 mM, GOD
10 U/ml, CAT 20 U/ml, SOD 10 U/ml, NAD(P)H 0,3 mM, 0,1-1 uM de EANROR y 15—
1000 puM de cistina o CysNO.

3.7.2.5. Determinacion de la actividad diaforasa de la EnNROR.

La actividad diaforasa de la EANROR se determind en condiciones
microaerofilicas monitoreando la oxidacion de NADPH a 340 nm. Se emple6 una
solucion desgaseada conteniendo: PBS 100 mM (pH 7), Glc 2 mM, GOD 10 U/ml, CAT
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20 U/ml, SOD 10 U/ml, NAD(P)H 0,3 mM, 0,1-1 uM de EANROR y como aceptores
finales MBQ 2-500 pM, Fe(CN)s*> 15-1000 uM o MB 15-1000 uM.

3.7.2.6. Determinacion de la actividad NaNO., o NH>OH reductasa de la
EhNROR.

La actividad nitrito o hidroxilamina reductasa de la EANROR se determin6 en
condiciones microaerofilicas monitoreando la oxidacion de NADPH a 340 nm. Se
empled una solucion desgaseada conteniendo: PBS 100 mM (pH 7), Glc 2 mM, GOD
10 U/ml, CAT 20 U/ml, SOD 10 U/ml, NAD(P)H 0,3 mM, 0,1-1 uM de EANROR y 15—
1000 uM de NaNO, o 15-1000 uM de NH,OH.

3.7.2.7. Reduccion de flavinas libres por la EnNROR.

La actividad de la EANROR se midid6 en condiciones microaerofilicas
monitoreando la reduccién de FAD o de FMN a 450 nm (e = 11.3 mMcm™)(Aliverti y
col., 1999). Se empled una solucion desgaseada conteniendo: PBS 100 mM (pH 7),
Glc 2 mM, GOD 10 U/ml, CAT 20 U/ml, SOD 10 U/ml, NAD(P)H 0,3 mM, 0,1-1 uM de
EANROR y 3-200 uM de FAD o 3-200 uM de FMN.

3.7.2.8. Determinacion de la actividad nitroreductasa de la EnNROR.

La actividad nitroreductasa reductasa de la EANROR se determin6 en
condiciones microaerofilicas monitoreando la oxidacion de NADPH a 340 nm. Se
emple6 una solucion desgaseada conteniendo: PBS 100 mM (pH 7), Glc 2 mM, GOD
10 U/ml, CAT 20 U/ml, SOD 10 U/ml, NAD(P)H 0,3 mM, 0,1-1 yM de EANROR y 10—
1000 uM de CDNB o 10-1000 uM de MV.

3.7.2.9. Determinacion de la actividad NAD(P)H oxidasa de la EnNROR.

La actividad oxidasa se determiné monitoreando la oxidacién de NAD(P)H a 340
nm. Se emple6 una solucién oxigenada (O, ~200 uM) conteniendo: PBS 100 mM (pH
7), 0,1-1 yM de EANROR y 10-300 uM de NAD(P)H. Se determiné la produccion de
H.O, mediante el método del ferritiocianato (Chauhan y Mande, 2001). La presencia
de O? se evidencié monitoreando la reduccion de NBT por accién de dicho radical
(Giannopolitis y Ries, 1977).
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3.7.2.10. Reduccion de la rubreritrina (EhRr).

La reduccién de la EhRr se evalué mediante la medida de su actividad
peroxidasa (en condiciones microaerofilicas), utilizando diferentes proteinas como
sustratos donadores de electrones. El ensayo se realizé monitoreando la oxidacién del
NAD(P)H a 340 nm. Se empleé una soluciéon desgaseada conteniendo: PBS 100 mM
(pH 7), Glc 2 mM, GOD 10 U/ml, SOD 10 U/ml, 0,1-10 yuM de EhRr, 25 yM H.0, y
diferentes sustratos donantes (con sus respectivos sistemas enzimaticos): 1) NADPH
0,3 mM, PsFNR 1 uM y 0,1-10 uM EcFld, PsFd. EhFd1 o EhFd2. 2) NADH 0,3 mM,
TmNROR 1 uMy 0,1-10 uM PRd. 3) NAD(P)H 0,3 mMy 0,1-1 uM EANROR.

3.7.2.11. Reduccion de la proteina flavodiférrica 1 (EnFDP1).

La reduccion de la EAFDP1 se evalu6 mediante la medida de su actividad O,
reductasa o NO* reductasa, utilizando diferentes proteinas como sustratos donadores
de electrones. Los ensayos se realizaron monitoreando la oxidacién del NAD(P)H a
340 nm en condiciones aerobias (actividad O, reductasa) o microaerofilicas (actividad
NO* reductasa). Se empled una solucién conteniendo: PBS 100 mM (pH 7), 0,05-5 uM
de EhFDP1 vy diferentes sustratos donantes (con sus respectivos sistemas
enzimaticos): 1) NADPH 0,3 mM, PsFNR 1 uyM y 0,1-10 uM EcFId, PsFd, EhFd1 o
EhFd2. 2) NADH 0,3 mM, TmNROR 1 uM y 0,1-10 uM PMRd. 3) NAD(P)H 0,3 mM y
0,1-1 yM EANROR. En los ensayos realizados bajo condiciones microaerofilicas se
agreg6 al medio de reaccion: Glc 2 mM, GOD 10 U/ml, CAT 20 U/ml, SOD 10 U/mly
MAHMA NONOato 1mM (empleado como generador NO® de para la actividad NO*
reductasa de la EhFDP1)

3.7.2.12. Determinacion de la actividad Met-SO reductasa.

La actividad metionina sulféxido reductasa de la TcfRMsr fue medida por
seguimiento de la oxidacion de NADPH a 340 nm, mediante el sistema TcTR/T(SH).
/TcTXNI. La mezcla de reaccion contenia Tris 100 mM pH 7,5; EDTA 2 mM; NADPH
300 puM; TcTR 2 uM; T(SH)2 100 uM; TcTXNI 10 uM y concentraciones variables de la
TcfRMsr. Las reacciones se iniciaron por adicion de Met-R-SO a una concentracion

final de 5 mM. El ensayo se realizé a 30 °C, en un volumen final de 50 pl.

En forma paralela, se comprobé la naturaleza de los productos de reaccion por
TLC. Se evalu6 la capacidad de reduccion de Met-SO y sus isémeros individuales por
accion de la TcMsrA y de la TcfRMsr. Las diferentes reacciones se iniciaron en un
volumen final de 50 pl conteniendo las siguientes concentraciones: 50 mM PBS (pH
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7,5), 10 mM DTT, 1 mM Met-(R,S)-SO y 5 ug de las proteinas recombinantes. La
reaccion se incubd a 37 °C durante 2 h. Finalmente se sembraron 6 pl (3 x 2 ul) de
cada reaccion en una placa de TLC (silica soportada en aluminio, Merck). El solvente
de corrida fue butanol/acido acético/agua (60/15/25). La placa se revel6 mediante
espray de ninhidrina (Kim y Gladyshev, 2004).

3.7.5. Determinacion del potencial de reduccion estandar.

Las titulaciones redox se realizaron incubando las proteinas en estudio (1-2 uM)
por 3 h a 33 °C en un medio que consistia de TRIS-HCI 200 mM pH 7,5; EDTA 2 mM;
HEDS 0,5 mM y concentraciones variables de 2BME. De esta forma se obtuvieron
diferentes potenciales de semi-celda (E,). Finalizadas las incubaciones, se analizé
cada una de las muestras en SDS-PAGE no reductor. Empleando el programa
Lablmage 2.7.2 Free edition (Kapelan GMBH), se determin6 la abundancia de la
fraccion reducida en cada una de las bandas proteicas. Las curvas de titulacién se
graficaron como la fraccién reducida versus el E;. El potencial de reducciéon estandar a
pH 7.5 (Ex;s5) se determind mediante regresion no lineal, empleando el modelo
logistico del programa Origin™ 7.0.

3.7.6. Espectroscopia UV-visible.

Los espectros UV-visibles de las proteinas fueron determinados en un
espectrofotdmetro Boeco Germany S-26 a 25 °C. La linea de referencia fue realizada
con el buffer donde se encontraba disuelta la enzima.

3.8. Microscopia confocal.

Los trofozoitos de E. histolytica HM1:IMSS se cosecharon por centrifugacion a
500 g. El paquete celular se lavé dos veces con PBS (KH,PO, 2mM; Na,HPO, 10 mM;
NaCl 137 mM; KCI 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 parasitos fueron
incubados con los anticuerpos primarios contra las proteinas de interés, en una
dilucién de 1/100 en PBS, Triton X-100 0,01% (v/v) y BSA 1% (p/v). En segunda
instancia, las muestras se incubaron con los anticuerpos secundarios anti-conejo
(marcado con FITC) y anti-raton (marcado con TRITC), en una dilucion final de

1/1000. Finalmente, luego de varios lavados, las muestras se montaron con una
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solucién antifade conteniendo DAPI. La visualizaciéon de distintas secciones z de las
células se realizé6 empleando un microscopio confocal Eclipse TE-2000-E2 - Nikon.

3.9. Modelado por homologia.

Los alineamientos de secuencias se realizaron mediante el algoritmo ClustalX y
se editaron de forma manual teniendo en cuenta informacion espacial complementaria
de otras estructuras conocidas, pero que no se utilizaron como molde. Se evité
agregar gaps o deleciones en zonas con estructuras secundarias definidas y se hizo
hincapié en la conservacién espacial de residuos implicados en la iniciacion, o

finalizacién, de hélices alfa.

Las estructuras tridimensionales fueron generadas utilizando modelado por

homologia mediante el servidor Swiss-Model (http://swissmodel.expasy.org/) en su

formato semiautomatico: Target-Template Alignment. El modelo obtenido fue sometido
a un proceso de minimizacion de energia en el programa Swiss-PdbViewer, utilizando
500 iteraciones del algoritmo Steepest descent y 1000 del Conjugate gradient. El
proceso se repitié dos veces. La calidad del modelo final fue evaluada por el programa
Verify-3D y Procheck. Ambos programas evaluadores forman parte del paquete
integrado SAVES (http://services.mbi.ucla.edu/SAVES). EI modelo obtenido fue
visualizado para su andlisis utilizando PyMOL (http://www.pymol.org/).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. CAPITULO 1: Entamoeba histolytica

4.1.1. Analisis de la secuencia primaria de la EnNROR.

La informacion presente en la base de datos AmoebaDB (http://amoebadb.org/)

indica que el gen ehnror (EHI_153000) tiene 1344 pb y codifica para una proteina
(EANROR) de 447 amino&cidos, con un masa molecular calculada de 49,7 kDa y un
punto isoeléctrico tedrico de 8,2. En el proyecto genoma original, el ORF se
encontraba anotado como una NADH oxidasa hipotética.

El andlisis de la secuencia primaria de la EANROR, utilizando la herramienta de
identificacion de dominios conservados Pfam (http:/pfam.xfam.org/), indic6 su

pertenencia a la familia de las Piridin Nucleétido Reductasas Dependientes de FAD
(FADPNR - pfam: PF07992). Esta familia de proteinas incluye varias enzimas
estructuralmente relacionadas, tales como glutation reductasas, tiorredoxina
reductasas, rubredoxina reductasas, ferredoxina reductasas, nitrito reductasas, NADH
oxidasas, etc (Hagelueken y col., 2007). En la secuencia aminoacidica de la EANROR
se pudo reconocer el motivo de union a FAD (*EVVIIGGGIASLSVIRCLI®) y el
dominio de unién a NAD(P)H (**’QIAIIGAGLSGIEISNALR?") (figura 4.1.1).

Utilizando el algoritmo de busqueda blastp se identificaron proteinas homologas
en la base de datos del NCBI (http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST). Los puntajes

maximos de identidad, excluyendo a los ort6logos de otras especies de Entamoeba,
rondaron el 30% vy estuvieron distribuidos principalmente entre proteinas
pertenecientes a distintas especies del género Clostridium. Como era de esperar, las
anotaciones indicaron enzimas incluidas en la familia de las FADPNR, siendo
rubredoxina reductasa la asignacion especifica mas representada. El homdlogo
bacteriano mas cercano fue una proteina putativa de Clostridium tetani que poseia el
nombre genérico de NADH deshidrogenasa (NCBI: NP_783044). Fue interesante
observar que el andlisis de dominios de esta proteina detectd el plegamiento FADPNR
esperado, asi como también la existencia de un dominio tipo-rubredoxina hacia el
extremo N-terminal (prosite: PS50903) (figura 4.4.1). Este plegamiento se caracteriza
por tener un motivo CXXC(X)1.CPXC y es exactamente igual al que se encuentra en
las rubreritrinas de Clostridium perfringens (Lehmann y col., 1996) o Desulfovibrio
vulgaris (Prickril y col., 1991). En las rubredoxinas libres, la separacion entre los pares
de cisteinas es mayor (28 o 29 aminoacidos en lugar de 12). Igual a lo que sucede en
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las rubredoxinas, los residuos de cisteina de los dominios tipo-rubredoxinas de las
rubreritrinas son los encargados de unir un atomo de hierro. El analisis manual de la
secuencia de la EANROR nos permitié observar la presencia de dos posibles pares de
cisteinas quelantes, aunque la distancia de separacién entre los mismos es de solo 9
aminodacidos. Otra diferencia existente es la ausencia del residuo conservado de
prolina entre el segundo par de cisteinas y la aparicién de un residuo extra de cisteina
(figura 4.1.1). Es posible que estas diferencias sean las responsables de que el
software de deteccion de dominios sea incapaz de predecir un plegamiento tipo-
rubredoxina en la porcion N-terminal de la EANROR.

Un alineamiento de la secuencia de aminoacidos de la EANROR con diversas
rubredoxinas reductasas (caracterizadas bioquimicamente) mostrd6 una acotada
identidad de secuencia (menor al 23%). También quedd en evidencia que el posible
dominio tipo-rubredoxina (N-terminal) no se encuentra presente en estas Ultimas
(figura 4.1.1).

+# ##
EhNROR ---MNINVQYRCDICG---NTQPKGDKCQCCGSESLKKEECVKENCQPPL
CtNROR  —=—-- MY KKK e - . S SDNFEEVLVARNDEAD
CaNROR  mmmmm oo
PENROR ~  mmm oo oo
TMNROR ~ ——mmm oo oo
EcNorw === -———¥———— - ——————————
ACNROR oo oo
*kkx*Unidn FAD*****x
EhNROR SSNEEMVITGGGIASLSHIRCEIEK-GIHSETHICKEKHFPYYRTABPKI
CtNROR DSKENFVITIGNGAAGEYARDSHRNRNKNCNETMISKEKTYSYYRPLLSEY
CaNROR MKSTKEBIEGAGPAGESARKAALG--KCDPETMINSEKYLPYYRPRENET
PENROR ---MK§V IMGNGPECEELARQES - - - QT¥ENTNMIDREPVPY Y SKPEMESHY
TmNROR ---MKWMV IMGNGPEEVELAKQES - - -EEHEMTIVERE TVPY Y TKPMESHY
EcNorW -MSNGEVIIGSGFABROLVENERKODATI PETHIAAPSMDEYNKBDLSHV
ACNROR --MHPEVIIGSGMAGE TLAREFRKLNPEHEEVMICAPDDAVNYAKBTLSNA
EhNROR ErDPPFCSNPQFEEEQKKEYQ-KNNINEBHGF TVKS IDLKK SEV I EERDL
CtNROR ENKEKLPSN--FElSKENWEE - EKNINBEENTAVNNINPVDRKVLLSNGK
CaNROR EAKNKSIDD--ELEKKNDWYE -KNNIKWETSEFATS IDPNNKEBVTLKSGE
PENROR EAGFIPRNR--BEPYSLPWYR-KRGIEEREAEEAKL IDRGREVV I FEKG -
TmNROR VAGLAEEKS--BEPYPIPWYE-KKGIKEBLGTTAKR I DAEKKVEETDRG -
EcNorW ES0GORADD--ETROTAGEEAEQFNEHEF POTWV TDIDAEARMVKEONNO
ACNROR ESGNKAPEQ--EPEGDAEKMS TOLKHOEBSETWVKAINPETHEEKLERNG
EhNROR VROEWHESKLVLAVGEEPNKPPFIPQSYSNDEIPEHSAADMEAINSLFET
CtNROR ---TENYDKLELANGEYNFI-PPIEGKBKKGUFTLRGEEDSENIKBDYAKK
CaNROR -—-KEKYEK L IEABGS 1 ANK- IKPHAD--EErSIYS Y DDALKIKBDECKN
PENROR ---EWPYDTLVLAEGARARE-POIKGKE- - YELTLREEFrDADRIKESEEN
TmNROR -—-TEEYDVLVLABGAKPRT - LKIPGWE- - RMYTLREIEDAKREKGAVER
EcNorW --—-WOYDKLVLAEGASAFV-PPUPGRE--LMLTINSQOEYRACETQERD
ACNROR QETIQPY¥SKLVLAVGANPTR-LATAGDGSDDEHVENSEIDYRAFRENEAK
***Unién NAD (P)H***
EhNROR RITIKOEATIGAGESGEEESNALRRKSEKVTVEEIE 1 ADRELPROLSKTSE
CtNROR --IKHATHMIGEGLEGEEARWELRN - - IGLDVSMIEFF DRELPROEDEKAG
CaNROR --KGKAFIIGEGEEGEEBAOARID--8GTPASHGI ILEYPEERQEDRBGG
PENROR --SGEARTIIGEGFIGEEBAGNLAE--BEYHVKBINRGAMFLE- -LDEEES

72



TmNROR --ERDEBEITGECFIGEEFAGNLESK--0BIKVKEK M TREMG - -LDEEET

EcNorW --ARRVEBINGEGLIGSEBAVMDFCR--BEKAVENIDNAASELES LYr PEVS
ACNROR RODKRVVIEGEGLIGCEFANDLQH--TEHOVEVIDLS PRPLERLLPAHTA
EhNROR KIFMDVELKNGEQOEKINSOEKAELCBES--TKIFEF SNGERMACDEECYS
CtNROR KLFODSEKQSNVDEILGDSEVEELGBNS--VESEKLKSGKEIKTDMVEFS
CaNROR LFEKDKLBRLEEKE Y TNSNFEEMGDL IRSSCVETA
PENROR NMEKDMLEETGVKFFENSEELEANEE GVETNSGFIEGKUKECA
TmNROR EREKGELEKHGVEF YHGRDUEREEND------- WL¥TDKEEIPARVEECS
EcNorW SREQHRETEMGVHELLKSQBQGEEKTDSG--IQATLDRORNIEVDAVEAR
ACNROR DAFQKNLEESGEHFVESETVEKVMSKINDGODYAITEANGOTEVADEVESA
EhNROR CGIRSSNMODAOSIECKINHEGIEVNE Y MOTNESNEACGDECEENGRCYBN
CtNROR IGIRSNKELAENCGEKEDRAVEVNEKNME TNEDDIYACGDVAEENGKNYEN

CaNROR NVcVRPNEDr IRDTEIASKRGILVNDHME TSEKDIYACGDVAEEYGKNPGL

PENROR IGIVPNVDLARRSCEHHGRGILEDBNFRTSAKDYYAEGDCAEESGIEAGT
TmNROR IGIVEENSLARESGEDVNRGILV DK TFRTSK PDIYARGDCAEHEGIECET
EcNorW TGERPETATARREGHT INRGHCVDS YEOTSNTDIYABGDEAE INGOMLPF
ACNROR IGEOPNEPLARHACH HESREIL TNS LEE TNBEDIYARGDCAEVNGTELPY
EhNROR WTDAMKOGIVCEKAEAGEFTKY IFTPMPYFUFSFIGVYSHGIIEGESIEK
CtNROR WPAAWOMEBRVABANASGBNLNEKDEFVSEI I FRAMNTKME TCENCDBNMUN
CaNROR INIANKOGEVABLNACGEDASYSEIIPSPIEKVSGISHISCEDIENNKPS
PENROR AKAAMEQARVLADILKGEPRRYNEKFRETVFKFGKLOEAEIGNTKG-- -~
TmNROR AKAAMAHARVLANTLKGIPDEYDEHFRESYFKFGDFPEAEVGELTD----
EcNorW LOPIQLSAMVLAKNILGNNTPLKLPAMLVKEKTPELPEHEAGETQRODER
ACNROR VMPIMOOARALAKTLSGETTHVHEPAMPVANKT PAAPHTNLPVPVBVDUN
EhNROR QNGNEVMEIFLKSGCIVGGNLEGKEETKVQRELVTSIERKTEGKEAQLEI
CtNROR VAYEDPKNGTYKKLFFEKBDILWGATEEGDESSSGKLVEQEKNK TS INDET
CaNROR KVFRSTQEDKYIVCMLKENKEDEAAVEGDYS LGTKLKKAEDSSKEFDNES
PENROR ---EGKWIEDNTRVFYENGKEEGAVVENDIRKATKLEKEELDFY§-----
TmNROR ---RGEWIDSETKSFYRDEKIMGVVVESDVRKAREWEERERSTR------
EcNorW WQINTERQGMVARGVDDABQOLRAFVVSEDRMK-———— EAFGLLKELPM--
ACNROR WETEEFEDGMLAKAIDNTBTLRGFVEEGATAG----KORETLTRKLVPDEI
EhNROR EKWKTYF--

CtNROR K-—-—-—--

CaNROR SLDAILNNL

PENROR ~ ————————-

TmNROR ~  ————————-

EcNorw ~ ————————-

ACNROR PAQL-----

Figura 4.1.1: Alineamiento de las secuencias primarias de distintas NRORs. Eh: Entamoeba histolytica;
Ct: Clostridium tetani (Q890W4); Ca: Clostridium acetobutylicum (Q9AL95); Pf: Pyrococcus furiosus
(Q8U1K9); Tm: Thermotoga maritima (QIWZL3); Ec: Escherichia coli (P37596); Ac: Acinetobacter sp.
ADP1 (P42454). Entre paréntesis se indica el cddigo de identificacion UniProt. Resaltado en rojo se indica
el dominio tipo rubredoxina presente en la CtNROR. Los # indican las posibles cisteinas quelantes del
atomo de hierro. Se indican los sitios de unién a FAD y NAD(P)H. Omitiendo la enzima de C. tetani, las
demas NRORs fueron confirmadas funcionalmente.

4.1.2. Clonado y expresion de la EnNROR.

Con el objetivo de caracterizar bioquimicamente a la EANROR se procedioé a
obtener la proteina de forma recombinante. Para esto se disefiaron dos estrategias,
una que tenia como objetivo expresar la proteina de forma completa y otra que
generaba una versién donde se eliminaban 47 aminoacidos del extremo N-terminal
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(EANRORA47N). Se utilizé la secuencia nucleotidica del gen ehnror, obtenida de la
base de datos AmoebaDB (www.amoebadb.org), para disefiar cebadores especificos

que poseian los sitios de restriccion BamHI| y Hindlll (marco de lectura +1). Las
secuencias codificantes para las proteinas de interés fueron amplificadas a partir de
ADN gendémico mediante PCR. Los productos de la reaccién se ligaron al vector
pGEM-T Easy y la mezcla de ligacion se utilizd para transformar bacterias
competentes de E. coli Top10 utilizando el método del CaCl,. Se realizaron mini-
preparaciones de ADN plasmidico, a partir de clones individuales, y la secuencia
esperada para los insertos fue confirmada por secuenciacién total. Finalmente, se
utilizaron los sitios de restriccion incluidos en los cebadores para sub-clonar los
insertos en el vector pQE-9 y transformar con dichas construcciones, mediante el
método de CaCl,, células competentes de E. coli M15. Este sistema de expresion
utiliza una ARN polimerasa enddgena, junto con un promotor hibrido Ptac inducible
(trp/lac), para guiar la expresion del gen recombinante.

Se comprobd, durante los ensayos de expresion, que ambas versiones de la
proteina presentan problemas en cuanto a su solubilidad. Para optimizar la cantidad
de proteina soluble se realiz6 la induccion del cultivo en las condiciones detalladas en
la tabla 4.1.1. Fue llamativo comprobar que diversas combinaciones de otras cepas —
vectores, basadas en el sistema de expresion T7, no produjeron las proteinas

recombinantes de forma soluble, en ninguna de las condiciones ensayadas.

Condiciones de expresion EANNROR

Cepa E. coli M15
Plasmido pQE-9

Medio Terrific Broth (TB)
Suplemento 100 uM Riboflavina
DO (al inducir) 1,2

Inductor 0,1 mM IPTG
Temperatura de induccion 20 °C

Tiempo de induccion 16 h

Tabla 4.1.1: Condiciones de expresion para la EhNNROR.EI proceso de purificacion se realizd mediante
IMAC a 8 °C con una columna HiTrap chelating de 1 ml (GE) cargada con Ni¥*, utilizando un dispositivo
AKTAprime plus (GE). Las fracciones coloreadas (amarillo tenue) se unificaron y concentraron por
ultrafiltracion. Finalmente la proteina se acondiciond y se conservo alicuotada a -80 °C. Como se aprecia
en la figura 4.1.2-A, el proceso de purificacion resulté en una pureza superior al 90 %.
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Figura 4.1.2: A) Analisis electroforético por SDS-PAGE de las distintas versiones purificadas de la
EhNROR. La etiqueta MM indica los patrones de masa molecular. B) Analisis por cromatografia de
filtracion por geles en una columna Tricorn Superdex 200 HP. Grafico de Kav vs log (M,): (m) proteinas
patrones (o) proteina recombinante. Todas las proteinas patrones pertenecen a GE (Filtration Calibration
Kit): Tiroglobulina (669 kDa), Ferritina (440 kDa), Aldolasa (158 kDa), Conalbumina (75 kDa),
Ovoalbumina (43 kDa), Anhidrasa carbdnica (29 kDa), Ribonucleasa A (13,7 kDa) y Aprotinina (6,5 kDa).

4.1.3. Analisis de las caracteristicas bioquimicas de la EnNROR

A juzgar por los patrones de masa molecular de los SDS-PAGE, la EANROR
purificada migra como una proteina de ~50 kDa, lo que se corresponde con la masa
tedrica calculada desde la secuencia primaria (figura 4.1.2-A). Por otra parte, no se
observan diferencias en la migracion electroforética relativa cuando la proteina es
analizada en geles no reductores. Un ensayo de titulacion de tioles, utilizando DTNB,
determin6é que la proporcién de tioles por molécula de EANROR es de 21,2 + 0,4, lo
que implica que las 21 cisteinas presentes en la proteina se encuentran en su forma
reducida. Todos estos resultados sugieren que, a priori, no existen enlaces disulfuros
intra o inter moleculares presentes en la enzima. Finalmente, se realiz6 una
cromatografia de filtracion por geles para determinar la estructura cuaternaria de la
proteina. La EANROR eluyd con un volumen atribuible a una proteina de ~41 KDa, lo
que sugiere que la enzima se comporta como un mondémero (figura 4.1.2-B). Este
resultado se encuentra en linea con reportes previos relativos a la estructura
cuaternaria de rubredoxinas reductasas y NADH oxidasas presentes en otros
organismos (Brown y col.,, 1996; Ma y Adams, 2001; Hagelueken y col., 2007;
Nishikawa y col., 2010).

Mediante espectroscopia UV-visible se pudo comprobar la presencia de flavina
en la EANROR. El espectro de la proteina exhibi6 los picos caracteristicos, a 450 y
375 nm, presentes en las flavoproteinas (Macheroux, 1999). Como se muestra en la

figura 4.1.3-A, el agregado de NADPH causdé una disminucion en la absorbancia a 460
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nm, que corresponde con la reduccion del grupo prostético de flavina (Macheroux,
1999; Cheng y col., 2007). En la mayoria de las flavoproteinas el cofactor se encuentra
fuertemente unido a la cadena polipeptidica, pero de forma no covalente. Este parece
ser el caso de la flavina presente en la EANROR ya que el compuesto coloreado pudo
ser removido luego de la desnaturalizacion térmica de la proteina. Un analisis de
cromatografia en capa delgada indic6 que la EANROR contiene FAD como grupo
prostético (figura 4.1.3-B). El contenido de flavina de la proteina recombinante resulté
ser de 1,2 £ 0,3 mol de FAD / mol de proteina. Considerando la presencia del posible
dominio tipo-rubredoxina en el extremo N-terminal de la EANROR, se intentd
comprobar si la proteina poseia hierro como cofactor. El metal no se detectd, aun
cuando la proteina fue producida en un medio de cultivo suplementado con hierro.
Este resultado concuerda con el hecho de que todas las cisteinas de la EANROR se

detectaron en su estado tiol.

A . | B
] ' —— EnNROR  oxidada
: ; - - - EANROR + NADPH
1 ; .. EANROR + NADPH (+1 min)
FMN—> »
FAD—>| & .
siembra—
0 . . . — — ; FAD FMN  EhNROR
300 350 400 450 500 550 600 ESTANDAR

A (nm)

Figura 4.1.3: A) Espectro de absorcion UV-visible de la EnNROR purificada (25 °C y pH 7,0). Linea
continua: EnNROR oxidada; linea de trazos: EnNROR + 50 uM NADPH; linea de puntos: ERNROR 1 min
luego de la adicion de NADPH. B) Determinacion por TLC del tipo de flavina presente en la EnNROR. La
placa fue revelada en un escaner de fluorescencia Typhoon.

4.1.4. Estudio de la capacidad NAD(P)H oxidasa de la EnNROR.

Tomando en cuenta la anotacion original del proyecto genoma para la EANROR,
evaluamos la capacidad de la proteina recombinante de oxidar NAD(P)H. Asi, en
condiciones aerobias, la EANROR mostré actividad NAD(P)H oxidasa utilizando O,
como aceptor final (figura 4.1.4). Esta actividad siguié una cinética de saturacion
hiperbdlica y fue maxima a pH 7,0 (a 30 °C). La tabla 4.1.2 resume los parametros
cinéticos calculados para la oxidacion de NADPH y NADH, utilizando O, como
cosustrato. La eficiencia catalitica exhibida por la enzima amebiana es 5 veces mayor
para NADPH que para NADH. Este resultado contrasta con el comportamiento de la
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NADH oxidasa de G. lamblia que tiene una marcada especificidad hacia el NADH
(Brown y col., 1996).
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Figura 4.1.4: Actividad NAD(P)H oxidasa de la EnNROR (a 340 nm). Las reacciones se llevaron a cabo a
pH 7,0 y 30 °C con 300 uM NADPH (m) o 300 uM NADH (o) y diferentes concentraciones de EnNROR.

NAD(P)H H,O,

EANROR

NAD(P)* 0,

Co-sustrato Sustrato Km (uM) k.., (min™) kcm-Km'1 ()
o, NADPH 36+3 1825 8.4-10
~200 uM NADH 183 + 15 176 +9 1610

T;\as’l())laL7 g 1.2: Esquema y parametros cinéticos para la actividad NAD(P)H oxidasa de la EhNROR a pH 7,0
y =C.

La bibliografia consultada sugiere la existencia de dos tipos de NADH oxidasas
segun sea su inclinacién a formar H,O o H,O, como producto (Matsumoto y col.,
1996). Utilizando el método del ferrotiocianato se determiné que la reduccion de O,
mediada por la EANROR genera H,0O, (figura 4.1.5). La tasa de produccién de H.O,
fue equiparable con la de oxidacion del NADPH o NADH.
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Figura 4.1.5: Produccién de H-O- por la accién de la EnNROR. Las reacciones se llevaron a cabo a pH
7,0 y 30 °C en presencia de 300 uM NADPH (m) o 300 uM NADH (o) y diferentes concentraciones de
EhNROR.

Como ya se ha aclarado anteriormente, debido a la restriccion de espin, la
reduccion del O, en sistemas bioldgicos se produce mayoritariamente por un
mecanismo de transferencia electrdnica univalente. En consecuencia, se piensa que el
O, y la flavina reducida (en las flavoenzimas) experimentan la transferencia de un
electron para generar un par de radicales, flavina semiquinona y O,". Es probable que
el O, quede retenido en la enzima el tiempo suficiente para que se produzca una
nueva molécula de O, dejando la flavina en su forma oxidada. Luego se produciria
una dismutacion entre las dos moléculas de O, para generar H,O,. Ciertas
flavoenzimas tienen menor capacidad para retener el producto de la primera
transferencia electrénica y por ende liberan O, al medio celular. Esto puede generar
efectos nocivos o ser un evento deseado, por ejemplo en el estallido respiratorio de los
fagocitos (Chaiyen y col., 2012).

Se utilizd el ensayo de reduccién del NBT para evidenciar la produccién de Oy
por parte de EANROR. Como se indica en la figura 4.1.6, cuando las mezclas de
reaccion conteniendo NADPH y NBT (en condiciones aerobias) fueron suplementadas
con diversas concentraciones de la enzima, la tasa de reduccién del NBT se
incrementd proporcionalmente. Cabe agregar que la tasa de reduccién del NBT fue
estimulada o inhibida por la presencia de CAT o SOD, respectivamente. Todo lo
anterior indica que EANROR es proclive a la fuga de moléculas de O,” durante su ciclo
de catdlisis, en la reduccion de O..
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Figura 4.1.6: Ensayo de reduccion del NBT por accion del O- liberado durante la catélisis de la EhNROR.
Las reacciones se llevaron a cabo a pH 7,0 y 30 °C. Se utilizo una concentracion de 300 uM NADPH y
diferentes cantidades de EhNROR. Reacciones iniciadas en forma paralela contaron ademas con la
presencia de catalasa (CAT) o superdxido dismutasa (SOD).

Finalmente se evalud el perfil de inhibicién de diferentes compuestos sobre la
actividad NADPH oxidasa de la EANROR. Dicha actividad fue sensible a IAA
(compuesto alquilante), mientras que también se vio afectada por Cu®* (ICs, = 0,4 pM),
Hg® (ICso = 1,4 uM) y Zn** (ICso = 4 uM). Por otro lado, otros cationes bivalentes tales
como Ca*, Mg?, Mn?*, Co** y Ni** o compuestos que modifican centros metéalicos
(azida y EDTA), no provocaron efecto alguno. Se deduce asi que existen residuos de
cisteinas en la EANROR que jugarian un papel importante durante la catalisis (figura
4.1.7). Un comportamiento similar se observa en la NADH oxidasa de Giardia (Brown y
col., 1996). Inesperadamente, las coenzimas oxidadas aparentaron inhibir la actividad
oxidasa de la enzima. Este comportamiento se estudié en profundidad y se detalla en

la secciéon 4.1.15.
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Figura 4.1.7: Efecto de diferentes compuestos sobre la actividad NADPH oxidasa de la EnNROR. Las
reacciones se llevaron a cabo a pH 7,0 y 30 °C en presencia de 300 uM NADPH y diferentes compuestos:

Cu™*, Zn** y Hg®* a 100 uM; EDTA, asida sédica , L-Cys, DTT, IAA, NADP* y NAD" a 1 mM. La reaccién
control se realizé sin aditivos.

4.1.5. Estudio de la capacidad de la EnNROR de reducir compuestos de

bajo peso molecular.

El siguiente aspecto que se evalu6 fue la competencia de EANROR para mediar
la reduccion de compuestos de bajo peso molecular. La actividad se siguié midiendo la
disminucion de la absorbancia a 340 nm, debido a la oxidacién del NADPH, durante la
reduccién de compuestos tales como H,0,, azul de metileno (MB), Fe(CN)e>, metil
violégeno (MV), 1-cloro-2,4-dinitrobenceno (CDNB), NO,, NH,OH vy 2-metil-
benzoquinona (MBQ). En cambio, para los compuestos FAD y FMN se siguié el
aumento de la absorbancia (a 450 nm) que provoca su reduccién. Los resultados
obtenidos marcan que solo CDNB, Fe(CN)s* y MV actlian como sustratos aceptores
de los electrones transferidos desde la EANROR vy su reduccién sigue una cinética de
Michaelis-Menten (tabla 4.1.3). Por esta razén se puede argumentar que la EANROR
posee actividad nitro y ferri-reductasa. EI comportamiento y los parametros cinéticos
fueron semejantes a los reportados para enzimas similares de otros organismos (Ma y
Adams, 1999). En cuanto a la actividad ferrireductasa dependiente de NADPH, cuando
se ensayaron altas concentraciones de Fe(CN)s> (mayores a 300 uM), se detect6 una
cinética de inhibicidn por sustrato clasica de la enzima (K = 393 + 80 uM a 30 °C y pH
= 7). Llamativamente, no se observd inhibicién enzimatica cuando el NADH fue
utilizado como sustrato reductor (figura 4.1.8).
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Figura 4.1.8: Actividad ferri-reductasa de la EnNROR. Las reacciones se llevaron a cabo a pH 7,0 y 30 °C
en presencia de 300 uM NADPH (m) o 300 uM NADH (o) y diferentes concentraciones de Fe(CN)sa' (15 -
1000 uM). La concentracion de EnNROR fue de 0,01 — 0,1 M.

Con respecto a la reduccion de nitrocompuestos, se observo que dicha actividad
es mas eficiente cuando la EANROR utiliza NADPH en lugar de NADH. Es interesante
recordar que este tipo de actividad, atribuida a diferentes moléculas en el parasito, es
la responsable de la activacion de drogas terapéuticas como el metronidazol (Pal y
col., 2009).

Se inspecciond la capacidad de la EANROR de utilizar como sustratos a distintos
disulfuros de bajo peso molecular. En este caso la enzima no present6 actividad frente
a lipoamida, glutation disulfuro (GSSG) o cistina (hasta 1 mM), mientras que si pudo
apreciarse una leve actividad disulfuro reductasa cuando se utilizo DTNB como
sustrato. La reduccion del DTNB sigui6 una cinética de Michaelis-Menten con una baja
eficiencia catalitica (320 M"-s™ a 30 °C y pH = 7.0) (tabla 4.1.3).

Los S-nitrosotioles son portadores de NO*, actuando como potenciales oxidantes
de tioles proteicos esenciales. Por lo tanto, se investigo la participacion de la EANROR
en la reduccién de S-nitrosotioles, utilizando S-nitroso-cisteina (CySNO) como
sustrato. Esta eleccién se debié a que de acuerdo a la particular bioquimica de E.
histolytica, la CySNO es el representante fisiolégico mas factible de formarse dentro
del parasito. Cuando la mezcla de reaccion conteniendo NADPH y CySNO (en
condiciones microaerobias) fue suplementada con la enzima, la tasa de oxidacion del
NADPH se incrementé proporcionalmente con la concentracion de la EANROR. La
reduccion de CySNO siguidé una cinética de Michaelis-Menten. Los parametros
cinéticos calculados se listan en la tabla 4.1.3. La eficiencia catalitica observada para
la reduccién de CySNO (~ 8x10° M™".s™" a pH = 7,0 y 30 °C), por parte de la EANROR,

81



es comparable con los valores reportados para la tiorredoxina

organismo (Arias y col., 2012).

NAD(P)H

EhANROR

NAD(P)*

X red

reductasa del mismo

Co-sustrato Sustrato
Fe(CN)e® 183 + 28 2879 + 320 2610
CDNB 110 + 11 1080 + 36 1.6-10°
Mv 162 £ 22 64 +3 6,51 03
H202 No Detectable
MB No Detectable
NO2> No Detectable
NH>OH No Detectable
';3‘(? :l\l;ll MBQ No Detectable
FAD No Detectable
FMN No Detectable
DTNB 468 + 32 87402 3.1-10°
Lipoamida No Detectable
GSSG No Detectable
Cistina No Detectable
CySNO 243 £ 22 116 +4 8,010
NADH Fe(CN)s® 40 +6 6298 + 243 2610
300 puM CDNB 105 + 15 87+6 1.4-10°

Tabla: 4.1.3: Esquema y parametros cinéticos para la reduccion de distintos compuestos, a expensas de
NAD(P)H, mediada por la EnNROR (pH 7,0 y 30 °C).

4.1.6. Estudio de la capacidad redoxina reductasa de la EnNROR.

La busqueda de homdlogos antes mencionada, nos permitié inspeccionar la
actividad NAD(P)H rubredoxina reductasa de la EANROR utilizando como sustratos las
Rds de Clostridium pasteurianum (CpRd) (Mathieu y col., 1992) y Pyrococcus furiosus
(PMRd) (Blake y col., 1991) (figura 4.1.9). La actividad enzimdtica evidencié un maximo
apH=7,0 (a30°C) y la eficiencia catalitica de la enzima fue 5 veces mayor al utilizar
NADH en lugar de NADPH. El andlisis de los parametros cinéticos obtenidos indican
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que esta diferencia se basa mayormente en la variacién de los valores calculados para
las k.t Y Nno en los de las Km, que se mantienen similares sin importar el tipo de
coenzima empleada. Esta preferencia también ha sido reportada para NRORs de otras
fuentes, aunque la diferencia en esos casos fue mas acentuada (Guedon vy
Petitdemange, 2001). Asi mismo, no se observd inhibicion por sustrato al evaluar altas
concentraciones de NAD(P)H (hasta 300 uM). Los resultados presentados en la tabla

4.1.4 indican que EANROR exhibe una alta afinidad (Km ~ 2,8 — 5,2 uM) y una alta
eficiencia catalitica hacia las Rbs heterélogas (kear Km™ ~ 3x10° — 1x10” M'.s™" a pH =
7,0 y 30 °C), siendo estos valores similares a aquellos determinados para NRORs de
otras especies (Lee y col., 1998; Ma y Adams, 1999; Guedon y Petitdemange, 2001;
Vicente y col., 2008).
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Figura 4.1.9: Actividad NADH rubredoxina reductasa de la EnNROR. Los ensayos se realizaron a pH 7,0,
a 30 °C y en condiciones microaerobias. Se monitored la reduccion de la CpRd a 492 nm. La mezcla de
reaccion contenia 200 uM NADH, 100 uM CpRd con (o) o sin (1) 20 nM de EnhNROR.

Como se expuso previamente, algunas bacterias anaerobias desarrollaron
sistemas antioxidantes peculiares. En estos sistemas, las enzimas efectoras, tales
como las SOR, Rr o FDP, reciben los equivalentes de reduccion por parte de una
proteina de transferencia de electrones, la Rd. A su vez, esta proteina de bajo peso
molecular es reducida por una flavoenzima (NROR) a expensas de NAD(P)H. En el
genoma de E. histolytica, asi como en el de otros parasitos anaerobios, no existen
genes codificantes para Rbs (Loftus y col., 2005; Vicente y col., 2012). Por esta razén,
no es trivial identificar el sustrato fisioldgico de la EANROR. Una alternativa razonable
seria que la enzima pudiese actuar sobre otras redoxinas implicadas en fenémenos de
transferencia de electrones como por ejemplo, ferredoxinas (Fd) o tiorredoxinas (Trx),
presentes en abundancia en el parasito (Reeves y col., 1980; Arias y col., 2008). Para
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evaluar esta posibilidad, se clonaron dos ferredoxinas de E. histolytica (seccién 4.1.12)
y se emplearon también dos tiorredoxinas homoélogas. Sin embargo, no se detectd
actividad redoxina reductasa cuando las Rd bacterianas fueron reemplazadas por
redoxinas amebianas (EhFd1, EhFd2, EhTrx8 o EhTrx41). Tampoco se detectd
actividad utilizando otras redoxinas heterélogas, tales como ferredoxina de arveja
(PsFd) y flavodoxina de E. coli (EcFId).

NAD(P)H

EhNROR

NAD(P)*

Co-sustrato Sustrato

PMRd 5,2+0,7 4166 + 274 1,3:10’
CpRd 4,3+0,6 2158 + 129 8,4:10°

EhFdA No Detectable

NADH EhFd2 No Detectable

300 puM EhTrx8 No Detectable

EhTrx41 No Detectable

PsFd No Detectable

EcFid No Detectable
NADPH PMRd 3,2+0.2 574 +13 3,0-10°
300 uM CpRd 28405 832 + 63 5,0-10°

Tabla 4.1.4: Esquema y parametros cinéticos para la reduccion de distintas redoxinas, a expensas de
NAD(P)H, mediada por la EnNROR (pH 7,0 y 30 °C).

4.1.7. Expresion y estudios bioquimicos de la EhRr.

Las rubreritrinas (Rr) son ferro-proteinas no hemicas que posen un dominio tipo-
rubredoxina hacia el extremo C-terminal y un centro de hierro binuclear, con un
plegamiento tipo-hemerythrina, hacia su porcion N-terminal (figura 4.1.10) (LeGall y
col., 1988). Se han reportado una serie de actividades enzimaticas asociadas a esta
proteina, pero en la actualidad su funcion fisiolégica mas aceptada parece ser la de
actuar como peroxidasa, detoxificando H,O,, en la defensa antioxidante de procariotas
anaerobios (Weinberg y col., 2004). Durante el tiempo de desarrollo experimental de
esta tesis, Maralikova y otros demostraron, utilizando un sistema heter6logo como
dador de electrones, que la rubreritrina de E. histolytica (EhRr) posee actividad
peroxidasa. No obstante, dicha actividad fue sensiblemente menor a las reportadas
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para sus homdlogos. También acreditaron que en la EhRr se encuentran conservados
todos los residuos necesarios para quelar los atomos de hierro (figura 4.1.10), pero no
realizaron una cuantificacién de los cofactores metélicos. Finalmente, evidenciaron

que la enzima posee una localizacién subcelular mitosomal (Maralikova y col., 2010).

[ * Tipo-hemerythrina======
EhRr —-—==——- MATLINLCKAFAGESQARNRYLIYAKTAKKEGLDVIAQLEFNETA
PfRr -MVNMKRTMTKKFLEEAFAGESMAHMRYLIFAEKAEQEGEPNIAKLERATA
CpRr MKSLKGTKTAENLMKSFAGECOQARTRYTYESSTARKEGYVOISNIFLETA
DvRr MKSLKGSRTEKNILTAFAGESQARNRYNYEFGGOAKKDGEVOISDIFAETA
TvRr -MSERGTOTERNLACAFAGESMARNRY THFAEVARKOGEEQ I AGLF IETA
==% *
EhRr NOQEGTHARILEEMIQOSLKKEGQETPKIETAVPIDFG-TTADNLLAATAGE
PfRr YAEFVHAKNHEIALG-—-—-—-—-————-— KLG-———————- KTPENLOMGIEGE
CpRr ENEKEHAKRFYKFLKDDL--QGEAVEINAAYPVELPTDTLTNLKFAAEGE
DvRr DOFEREHAKRLEKFL-—--—--- EGGDEEIVAAFPAGITIADTHANLIASAAGE
TvRr ENEKVHANYFWSQIKG-—---- LGSVKIETEVPACGVNDTLTNLRNAAAGE
==% *==% ]
EhRr TYEHETMYPEFAKVAKEEGHAQIAARLNLIAKAELNHHNNYMOKILDELKA
PfRr TFEVEEMYPVENKAAEFOGEKEAVRTTHYALEAEKIHAELYRKAKEKAEK
CpRr HDELSNLYPSEFADVADEEGEPEVAAAFRMIAKAETAHYNREMKEAKNMEE
DvRr HHEYTEMYPSFARIAREEGYEEIARVEASTAVAEEFHEKRELDFARNIKE
TvRr YAEHTTDY PHFADVAEKEGEAKIAKAFRGIAAVEKEHE IRENTEHAKOVES
[===*==* ===Tipo -Rb==*==*========]
EhRr NSLEYKKTEKVFWVCRECGYIZFESTOPPKVCPHCGE PGDEEFRVOVSI——
PfRr G--EDIEIKKVYICPICGYTAVDE-APEYCPNMCGAPKEKEFVVFE-—---
CpRr GKVEFKKDEVVLWKCGNCGEIWEGAEAPLKCPACLHPOARFEVFKETY -
DvRr GRVFLREQATKWRCRNCGYVHEGTGAPELCPACAHPKAHFELLGINW-
TvRr STVEFKREAVVAWKCRNCGYVVRAKVAPKACPNCFKPOGWFETIKEVLE -

Figura 4.1.10: Alineamiento de las secuencias primarias de distintas Rrs. Eh: Entamoeba histolytica; Pf:
Pyrococcus furiosus (E7FHI1); Cp: Clostridium perfringens (P51591); Dv: Desulfovibrio vulgaris (P24931);
Tv: Trichomonas vaginalis (A2EHC4). Entre paréntesis se indica el cédigo de identificaciéin UniProt. Los *
indican los residuos participes de unir los atomos de hierro del dominio tipo-hemerythrina. Los * indican
las cisteinas quelantes del atomo de hierro del dominio tipo-rubredoxina. También se indican las
posiciones de ambos dominios. Todas las Rrs del alineamiento fueron confirmadas experimentalmente.

La informacion presente en la base de datos AmoebaDB indica que el gen ehrr
(EHI_134810) tiene 570 pb y codifica para una proteina (EhRr) de 189 aminoacidos,
con un masa molecular calculada de 21,2 kDa y un punto isoeléctrico teérico de 6,36.
La EhRr comparte una alta identidad de secuencia con sus ortélogos
experimentalmente caracterizados de Desulfovibrio vulgaris (GenBank: AAB20261; 35
% de indentidad) (Coulter y col., 1999) y de P. furiosus (GenBank: AAL81407; 31% de
identidad) (Weinberg y col., 2004). Con el objetivo de obtener la proteina de forma
recombinante se disenaron cebadores especificos que poseian los sitios de restriccion
BamH| y Hindlll (marco de lectura +1). La secuencia codificante para la proteina fue
amplificada a partir de ADN gendmico mediante PCR. El producto de la reaccién se
ligo al vector pGEM-T Easy y la mezcla de ligacién se utilizé para transformar
bacterias competente de E. coli Top10 utilizando el método del CaCl,. Se realizaron
mini-preparaciones de ADN plasmidico, a partir de clones individuales, y la secuencia

85



esperada para el inserto fue confirmada por secuenciacion total. Finalmente, se
utilizaron los sitios de restriccion incluidos en los cebadores para sub-clonar los
insertos en el vector pRSET-A y transformar con dichas construcciones, mediante el
método de CaCl,, células competentes de E. coli BL21(DE3).

Mediante ensayos de expresion se comprob6 que la EhRr se expresaba en
forma soluble, aunque se obtenian muy bajos rendimientos. Al analizar la secuencia
de nuclebtidos pudimos observar que la misma contiene 11 codones de uso
infrecuente en E. coli, los cuales se dividen entre seis codones AGA (codificantes para
arginina) y cinco codones GGA (codificantes para glicina). En total, estos cominmente
llamados codones raros, representan un 6 % de los tripletes codificantes para la EhRr.
Es sabido que la presencia de codones raros en los genes heterdlogos puede
disminuir significativamente los niveles de expresion alcanzados por una proteina
recombinante (Kurland y Gallant, 1996). Para sobrellevar estos inconvenientes se han
desarrollado cepas que sobreexpresan los tRNA asociados a los tripletes infrecuentes.
Al utilizar una de estas cepas, E. coli Rosetta(DE3), pudimos aumentar
considerablemente el nivel de expresidén soluble de la EhRr. Las condiciones finales
elegidas para la produccién de la EARr recombinante se detallan en la tabla 4.1.5.

Condiciones de expresion EhRr

Cepa E. coli Rosetta(DE3)

Plasmido pRSET-A

Medio Lysogeny broth (LB)

Suplemento 23 pg/L Citrato férrico amoniacal
DO (al inducir) 0,6

Inductor 0,5 mM IPTG

Temperatura de induccion 28 °C

Tiempo de induccion 16 h

Tabla 4.1.5: Condiciones de expresion para la EhRr.

El proceso de purificaciéon se realizé mediante IMAC a 8 °C con una columna
HiTrap chelating de 1 ml (GE) cargada con Ni?*, utilizando un dispositivo AKTAprime
plus (GE). Las fracciones coloreadas (rojo tenue) se unificaron y concentraron por
ultrafiltracion. Finalmente la proteina se acondiciond y se conservé alicuotada a -80 °C.
Como se aprecia en la figura 4.1.11-A, el proceso de purificacion resulté en una
pureza superior al 90 %.
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Figura 4.1.11: A) Andlisis electroforético por SDS-PAGE de la EhRr purificada. La etiqueta MM indica los
patrones de masa molecular. B) Analisis por cromatografia de filtracion por geles en una columna Tricorn
Superdex 200 HP. Grafico de Kay vs log (M;): (m) proteinas patrones (o) proteina recombinante. Todas las
proteinas patrones pertenecen a GE (Filtration Calibration Kit): Tiroglobulina (669 kDa), Ferritina (440
kDa), Aldolasa (158 kDa), Conalbumina (75 kDa), Ovoalbumina (43 kDa), Anhidrasa carbdnica (29 kDa),
Ribonucleasa A (13,7 kDa) y Aprotinina (6,5 kDa).

30 kDa- -

En geles SDS-PAGE reductores, la EARr migré6 como una unica banda de ~ 25
kDa, presumiblemente debido a la masa extra que le aporta la etiqueta de purificacion
(figura 4.1.11-A). Cuando se analiz6 la estructura cuaternaria de la enzima, mediante
cromatografia de filtracién por geles, la misma se comporté como un dimero (~ 53
kDa), lo que concuerda con la estructura reportada para otras Rrs de origen procariota
(figura 4.1.11-B) (Sieker y col.,, 2000). A su vez, se comprobdé que la proteina
recombinante contenia 3,4 + 0,6 mol Fe / subunidad, indicando que los sitios metélicos

se encuentran con ocupacion plena.

La figura 4.1.12 expone el espectro de absorcion de la EhRr oxidada y ademas
muestra el cambio que se produce en el mismo, cuando la enzima es reducida con
ditionito de sodio. Los picos de absorcion a 494 y 580 nm se deben principalmente al
centro tipo-rubredoxina, mientras que la sefal a 370 nm representa las absorbancias
combinadas del centro tipo-rubredoxina y del centro de hierro binuclear tipo-

hemerythrina (Gupta y col., 1995).
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Figura 4.1.12: Espectro de absorcion UV-visible de la EhRr purificada (25 °C y pH 7,0).Cuadro interior:
Linea continua: EhRr oxidada; linea de trazos: EhRr + 100 uM de ditionito de sodio.

Resumiendo, siguiendo el protocolo indicado anteriormente, la EhRr pudo
obtenerse de forma soluble, en cantidades apreciables y con incorporacion total de
atomos de hierro a su estructura. Se puntualiza en este aspecto porque las Rr
estudiadas hasta el momento presentan diversos problemas en cuanto a su obtencién
de forma recombinante. La Rr de D. vulgaris se expresa de forma insoluble y necesita
de un proceso de renaturalizacion, e incorporacidén de hierro, para ser activa (Gupta y
col., 1995). Por otro lado, la Rr de P. furiosus, al ser obtenida de forma recombinante,
incorpora zinc en algunos de sus sitios metalicos, lo que ocasiona que la enzima
recombinante solo posea un 10% de la actividad presente en la PfRr obtenida de
fuente (Weinberg y col., 2004). Las Rr son utilizadas habitualmente como modelos
para estudios estructurales y espectroscopicos, por lo que la practicidad con la que se
logré obtener la EhRr recombinante podria convertirla en un reemplazo conveniente

para las Rr usadas corrientemente.

4.1.8. Analisis de la actividad peroxidasa de la EhRr.

Para iniciar la caracterizacién cinética de la actividad peroxidasa (redoxina
dependiente) de la EhRr, se utilizaron varias redoxinas heterélogas (PMRd, PsFd y
EcFld) como substratos reductores, y se empleé H,O, como aceptor final de
electrones. En cada caso, las redoxinas fueron regeneradas utilizando una reductasa
dependiente de NAD(P)H. Los valores calculados de Kt aparente Muestran que la EhARr
es capaz de utilizar los tres tipos de redoxinas: PRd (100,3 min™"), PsFd (26,3 min™") y

EcFld (17,5 min™"). En cambio, no se detectd actividad peroxidasa cuando se
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emplearon tiorredoxinas como sustratos. Estos resultados evidencian que este tipo de
redoxinas, pertenecientes a sistemas diferentes, pueden comportarse de forma menos
estructurada de lo que habitualmente se cree, pudiendo ser intercambiadas entre si
cuando estan presenten en un mismo organismo. Esta posibilidad quiza dependa de

sus concentraciones relativas en cada condicion particular de crecimiento.

Dada la abundancia y relevancia de las ferredoxinas en E. histolytica, y vistos los
resultados anteriores, se propuso estudiar el comportamiento de la EhRr al utilizar
como sustratos ferredoxinas provenientes del mismo organismo. Con este objetivo, se
clonaron, expresaron y purificaron dos ferredoxinas (EhFd1 y EhFd2) de E. histolytica
(seccion 4.1.12). Para regenerar las Fd amebianas, se acopl6 la reaccién con una
ferredoxina reductasa de arveja (PsFNR) y se sigui6 el cambio de absorbancia debido
a la oxidacion del NADPH mediada por la reductasa. Las Fd amebianas fueron
capaces de ceder equivalentes de reduccion a la EhRr con una eficiencia catalitica
similar a la exhibida por la PMRd. La reduccion de la EhRr por parte de las EhFd1 y
EhFd2 sigui6é una cinética hiperbdlica y en la tabla 4.1.6 se presentan los parametros
cinéticos calculados.

NAD(P)H N w H,0
Redoxina
reductasa C X

NAD(P)* Redoxmau @ H,0,

Co-sustrato Sustrato

PMRd 37405 620 + 40 2,8-10°
EhFd1 2,7+0,4 432+ 26 2,7:10°
2228& EhFd2 1,340,2 465 + 30 6,0-10°

EhTrx8 No Detectable

EhTrx41 No Detectable
1’;’3& >25 M No Determinado 3,3:10°
’fg':‘,’\; H.0; >25 uM No Determinado 2,2:10°
"I:-ngdl\/zl >25 uM No Determinado 2,0-10°

Tabla 4.1.6: Esquema y parametros cinéticos para la EnRra pH 7,0 y 30 °C.

Finalmente, para completar la caracterizacion de la EhRr se evalué el
comportamiento de la enzima hacia el sustrato reducible, H.O,, utilizando tanto la PRd
como las EhFds. A diferencia de lo informado previamente (Maralikova y col., 2010), y
como se puede verificar en la tabla 4.1.6, la EhRr mostr6 altos valores de eficiencia

89



catalitica para la reduccién de H,O, (kearKm™ = 2,0 — 3,3x10° M'.s' 230 °Cy pH = 7)
independientemente de cual fuera la redoxina utilizada por la enzima. La eficiencia
catalitica calculada es similar a los valores reportados para otras Rr bacterianas
(Coulter y col., 1999) y diversas peroxirredoxinas (incluyendo la amebiana) (Arias y
col.,, 2008), lo que indic6 que la EhRr puede comportarse, in vivo, como una
peroxidasa eficiente. Por otra parte, la enzima evidenci6 inhibicién por sustrato a
concentraciones mayores de 25 uM, con una K = 167 + 26 uM a 30 °C y pH = 7 (figura
4.1.13).

320+ a | = +EhFd1 10 M
Y + PfRd 10 uM
‘.Tg 240 - g )
£ ‘
T 160 ¢ e
i 3
T |k !
< 804
5
O-q"l T T T T T
0 50 100 150 200 250

[H,0,] (uM)

Figura 4.1.13: Cinética de la reduccion de H-O- por accion de la EhRr a pH 7,0 y 30 °C. Los ensayos se
realizaron monitoreando la oxidacion de NAD(P)H a 340 nm con 0,01 — 0,5 uM de EhRr, diferentes
concentraciones de H:-0O: (7 — 250 uM) y distintos sistemas reductores: (m) 300 uM NADPH, 1 uM PsFNR
y 10 uM EhFd1 o (o) 300 uM NADH, 1 uM TmNROR y 10 M PfRd.

4.1.9. Antecedentes y analisis de la secuencia primaria de la EhFDPs.

La actividad O, reductasa observada en E. histolytica se ha considerado como
una funcion accesoria manifestada por diferentes flavoenzimas, sin embargo la
mayoria de estas generan H,O, como producto de la reaccién (incluida la EANROR)
(Lo y Reeves, 1980; Arias y col., 2007; Jeelani y col., 2010). En condiciones
fisiolégicas no se ha detectado, in vivo, la produccién de dicho peréxido (Reeves,
1984). Teniendo en cuenta que E. histolytica tiene una elevada capacidad de
‘respiracién” (Weinbach y Diamond, 1974), es esperable que existan enzimas
alternativas que lleven adelante esta funcion de una forma segura, evitando la

formacion de especies reactivas .

Las FDPs constituyen una amplia familia de enzimas detoxificantes que actian
como O, y/o NO' reductasas. Sin embargo, la preferencia por uno u otro sustrato no ha
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sido comprendida a nivel estructural (Vicente y col., 2008). Genes codificantes para las
FDPs han sido hallados principalmente en procariotas (generalmente anaerobios).
Entre los pocos eucariotas donde se encontr6 este tipo de proteina, se encuentran los
protozoos anaerobios Giardia lamblia (un gen) y Trichomonas vaginalis (cuatro
homdlogos). Estos genes aparentan haber sido adquiridos mediante transferencia
horizontal de genes (THG) desde procariotas (Andersson y col., 2006). Se han
estudiado con anterioridad, la FDP presente en G. lamblia (Di Matteo y col., 2008) y
una de las copias de T. vaginalis (Smutna y col., 2009). En ambos casos las enzimas
evidenciaron solo actividad O, reductasa, localizdndose la enzima de T. vaginalis en
los hidrogenosomas (posee un péptido de transito, figura 4.1.14). En este ultimo caso
los autores comprobaron, de forma cualitativa, que una ferredoxina hidrogenosomal
seria su dador de electrones fisioldgico, ya que, al igual que lo que ocurre en E.
histolytica, no existen rubredoxinas codificadas en ninguno de los genomas de estos
parasitos amitocondriados (Smutna y col., 2009).

En el genoma de E. histolytica existen cuatro genes codificantes para FDPs.
Ensayos de microarreglos revelaron que dos de esos genes (EhFDP1-2) presentan
altos niveles de transcriptos bajo condiciones basales. Por otra parte, sus ARNm no
aparentan estar modulados bajo condiciones de estrés oxidativo o nitrosativo (Vicente
y col., 2009), ni por otros tipos de condiciones experimentales (Gilchrist y col., 2006;
Weber y col., 2006). Es interesante observar que el gen codificante para EhFDP1
exhibe niveles de mensajeros mas altos en E. histolytica que en la especie no
virulenta, E. dispar (MacFarlane y Singh, 2006).

Las cuatro isoformas de la EAFDP presentes en E. histolytica muestran una alta
identidad de secuencia entre ellas (53 a 66%), mientras que la identidad con las FDP
de otros protozoos anaerobios no es tan elevada (23 a 24% con la enzima de G.
lamblia y 22 a 29% con la de T. vaginalis). Esto sugiere que, si bien todas las FDP
probablemente fueron adquiridas mediante THG desde procariotas, provienen de
fuentes filogenéticamente distantes. En el caso de las FDPs amebianas, los
homdlogos bacterianos mas cercanos pertenecen al género Clostridium y promedian
un 40% de identidad. Los alineamientos de las FDP amebianas muestran claramente
la presencia de los dos dominios estructurales caracteristicos de estas enzimas: un
dominio C-terminal con un plegamiento tipo-flavodoxina (conteniendo un cofactor de
flavina) y un dominio N-terminal con un plegamiento tipo-p-lactamasa (conteniendo el
centro binuclear de hierro). También se puede distinguir que, en la secuencia
aminoacidica de las FDP amebianas, se encuentran conservados todos los residuos
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involucrados en la ligacién de los centros metalicos, asi como también los residuos
gue componen el sitio de unién a flavina (figura 4.1.14).

Tipo-p-lactamasa

EnFDP1 BB N -+ B0R £l NEl BB
EhFDP2 MTSKVEEVEPGEYWVGVMDYELKNY Dy P2 PY-GSEY
EhFDP3 MONLANVKVMDNEYWV GV - DEDLRTE DM@V PERr -GCTEY
EhFDP4 MK ABKYCENEYWYC A EDNDERVE DI SHRE - GIS Y
CaFDP2 MrATKIXDNEESVGVENPSLRIEDEEMKEEE -GTSY
MtFDP MSQPNAETDCEYWVGAVDENERYFHGPAFS THRGTE Y
DvFDP MHPEEEKK DEEWVGVMDH N SRDEHGY SLEBO-GTEY
DgFDP NMoATKEEDGFHLVGAEDNN SROFHGY TLEPM-GTEY
G1FDP MS SKPKYNMODQEME PGUYWVGEVDWEMUR I FHGYHTDEG--S8Y
TvEDPh RN | DGV TRV A DDV LWECVNDWDLREFHSHoS PVG--T8Y

*=k=

EhFDP1 NSELEXSEKCNVLEET CKENFAGECLERTEDVIGKEGK - EDYIVENHECE
EhFDP2  NSYBHOEOECNVEEEIVKOREANECEDRIEOVICKEDC - IDYIINDHSEE
EhFDP3 NSELETENDGNVLEETVKE PEY OEHEERIENVIGKKGO-INYIBENHEED
EhFDP4 NSELETESEGNELFETVKENFAQECHSR¥ I DVIGE SGK- IDYIVCNHEEP
CaFDP2 NEYIUEKGKK-NVL IDTVHGREFDEYDENIKSVIDP-SS - IDYVEMNHCEP
MtFDP NEYLEVDPK- TALVDTVYE PEKEELEAREKOEK DP- VK- EDYBVENHEE S
DvFDP NEY§N K DEK - TVEEDTVKHDET DTMECRESRVME P- CK-TDYIVCNHLER
DgFDP NEYLVEDEK- TTLEDTVRAEEKGELIUCGIASVIDP-KK-IDYBVEGHLEL
G1FDP NSYFEDDEC-PTH 1 DEVK Y PEAEEWLSRIAACCPL-DR-IKYMVMNHAEG
TvFDPh NSYIEOBSE-PTEVDAVK Y TMAHAWEDREK SEGEDDLKGIKRIENGHAEP
**

EhFDP1 DHSGSLVHIBERYPEATVIGTMAALNNER Y IGHEKENTKTENSGKIKELD
EhFDP2 DHSGSLS PIEKRYPNATVIAS TAALNNEQOFIGHERDDTKTINSVKTKOEN
EhFDP3 DHSGSLNHIBERYPNATETATVAATNNEKFISHES PEVKINCS IKLKELO
EhFDP4 DHSGSLVHINEREPOATVIATFAAL TNEKYIGHETKKTKTIDS TRNKQFK
CaFDP2 DHSGSLAREYEVAPQI KVIRSNAGK I YERNITNKETLDVKAVKTN-DELD
MtFDP DHAGAF PAIMELCPDAHVECTORAFDSERAHESHIDFNYTIVRTG- TSNS
DvFDP DHAGALPEBIARCKPEKEFCEPMELKAMEAHEDT TGWPVEMVKTG-DEES
DgFDP DHAGAL PABTEACOPEKEFTESLEOKANE SHEHYKDWPVOVKHG-EELS
G1FDP DHASSLKDHY HRETNATFICTKKCOEHER I B¥GMEKATWLIVDDK- YLK
TvEDPh DHSSGTAMEBVKEAPHIEVMMTKOCYNTMARFEDMSKWNVKIVRLG-EKEN
* *

EnFDP1  [HCN-YHEKEH1OPEDHWDENNTyIrE1RMENSE D v EECEEADERVENDO
EhFDP2 EGD- THEKER Y OPFLHWPDEMET L TEEMNMINMEC DME s THEADERMEDDL
EhFDP3 MiGE-YHIKER I OPFLHWPDEMMTVIEELKELErCoFFAVEYAE PRLEDDO
EhFDP4 EGo-YEENEFIQPFLHWPDEMMTvVIPELKMLErCOVEGAHCADPRVENDE
CaFDP2 EGNGRVLKEAIAPFLHWPDSMFT I EEEPKEAFECDFLECHECEPRMEDTK
MtFDP LGK-RELTEEEAPVEHWPDSMrTEVPEEABLEPNDAFGOH T ATSVREDDO
DvFDP EGK-REEHENE TRMEHW PDSMVSY I PEPKELECNDAFGON IASTEREADE
DgFDP LGK-RENTEYETRMEHWPDSMVSH: ADERVIESND I FGON IAASERESDO
G1FDP EGK-RELKEErvBLLHWPDS T FI¥CPEPKELFrSNDGEGOHYA T SRRWADE
TvEFDPh LGD-RVAVMAGVEMAHWPESANTYEPA OKELF§SDCEGOH I ASNKREVDE

EhFDP1 MMEREK DMBDAYK HYEDCIFGPEKNY VEKGLPMEETOMGFPSDELKATCC
EhFDP2 IVDRKDOYLOISYBYENSHFGPEKRFVLKGIHOTEENQPGFDLKNCKATICC
EhFDP3 IEGKEHIFEKLERHYEDAVMSPEKS SVLKGHOBVETOMGFPVEETQOVICC
EhFDP4 MTDREKDEBDAYKH YEDCIFGPYTSFVLKGENEEENDIGFPVDELKATCC
CaFDP2 IT-YMPKYEKSEREYYDATIFSPEKPYVNKGLBIEDAED
MtFDP VB - -2GLEMDEAAKYYANTEMPESNLETKKEBEBOKEN----LAEKTIAP
DvFDP IB--RsAEFHEVKEYYHNINLPESPIVEKTHAQBEQEG----LDEDMEAP
DgFDP Ir--FuTEEREVREYYANIVNPEAPQTLKETE TEVGAG----VAPEFICP
G1FDP CB--NsHiMHLERE Y TANTEGLESAQMRKALEVA STHE
TvEFDPh .—— GLFLTEIKSYYANIBORLGKPVLKBLATASKEPG LoIfiLp

] [=== Tipo flavodoxina ===

T — A R

EhFDP1
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EhFDP2 SHGPIIR--GYEPERMELWROWAQPPP- LRNKVVIAYGSWYGY TETMANT
EhFDP3 SHGET IR--KDEKK I TERYREWSPOM- LKNKVEMVYGSAYGY TKIMTNK
EhFDP4 SHGPYER - - TNEKENIERYRKWSOPKV- LKDRVETIAYGSAYGY TEMMAEK
CaFDP2 SHGPIETREGLEAASKORYRDLESEIQSTTKYHPIF¥CSAYEGNTEIBANE
MtFDP SHGEIWR--KDPGRITEAYARWAEGQ--GKAKAVIAYDEMWL S TEKMAHA
DVFDP DHGEIFRGYDDUKYBEBTYRIBAEQOK--POKRAVIVYDEMWHS TEKMASA
DgFDP DHGMIFRGADOCTFENMORYVERAEQK - - PTNRVVIFYDSMWH S TEKMARYV
G1FDP BHGNSWRG-DAMGLEIAEY DRWSKGQ-HCOKRVTHVLDSMYGT THRMALA
TvFDPh BHGNGFRRKEDEEQRIK LY TOWAT YK--PNPRVSW I ¥DCNEYGTERMAEA

EnFDP]  [SEGERSTE--VEVKNrNEvEESHCOVEKErEDARGHINCHE THyNDTEE
EnFDP2  EAAGIKSVE--VEVSMHNWENESHENVEXEFsDCREBLLCHETECDALE
EnFDP3  [VEGIKSTG--VEVIWENEvNETEE-EEXBr< DARGHLLCSETEVCDATE
EhFDP4  [AEGWKSVE--VEVIMENEvTESHUDABENErENSKERLLCHRTHyCEALE
CaFDP2 IASGIKSVLNDANEEMEDEINYDYSDEKEKENI CDAFMLGEPTENKDALF
wtFDP  EMBGEVEGE--CEVKErxESvEDRNDVKEEL DARAVIVCSETENNDELE
DvEDP  [EABGH:SVE--¥PTREMWEKANHHEAVHTEEADCCAVINCSET HNNCELE
DgFDP EAESFRDEG--CTVKEMWCKACHHEOEMSEE SDAGAVINGSPTHNNGELE
GlFDP ELBGARSTG--CETVELEMTSEDEEKVALHTYDSGAVAFASPTENNTMME
TvFDPh WASGICKEK--BECIMMNARKEHEERSATENMDSARVAFGSSTHHECEILE

EhFDP1 PEMOEACSENPTIHCN-RFMQCFGSEGHSCGEBVRNL S AREVOLKNHOPVE
EhFDP2 RrEOCFGSHGWSGEBVGNLSARLOOLKAKOPVE
EhFDP3 RLEOCFGSEGWSGEGVRNL I PREQOTKNKE VNK
EhFDP4 PNy IELAHLNPEVHCS-RYNMOCFGE¥GWSCEGVRNL S VREDOLMURREPVR
CaFDP2 PEWEBEGGEDAVNCKN-KPASAFGSEGHSCERTPFY I SREKELKERVFOD
MtFDP VNS PELDDLVELRPKN-RVGLAFGEYGHGEGEOK I LEERLKAAKEELIAR
DvFDP AVAAML TEMKBLRPON-RIGARFGSEGHWSCE SVRSETEWLOSMGHMETEVD
DgFDP YVAGTLOFEKEIRPON-K I GGAFGSFGWSGES TKVEAEWLTGMGF DMBAT
GlFDP SMAAALNYVRELTLIKGKPAFAFGRAEGWSNRAVPDEVAELRDGCKADVYH

TvFDPh DEAMHEN¥LRCEGIHD-KPMGLEGEEGWOEK IVPNELRNAIVKPCRIPEV

EhFDP1 P--ESTRFOPNSNELQTCFENCGRKFAEAEKA
EhFDP2 P--ESCRLOPGOEKLEECFENGKKFGLATKEEDEEN-—--
EhFDP3 B--
EhFDP4 P--ESrREKPTEENLKECFENGKTFATABHONKEFVSE--
CaFDP2 G--FECLEVPSEPDIKKAEKEGE DFAKSE
utFDP G- PENONVERCEDLORCYE GRK 1 AAREAD
DvFDP P--NUxUR-VPTHBTYROCFEMGOAVERABIEKCGG
DgFDP P--UxVBRNVPTHABYEQLKTMEOT IARAEKAKLAA
G1FDP EKGEEFRENYTEELLEQAMNAGVDLEKRAEAYCEKNAPKQ
TvEFDPh AEPWMAHNNPKEABLAKCEELGRK LALAAEEKCK
Figura 4.1.14: Alineamiento de las secuencias primarias de distintas FDPs. Eh: Entamoeba histolytica;
Ca: Clostridium acetobutylicum (Q97GCO0); Mt: Moorella thermoacetica (QI9FDN7); Dv: Desulfovibrio
vulgaris (Q726B7); Dg: Desulfovibrio gigas (Q9F0J6); Gl: Giardia lamblia (Q86QZ1); Tv: Trichomonas
vaginalis (Q6XKEZ2). Entre paréntesis se indica el cddigo de identificacion UniProt. Los * indican los
residuos participes de unir los atomos de hierro del dominio tipo-B-lactamasa. Se indican las posiciones
de los dominios presentes en estas enzimas (tipo-B-lactamasa y tipo-flavodoxina). En rojo se resalta el
péptido N-terminal de direccionamiento al hidrogenosoma de la FDP de T. vaginalis. Todas las FDPs del
alineamiento fueron confirmadas experimentalmente.

4.1.10. Expresion y estudios bioquimicos de la EnFDP1.

La informacion presente en la base de datos AmoebaDB indica que el gen
ehfdp1 (EHI5A_235560) tiene 1221 pb y codifica para una proteina (EhFDP1) de 406
aminodcidos, con un masa molecular calculada de 46,028 kDa y un punto isoeléctrico
tedrico de 6,24.
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Con el objetivo de obtener la proteina en forma recombinante se disefaron
cebadores especificos que poseian los sitios de restriccion BamHI y Pstl (marco de
lectura +1). La secuencia codificante para la proteina fue amplificada a partir de ADN
gendmico mediante PCR. El producto de la reaccién se ligoé al vector pPGEM-T Easyy
la mezcla de ligacién se utilizé para transformar bacterias competente de E. coli Top10
utilizando el método del CaCl,. Se realizaron mini-preparaciones de ADN plasmidico, a
partir de clones individuales, confirmandose la identidad del gen por secuenciacion.
Finalmente, se preparé el sistema de expresién en base al vector pRSET-A y a las
células E. coli BL21(DE3). La EhFDP1 se expresé en forma soluble. Las condiciones
finales elegidas para la produccion de la enzima recombinante se detallan en la tabla
4.1.7.

Condiciones de expresiéon EhFDP1

Cepa E. coli BL21(DE3)
Plasmido pPRSET-A
Medio Lysogeny broth (LB)
23 pg/L Citrato férrico amoniacal
SRSt 100 uM Riboflavina
DO (al inducir) 0,6
Inductor 0,5 mM IPTG
Temperatura de induccién 28 °C
Tiempo de induccion 16 h

Tabla 4.1.7: Condiciones de expresion para la EnFDP1.

El proceso de purificacion se realizé6 cromatograficamente (IMAC) a 8 °C con una
columna HiTrap chelating de 1 ml (GE) cargada con Ni**, utilizando un dispositivo
AKTAprime plus (GE). Las fracciones coloreadas (anaranjado tenue) se unificaron y
concentraron por ultrafiltracion. Finalmente la proteina se acondiciond y se conservo
alicuotada a -80 °C. Como se aprecia en la figura 4.1.15-A, el proceso de purificacion

resultdé en una pureza superior al 90 %.
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Figura 4.1.15: A) Analisis electroforético por SDS-PAGE de la EnFDP1 purificada. La etiqueta MM indica
los patrones de masa molecular. B) Analisis por cromatografia de filtracion por geles en una columna
Tricorn Superdex 200 HP. Gréfico de Ka, vs log (M,): (m) proteinas patrones (o) proteina recombinante.
Todas las proteinas patrones pertenecen a GE (Filtration Calibration Kit): Tiroglobulina (669 kDa), Ferritina
(440 kDa), Aldolasa (158 kDa), Conalbumina (75 kDa), Ovoalbumina (43 kDa), Anhidrasa carbénica (29
kDa), Ribonucleasa A (13,7 kDa) y Aprotinina (6,5 kDa).

En geles SDS-PAGE reductores, la EAFDP1 migré como una uUnica banda de ~
45 kDa (figura 4.1.15-A). Cuando se analiz6 la estructura cuaternaria de la enzima,
mediante cromatografia de filtracién por geles, la misma se comporté como un dimero
(~ 100 kDa), lo que va en linea con los datos estructurales reportados para otras FDPs
(figura 4.1.15-B) (Di Matteo y col., 2008; Vicente y col., 2008). A su vez, se comprob6
que la proteina recombinante contenia 2,3 + 0,2 mol Fe / subunidad, indicando que los

sitios metalicos se encuentran con ocupacioén plena.

Mediante espectroscopia UV-visible se pudo comprobar la presencia de flavina
en la EAFDP1. En la figura 4.1.16-B se muestran los espectros de absorcién para la
proteina oxidada y reducida, los cuales exhiben un perfil similar al de las FDPs
bacterianas (picos a 457 y 380 nm). Luego de liberar la flavina por tratamiento térmico,
un analisis de cromatografia en capa delgada indicé que la EhAFDP1 contiene FMN
como grupo prostético (figura 4.1.16-A). El contenido de flavina de la proteina
recombinante resulté ser de 1,1 + 0,1 mol de FMN / subunidad.
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Figura 4.1.16: A) Determinacion por TLC del tipo de flavina presente en la EnFDP1. La placa fue revelada
en un escaner de fluorescencia Typhoon. B) Espectro de absorcion UV-visible de la EnFDP1 purificada
(25 °C y pH 7,0).Cuadro interior: Linea continua: EnFDP1 oxidada; linea de trazos: EnFDP1 + 100 uM de
ditionito de sodio.

4.1.11. Analisis de las capacidades cataliticas de la EnFDP1.

Para entender la forma en que la EhFDP1 esta conectada al metabolismo
energético del parasito, evaluamos a las EhFd1-2 (seccién 4.1.12) como posibles
reductores fisiolégicos. A su vez, a modo de comparacién con los sistemas anaerobios
clasicos, también empleamos la PfRd. En cada caso, las redoxinas fueron
regeneradas utilizando una reductasa dependiente de NAD(P)H (PsFNR paras las
EhFd1-2 y NROR de Thermotoga maritima para la PMRd). En una primera instancia,
bajo condiciones aerobias, se estudié la actividad O, reductasa de la EAFDP1. La
figura 4.1.17 muestra que las Fds amebianas son capaces de transferir equivalentes
de reduccién, hacia la EhFDP1, con mayor eficiencia que la PfRd. La reduccion de la
EhFDP1 por parte de las Fd amebianas siguid una cinética hiperbodlica. Por el
contrario, la reduccion de la enzima por parte de la PRd no exhibié una cinética de
saturacion. En la tabla 4.1.8 se listan los parametros cinéticos calculados. Es
interesante observar que la ferredoxina de arveja se comporté de manera similar a las
amebianas. En cambio, no se detecté actividad enzimatica cuando se empleé la
flavodoxina de E. coli como sustrato reductor. En su conjunto, estos resultados indican
que la EhFDP1 se comporta de manera distinta a sus homologos bacterianos, con una
marcada preferencia por utilizar ferredoxinas en lugar de rubredoxinas. Este hecho
podria entenderse como una adaptacion de la enzima (adquirida por THG) al contexto
metabdlico del parasito.
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NAD(P)H

Redoxina ey \ERFDP w) N,0O/ H,0

Redoxina

reductasa
NAD(P)*

(Redoxina o/ \ EhFD_P% ) NO/ 0,

Co-sustrato Sustrato
EhFd1 23+0,2 716 + 30 5,2-10°
02 16
200 uM EhFd2 3,0+0,3 852 +42 4,7-10
PMRd >10 uM No Determinado 8,0-10*
EhFdi NO- 102 + 12 172406 2.810°
10 uM

Tabla 4.1.8: Esquema y pardmetros cinéticos para la EhFDP1 a pH 7,0 y 30 °C. * Compuesto generado
con MAHMA NONOQato.
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Figura 4.1.17: Reduccion de la EnFDP1 por las Fds amebianas y la PfRd. La reduccion de la EnFDP1 fue
evaluada por medicion de su actividad O: reductasa, utilizando diferentes proteinas redox como sustratos,
bajo condiciones aerobias. El ensayo se realiz6 monitoreando la oxidacion del NAD(P)H a 340 nm, a pH
7,30°C y 0,05- 0,5 UM EhFDP1, con diferentes sistemas reductores: (m) 300 uM NADPH, 1 uMPsFNR y
0,1-10 uM EnhFd1; 300 uM NADPH, 1 uM PsFNR y 0,1-10 uM EhFd2 o (A) 300 uM NADH, 1 uM
TmNROR y 0,1-10 uM PfRd.

Dado que la capacidad de ciertas FDPs bacterianas para reducir éxido nitrico ha
sido bien documentada (Vicente y col., 2008), decidimos probar la actividad NO*
reductasa de la EhAFDP1, utilizando la EhFd1 como sustrato reductor. EI NO® fue
generado quimicamente utilizando MAHMA-NONOato como donador. A diferencia de
las FDPs de G. lamblia (Di Matteo y col., 2008) y T. vaginalis (Smutna y col., 2009), la
ERFDP1 demostré tener la capacidad de reducir NO* (Ko 17,2 + 0,6 min™).
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Finalmente para realizar una comparacion de las dos actividades de la EhFDP1,
se realiz6 una medicion con concentraciones fijas de sustrato y las condiciones se
muestran en la tabla 4.1.9. La estequiometria de reduccién de O, por parte de la
EhFDP1 utiliza dos moléculas de NAD(P)H por cada molécula de O,. En el caso del
NO® se emplean una molécula de NAD(P)H por cada dos moléculas de NO° (fig.
4.1.18). Utilizando estas relaciones para redefinir la unidad de actividad enzimatica en
base al consumo de O, / NO*, en lugar del de NAD(P)H, las actividades re-expresadas
para la EhFDP1 se indican en la tabla 4.1.9. Como puede apreciarse, la actividad O,
reductasa de la enzima es aproximadamente 5 veces superior a la NO* reductasa.

NADH) + Dz+4E'+4H'TF 2H,0
EhFDP1
(NADH) + 2NO + 2e" + 2H*—» N,0

Figura 4.1.18: Estequiometria de las reacciones catalizadas por la EnFDP1.

Enzima Actividad Sustratos
. 10 uM EhFd1
ERFDP NO'-reductasa 2 mM MAHMA NONOate 81
EhFd1 10 pM
02-reductasa ~200 uM 02 168,5

Tabla 4.1.9: Comparacion de las actividades catalizadas por la EnFDP1.

Promediando el tiempo de desarrollo experimental de esta tesis, Vicente y otros
informaron sobre la funcionalidad in vitro de la EhRFDP1 recombinante, aunque no
identificaron sus posibles reductores fisiol6gicos (Vicente y col., 2012). Los resultados
bioquimicos reportados por los autores concuerdan, en lineas generales, con los
informados en esta tesis. Existen sin embargo, algunas diferencias en cuanto a los
valores absolutos obtenidos para la actividad O, reductasa. Esto posiblemente se deba
a que en dicho trabajo se utilizé6 un sistema heterélogo como dador de electrones y
también a diferencias metodol6gicas en cuanto a la concentracién de O, presente en

la mezcla de reaccion.

4.1.12. Analisis de secuencia y expresion de ferredoxinas amebianas.

En el genoma de E. histolytica se encuentran codificadas cuatro ferredoxinas
(EhFd1-4), todas ellas son miembros del llamado grupo de “ferredoxinas bacterianas
di-cluster”. El patron consenso para este tipo de ferredoxinas es CX,CX,CX3CP-X -

CX.CX,CX3CP (Ali y Nozaki, 2013). El andlisis de la secuencia primaria de estas
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proteinas revela que las EhAFd1, 3 y 4 tendrian dos centros tipo [4Fe4S], mientras que
la EhRFd2 contaria con un centro tipo [4Fe4S] y otro tipo [3Fe4S]. Esto se deberia a
qgue en esta isoforma, un residuo de treonina sustituye a una de las cisteinas quelantes
del segundo centro. La EhAFd3 posee una extension N-terminal que podria constituir
una sefial de direccionamiento, sin embargo ninguno de los predictores utilizados
detecto la presencia de un péptido sefal (figura 4.1.19). Por dltimo, las ferredoxinas
generalmente son proteinas acidicas, lo que se cumple para las isoformas 1,2 y 4 (pl:
412, 440 y 4.65 respectivamente) pero no para la EhFd3 que tiene un punto
isoeléctrico teorico de 8.09.

* * * *
EhFdl ~ —mmmmmmm oo MEK T TIMNTBBCHRCEACSGTCP
EhFd2 ~ ——mmmmmmmmmmmm oo MSKVETEK TVKIBINODDCIGCEACVONCP
EhFd3 MKGMKFNKNLKTKKKELLNTKCMGTFVSEGKRI IVENDCIGCSACMDNCP
EhFd4 = ———m—mmmmm—m oo MSKV¥HEDGK TIMINTDYCIGCGACVDICP
* * * *
EhFd1 QSVEEVNDHVEEKN-PDBCIGEGECVDACPOGVEKVE- -
EhFd2 VQVYEMEDGKSNATNNDSCEKTLECVsVcPVsATEVED T
EhFd3 AGVEEEVNGICTAPRIDECLOCHLCEDNCPENATKVE- -
EhFd4 TGVLBVVDRKSMA VNI DNCERCREC TGVC PVDATEED- -

Figura 4.1.19: Alineamiento de las ferredoxinas presentes en E. histolytica. Los * indican las cisteinas
participes de la union del primer centro de Fe-S y los * indican las cisteinas involucradas en la formacion
del segundo centro de Fe-S.

En diferentes organismos, particularmente en bacterias anaerobias, las
ferredoxinas con centros 2[4Fe4S] cumplen con una gran cantidad de funciones, al
actuar como transportadores electrénicos de bajo potencial de reduccién. Son, por
este motivo, las proteinas con centros de Fe-S mas versatiles conocidas. Como se
comenté en la seccion 1.13.5-6, las ferredoxinas juegan un papel central en el
metabolismo energético de E. histolytica ya que actian como aceptores electronicos
durante el paso de decarboxilacién oxidativa del piruvato a acetil-CoA (Reeves, 1984).
Esa importancia se ve reflejada por su cantidad relativa, por ejemplo, se ha reportado
que el ARNm de la EhFd1 es tan abundante como el de la actina (Reeves y col.,
1980). Por otra parte, el hierro presente en las ferredoxinas constituye entre un 10 y un

20% del hierro celular total (Reeves y col., 1980).

Para estudiar los procesos en los que podrian estar involucradas, se clonaron las
secuencias codificantes para las ferredoxinas 1 y 2. La informacion presente en la
base de datos AmoebaDB indica que el gen ehfd1 (EHI5A_055540) posee 180 pb y
codifica para una proteina (EhFd1) de 59 aminodcidos, con un masa molecular
calculada de 6,052 kDa y un punto isoeléctrico teérico de 3,93. Por otro lado, el gen
ehfd2 (EHISA_067050) tiene 210 pb y codifica para una proteina (EhFd2) de 69
aminoacidos, con un masa molecular calculada de 7,368 kDa y un punto isoeléctrico
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teorico de 4,22. Se disefiaron cebadores especificos para ambos genes incluyendo en
los mismos los sitios de restriccibon BamH| y Hindlll (marco de lectura +1). Las
secuencias codificantes para las proteinas fueron amplificadas a partir de ADN
gendmico mediante PCR. Los productos de las reacciones se ligaron al vector pGEM-
T Easyy las mezclas de ligacién se utilizaron para transformar bacterias competentes
de E. coli Top10 utilizando el método del CaCl,. Se realizaron mini-preparaciones de
ADN plasmidico, a partir de clones individuales, y las secuencias esperadas para los
insertos fueron confirmadas por secuenciacion total. Finalmente, se utilizaron los sitios
de restriccion incluidos en los cebadores para sub-clonar los insertos en el vector pET-
28a y transformar con dichas construcciones, mediante el método de CaCl,, células
competentes de E. coli BL21(DE3). Mediante ensayos de expresién se comprobd que
las proteinas se expresaban en forma soluble. Las condiciones finales elegidas para la
produccion de las ferredoxinas amebianas recombinantes se resumen en la tabla
4.1.10.

Condiciones de expresion EhFds

Cepa E. coli BL21(DE3)

Plasmido pET-28a

Medio Lysogeny broth (LB)

Suplemento 23 pg/L Citrato férrico amoniacal
DO (al inducir) 0,6

Inductor 0,5 mM IPTG

Temperatura de induccion 28 °C

Tiempo de induccion 16 h

Tabla 4.1.10: Condiciones de expresion de la EhFds.

El proceso de purificaciéon se realizé mediante IMAC a 8 °C con una columna
HiTrap chelating de 1 ml (GE) cargada con Ni*, utilizando un dispositivo AKTAprime
plus (GE). Las fracciones coloreadas (marrdn tenue) se unificaron y concentraron por
ultrafiltracion. Finalmente las proteinas se acondicionaron y se conservaron
alicuotadas a -80 °C. Como se aprecia en la figura 4.1.20-A, el proceso de purificacién
resulté en una pureza superior al 90 % en ambos casos.
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Figura 4.1.20: A) Analisis electroforético por SDS-PAGE de la EhFd1 y EhFd2 purificadas. La etiqueta
MM indica los patrones de masa molecular. B) Analisis por cromatografia de filtracion por geles en una
columna Tricorn Superdex 200 HP. Grafico de Ka vs log (M,): (m) proteinas patrones (o) proteinas
recombinantes. Todas las proteinas patrones pertenecen a GE (Filtration Calibration Kit): Tiroglobulina
(669 kDa), Ferritina (440 kDa), Aldolasa (158 kDa), Conalbumina (75 kDa), Ovoalbumina (43 kDa),
Anhidrasa carbdnica (29 kDa), Ribonucleasa A (13,7 kDa) y Aprotinina (6,5 kDa).

Considerando la masa agregada por las etiquetas de histidinas presentes en
ambas proteinas recombinantes, sus pesos moleculares esperados son de 8,1 y 9,4
kDa. En geles SDS-PAGE reductores, ambas ferredoxinas migraron de forma andémala
como una Uunica banda de ~ 14 kDa (figura 4.1.20-A). Se presume que este
comportamiento se debe a su bajo punto isoeléctrico. Estas proteinas al ser pequenas,
tienen una alta densidad de carga positiva y pocos sitos de unién para el detergente,
como resultado migran menos y aparentan pesos moleculares mayores. Cabe
destacar que el mismo comportamiento se ha reportado para una ferredoxina de 9,8
KDa de T. vaginalis (pl: 4,0) la cual migra con peso molecular aparente de 14 kDa
(Vidakovic y col., 1996).

Cuando se analizé la estructura cuaternaria de las proteinas, mediante
cromatografia de filtracion por geles, la EhFd1 y la EhFd2 eluyeron en voliumenes que
se corresponden con masas moleculares de 14 y 15 kDa respectivamente. Estas
masas estan cercanas a las esperadas para un dimero (figura 4.1.20-B). Sin embargo,
en un estudio previo, una ferredoxina de E. histolytica purificada de fuente, pero no
identificada (probablemente la EhFd1 por su abundancia), presentd un
comportamiento andémalo durante la filtracion por geles (Reeves y col., 1980). Para
solucionar la inconsistencia, los autores del trabajo utilizaron ferredoxinas de

estructuras cuaternarias conocidas para recalibrar la columna, y concluyeron entonces
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que la proteina se comportaba como un monémero. Considerando este informe, es

presumible que tanto la EhFd1 como la EhFd2 sean proteinas monoméricas.

Como se muestra en la figura 4.1.22, los espectros de absorcién de la EhFd1 y
la EhFd2 exhiben un hombro entre los 380 y los 500 nm, lo cual es caracteristico de
las ferredoxinas con centros de [4Fe4S] o [3Fe4S] (Busch y col., 2000). En ambos
casos, luego del agregado de ditionito de sodio (en una proporcién 1:100), se observo
una disminucion del 50% en la intensidad del hombro, indicando que se produjo la
reduccion quimica de los centros de Fe-S (no mostrado).

4.1.13. Susceptibilidad de EhFd1 y EhFd2 a especies reactivas.

Estudios in vitro e in vivo demostraron que el NO°, liberado por los macréfagos
activados, desempena un papel critico en la eliminacién de trofozoitos de E. histolytica
(Lin y Chadee, 1992; Lin y col., 1994). También se ha reportado que la viabilidad de
los parasitos se ve comprometida cuando son incubados con donadores de NO* como,
por ejemplo, el nitroprusiato de sodio. En este caso se observo el desencadenamiento
de un mecanismo de muerte celular semejante a la apoptosis (Ramos y col., 2007).
Analisis bioquimicos evidenciaron que enzimas claves del metabolismo energético,
como la PFOR vy las ADHSs, son fuertemente inhibidas por accién del NO°, lo que
llevaria a una disfuncién de la via glicolitica y finalmente a la muerte celular (Santi-
Rocca y col., 2012). Una de las principales formas en que el NO* ejerce sus efectos
téxicos es a través de su reaccidén con proteinas que contienen centros de Fe-S, los
cuales son particularmente sensibles a este radical. A pesar de esto, no todos los
centros Fe-S son igualmente afectados por el NO°, el deterioro de los mismos es
dependiente del entorno proteico en donde se encuentren (Cooper, 1999).

Como se menciond anteriormente, las ferredoxinas son unas de las proteinas
mas abundantes dentro del parasito. Por este motivo, nos interesé evaluar la accién
del NO® sobre sus centros de Fe-S y el consecuente efecto sobre su capacidad de
transferencia electrénica. A modo de comparacion se empleé H,O, como compuesto
oxidante. Las EhFd1-2 se sometieron al donador de NO* (MAHMA NONOato) o H,O,
en una relacién 1:10 a pH = 7 y 30 °C, durante 30 min. Como control se incubaron
ambas proteinas sin aditivos y en las mismas condiciones experimentales. Luego de
desalar, para remover el exceso de reactivos, se evaluaron los espectros de absorcién
y la actividad redox remanente (acoplandolas a la reaccién catalizada por la EhFDP1).
Como se aprecia en la figura 4.1.21, las ferredoxinas tratadas con NO* presentan una

marcada disminucion en su capacidad de transferencia electrénica.
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Figura 4.1.21: Actividad redox de las Fds amebianas (transferencia hacia la EhFDP1) luego de su
incubacion con NO° (usando MAHMA NONOQato) o H-O.. Los ensayos se realizaron en condiciones
aerobias monitoreando la oxidacion de NADPH a 340 nm, a pH 7, 30 °C con 1 uM EhFDP1, 300 uM
NADPH, 1 uM PsFNR y 0,1-10 uM EhFd1 o EhFd2 tratadas. Como control se incubaron las Fds en
iguales condiciones pero sin exposicion al MAHMA NONQato o Hz20:.

Los cambios observados en sus espectros UV-visibles denotan que la estructura
de sus centros de Fe-S se modificé y probablemente esta sea la causa de su
inactivacion (figura 4.1.22). Por el contrario, el H,O, no causdé modificaciones
significativas, ya sea en los espectros o en la capacidad redox de las proteinas (figura
4.1.21 y 22). La modificacion mas comun sobre los centros de [4Fe-4S], a causa del
NO*, suele ser la formacibn de complejos de dinitrosil-hierro (DNICs) con la
consecuente modificacion del espectro de absorcién (Tonzetich y col., 2010). En el
caso del H,O,, si el dafio es moderado, se produce la pérdida de uno de los 4&tomos de
hierro y el centro se convierte en [3Fe4S] (Djaman y col., 2004). Estos centros poseen
un espectro UV-visible similar al del centro original, por otra parte, la funcion fisiol6gica
puede verse afectada (o tal vez no). De este modo, el resultado obtenido con el H,O,
no necesariamente indica que no se haya producido una modificacion estructural del
centro de Fe-S, ya que la misma podria ser no observable mediante las técnicas

empleadas.
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Figura 4.1.22: Sensibilidad de las Fds amebianas al H-0O2 y NO°. Espectros UV-visible de las Fds
amebianas (A) EhFd1 y (B) EnFd2 al ser incubadas con NO° (usando MAHMA NONOato) o H20: en
relacion 1:10, a pH 7 y 30 °C por 30 min. Como control las Fds fueron incubadas, sin aditivos, en iguales
condiciones.

Dada la abundancia celular de las ferredoxinas es arriesgado aseverar que la
formacion de DNIC en ellas cause una disfuncion en el flujo glicolitico, es mas factible
que sean otras enzimas de esa via las que se vean afectadas. El NO* dentro de la
célula puede tener varios destinos, entre ellos, ser detoxificado por enzimas
especificas (ej. a través de las FDPs) o reaccionar con las biomoléculas (Robinson y
Brynildsen, 2013). Este ultimo caso puede representar un mecanismo de defensa per
se cuando las moléculas afectadas no son esenciales o cuentan con mecanismos de
reparacion eficientes. En consecuencia, como se discutira en la seccién 4.1.18.3, se
podria argumentar que este sistema podria representar una forma de resistencia en
situacion de estrés nitrosativo. De todas formas, para poder interpretar la relevancia de
este resultado, en un contexto fisiologico, se necesitan realizar experiencias

accesorias.

4.1.14. Estudio de la capacidad de la EnNROR de reducir a la EhRr y
EhFDP1.

Como se explicd anteriormente (seccién 4.1.6), la EANROR no evidencié
actividad ferredoxina, flavodoxina o tiorredoxina reductasa, aparentando ser especifica
para la reduccion de rubredoxinas, aunque esta proteina no se encuentre presente en
el parasito. A la luz de estos resultados, nos planteamos la posibilidad de que la
EANROR pudiese actuar de forma directa sobre las enzimas efectoras finales,
evitandole al parasito la necesidad de contar con una rubredoxina. Para probar esta
hipbtesis, se evalud la actividad peroxidasa (de la EhRr) y la actividad NO*® reductasa
(de la EhFDP1), utilizando a la EANROR como donante de los equivalentes de

reduccion provenientes del NAD(P)H. No se ensay6 la actividad O, reductasa de la
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EhFDP1 debido a que la EANROR posee la misma actividad intrinseca y de esta forma
interfiere en la medicion. En condiciones microaerofilicas, la EANROR fue capaz de
reducir a la EhRr y a la EhFDP1, sin la necesidad de utilizar una redoxina mediadora.
Las reacciones presentaron una actividad maxima a pH 7 y siguieron una cinética de
Michaelis-Menten. Las eficiencias cataliticas para la reduccién de ambas proteinas,
por parte de la EANROR, fueron similares (tabla 4.1.11). A su vez, no se observaron
diferencias en los parametros cinéticos cuando se emple6 NADH o NADPH como
fuente inicial de poder reductor. Finalmente, a modo de control, no se detectd actividad

enzimatica cuando alguno de los componentes de la mezcla de reaccion fue omitido.
o C H,0
@ X H,0,
NAD(P)H C EhFDP N,O
NAD(P)* EhFDPO I NO

NAD(P)H

NAD(P)*

# 406
NADPH EhRr 045 + 0,03 264 + 23 9,810

300 uM EhFDP1* 0,39 +0,03 51+ 1 2.2-10°
NADH EhRr* 0,50 £ 0,02 262 + 21 8,7-10°
300 uM ERFDP1* 0,40 + 0,06 42 +2 1,7-10°

Tabla 4.1.11: Esquema y parametros cinéticos de la ERNROR a pH 7 y 30 °C. *Actividad peroxidasa con
25 uM H>0:. *Actividad NO' reductasa con 1 mM MAHMA NONOQato.

Como se mencioné anteriormente, al comparar la secuencia primaria de la
EANROR con la de ortdlogos caracterizados bioquimicamente, se observoé que la
enzima de ameba presenta una extensién N-terminal. Esta region presenta homologia
con un plegamiento tipo-rubredoxina. No es extrafio encontrar en la naturaleza este
tipo de fusiones, donde ambos dominios representan proteinas que en otros
organismos interactlan fisica o metabdlicamente. Por ejemplo, un caso particular es la
FDP de E. coli, que posee en su extremo N-terminal un dominio rubredoxina funcional
(Gomes y col.,, 2002). En nuestro estudio, la EANROR producida de forma

recombinante no incorpord atomos de hierro en su estructura.

Como primera aproximacion para evaluar el papel que desempefa dicha region,
se midi6 la capacidad de la proteina de transferir electrones a la EhRr luego de ser
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expuesta a un exceso molar de EDTA (y posterior desalado). Como era de esperar, no
se observaron cambios en la actividad enzimética con respecto a la enzima sin tratar.
En segunda instancia, se disefio una version trunca de la EANROR donde se
eliminaron sus primeros 47 aminodcidos (seccion 4.1.1 y 2). La actividad NADPH
oxidasa de la EANRORA47N (130 + 5 min™ a pH 7 y 30 °C) permaneci6 en valores
similares a los medidos para la EANROR (120 + 3 min™ a pH 7 y 30 °C). Por el
contrario, su habilidad de transferir electrones a la EhRr (figura 4.1.23) o0 a la EAFDP1
se vio disminuida, ya que el valor de k., de la EANRORA47N fue dos veces menor que
el de la EANNROR, para ambas reacciones. En cambio, la afinidad hacia la EhRr o la
EhFDP1 no se vio alterada por la eliminacién de la extensién N-terminal de la
EANROR (tabla 4.1.12).
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Figura 4.1.23: Cinética de la reduccion directa de la EhRr por accion de la ERNROR. El ensayo se realizoé
en condiciones microaerobias (pH 7 y 30 °C) en presencia de 300 uM NADPH, 25 uM H>O:, diferentes
concentraciones de EhRr (0,17 a 10 uM) y (m) 0,1 uM EnRNROR o (o) 0,1 uM EnRNRORA47N.

i -1 -1 -1
Co-sustrato Sustrato Km (uM) k., (min) k. Km" (M".s™)
# 106
NADPH EhRr 0,46 + 0,04 99 +2 3,6:10
300 uM EhFDP1* 0,44 +0,03 2842 1,1-10°

Tabla 4.1.12: Parametros cinéticos de la EhNRORA47N a pH 7 y 30 °C. *Actividad peroxidasa con 25 M
H20:. *Actividad NOe reductasa con 1 mM MAHMA NONOato.

Finalmente, se realiz6 un ensayo de complementacion in vitro sobre la actividad
de transferencia electronica de la EANRORA47N. Para esto se evalu6 su capacidad de
reducir a la EhRr cuando se incorporaba la PMRd a la mezcla de reacciéon en una
relacion molar 1:1. Como resultado se recompuso el valor original de la actividad
enzimatica de la EANROR (figura 4.1.24). Por esto, a pesar que el extremo N-terminal
de la EANROR no esté involucrado directamente en la transferencia de electrones (por

la ausencia de hierro), cumple una funcién estructural necesaria. Es probable que su
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presencia facilite el correcto posicionamiento de las proteinas interactuantes de modo
tal que el paso de electrones se produzca mas eficientemente. De todas formas, se
debe tener en cuenta que la ausencia del cofactor metalico puede ser consecuencia

de la incapacidad de la maquinaria celular, del huésped heterdlogo, para incorporarlo.

3004 [7zzzz ENNROR
EANRORM7N

N

o

o
1

v:[EANROR]" (min™)
3
o

EhRr (-) Eh (+) Eth/Rd (+)

Figura 4.1.24: Complementacion in vitro de la EhnNRORA47N con la PfRd. Los ensayos se realizaron en
condiciones microaerobias (pH 7 y 30 °C) en presencia de 300 uM NADPH, 25 uM H20>, (con o sin) 5 uM
EhRr, 0,1 uM EhNROR (0 EnNRORA47N), (con o sin) PtRd 0,1 uM.

4.1.15. Profundizacion del estudio del efecto inhibitorio de las coenzimas
oxidadas sobre la actividad oxidasa de la EnNROR.

En la seccién 4.1.4 se evalué la accién de distintos compuestos sobre la
EANROR (figura 4.1.7). Un resultado llamativo fue que las coenzimas oxidadas
produjeron un efecto inhibitorio de la actividad oxidasa. Hasta donde sabemos, en la
bibliografia consultada, no se ha reportado este tipo de comportamiento para otras
NRORs caracterizadas. Por este motivo, se realiz6 un andlisis mas detallado de esta
conducta.

En primer lugar, se evalud la capacidad inhibitoria del NADP* o el NAD* sobre la
actividad NAD(P)H oxidasa de la EANROR, a concentraciones fijas del sustrato. Las
titulaciones indicaron que, en general, la actividad NADH oxidasa no es muy sensible a
las coenzimas oxidadas. Sin embargo, la actividad NADPH oxidasa resulto inhibible,
especialmente por el NAD" (tabla 4.1.13). Como control experimental, utilizando tio-
NAD*, se pudo descartar que este comportamiento se deba a un artefacto, debido a
una posible actividad transhidrogenasa de la EANROR (la cual fue indetectable).
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Co-sustrato Sustrato "° Inhibidor ‘22

NADH* NADP* >>1000
0, 460 uM NAD* 1050
~200 uM NADPH" NADP* 430
90 uM NAD* 0,5

Tabla 4.1.13: Determinacion de los valores de ICsp para la inhibicion de la actividad NAD(P)H oxidasa de
la EnNROR por accién de las coenzimas oxidadas. Calculo realizado a concentraciones fijas de sustrato.
* [Sustrato] / Km = 2,5

Este llamativo resultado gener6 interés por reevaluar la inhibicién de la actividad
NADPH oxidasa, a causa del NAD*, pero a concentraciones variables del sustrato. En
este caso el perfil de inhibicion fue similar al obtenido con anterioridad v,
aparentemente, independiente de las concentraciones de NADPH (figura 4.1.25). Se
comprobaria entonces que el NAD" estaria actuando como un inhibidor no competitivo
de la actividad NADPH oxidasa de la EANROR. Este nuevo ensayo arrojo un ICs
promedio de 0,23 £ 0,01uM, el cual estd muy cerca de la concentracion de enzima
utilizada en el ensayo (~0,1 uM). Esto indica que el NAD" actia como un inhibidor de
alta afinidad, interactuando con la ENNROR casi en relacién equimolar.
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Figura 4.1.25: Curvas de inhibicién de la actividad NADPH oxidasa de la EnNROR por accion del NAD".
Las curvas de titulacion fueron realizadas bajo condiciones aerobias (pH 7 y 30 °C) con 0,1 uM EhnNROR
y diferentes concentraciones de NADPH: (m) 12,5 uM, (o) 25 uM, (A) 50 uM, (V) 100 uM y (e) 200 uM.
Cuadro interno: ICso NAD" vs [NADPH].

Finalmente se plante6 el interrogante de cual seria el efecto del NAD" sobre las
otras actividades de transferencia electronica identificadas en la EANNROR. Se evalu6
si la presencia de la coenzima oxidada producia inhibicién en la actividad ferricianuro
reductasa, rubredoxina reductasa y en su capacidad de ceder electrones a la EhRr. En

estos tres tipos de actividad se produce la reduccion de un atomo de Fe**, ya sea
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acomplejado (ferricianuro) o formando parte de un centro metalico de una proteina
(PMRd y EhRr). Ninguna de estas actividades se vio significativamente afectada por la
presencia de NAD™ (ICso > 50 uM) (figura 4.1.26).
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Figura 4.1.26: Inhibicion de las distintas actividades de la EnNROR por el NAD®. Las curvas de titulacion
con NAD’ fueron realizadas para las diferentes actividades de la EnNROR a pH 7 y 30 °C: (m) NADPH
oxidasa (bajo condiciones aerobias con 200 uM NADPH), (o) actividad ferri-reductasa (bajo condiciones
microaerobias con 200 uM NADPH y 250 uM Fe(CN)s>), (A) actividad de reduccién de la EhRr (bajo

condiciones microaerobias con 200 uM NADPH, 5 uM EhRr y 25 uM H:0:) y (V) actividad rubredoxina
reductasa (bajo condiciones microaerobias con 200 uM NADPH y 100 uM CpRd).

La interpretacién de este comportamiento en el contexto fisiolégico se torna
complejo porque se desconocen las concentraciones intracelulares libres para cada
una de las coenzimas. En células aerobias (levaduras) se asume que las mismas
estan en el rango milimolar (Belenky y col., 2007), sin embargo no existe consenso en
la literatura acerca de las concentraciones exactas (Suny col., 2012). A pesar de esto,
se estima que en condiciones normales el equiliborio NAD/NADH se encuentra
fuertemente desplazado hacia la versién oxidada de la coenzima. Esto tiene su
correlato en la necesidad de contar con un aceptor de electrones no limitante en las
reacciones oxidativas de produccion energética (glucdlisis) (Williamson y col., 1967).
Para la relacion NADP*/NADPH, se estima que la version reducida es marcadamente
mas abundante, lo que se explica en la participacién de esta coenzima en reacciones
anabdlicas (reductoras), las cuales generan los bloques de construccidén de la célula
(Veech y col., 1969). Es probable que en E. histolytica se produzca un escenario
similar. Por todo esto, y considerando también que la afinidad de la EANROR por el
NADPH es cinco veces superior que por del NADH, es probable que la actividad

oxidasa de la enzima se encuentre inhibida in vivo. Teniendo en cuenta que se
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demostré que el producto de esta reaccion es H,O, esto seria de utilidad para la
célula, al evitar la produccion de dicho compuesto nocivo. Para concluir, cabe destacar
que seria interesante evaluar cuan extendido se encuentra este comportamiento en
otras flavoenzimas de alta tasa de produccién de peréxidos. Dicho mecanismo podria
representar una forma eficaz de controlar esta actividad espuria (y perjudicial) de
muchas enzimas metabdlicas, sin afectar su funcidén principal (como sucede para la
EANROR).

4.1.16. Estudio de expresion in vivo.

Con el objetivo de comprobar la expresion in vivo de las enzimas estudiadas, se
realizaron ensayos de western blot utilizando anticuerpos policlonales generados en
conejos inmunizados contra la EANROR y la EhFDP1 recombinantes. En el caso de la
EhRr, se emplearon dos ratones para la produccién del suero hiperinmune. También
se disponia en el laboratorio de un anticuerpo contra una peroxirredoxina amebiana
(EhPRX29), elaborado con anterioridad.

Estudios transcriptémicos previos (microarreglos) (Vicente y col., 2009), indican
que ninguno de los genes posiblemente involucrados en la defensa antioxidante del
parasito, se encuentra regulado a nivel transcripcional durante un estrés oxidativo o
nitrosativo. Estos resultados llevaron a los autores de dicho trabajo a argumentar que
las defensas antioxidantes del parasito se encuentran activas de forma constitutiva, ya
que los niveles de mensajeros para dichas enzimas son altos en estado basal. Este
fue el caso para genes codificantes para enzimas ya caracterizadas como la SOD o
las peroxirredoxinas. Tampoco hubo modificacién de los transcriptos de la EhRr o las
EhFDPs (Vicente y col., 2009). Sin embargo, en otro trabajo, Akbar y col. reportan una
fuerte induccion del nivel proteico de la EhPRX29 durante un estrés oxidativo (Akbar y
col., 2004). Esta discrepancia indicaria que existe una regulacién post-transcripcional,
por lo menos para el caso de esa peroxirredoxina. A la luz de este resultado se plante6
evaluar el comportamiento de los niveles proteicos de la EhRr, EANROR y la EAFDP1
durante distintos tipos de estreses.

La figura 4.1.27-A expone los resultados obtenidos cuando cultivos axénicos de
E. histolytica fueron sometidos a distintos tipos de condiciones experimentales. Al
utilizar el anticuerpo anti-EhPRX29, a modo de control, se pudo observar que
efectivamente los tratamientos provocaron estados estresantes. La EhPRX29 fue casi
indetectable en condiciones basales, pero se indujo fuertemente bajo distintas
situaciones, especialmente por la presencia de oxigeno. La condiciobn de estrés

térmico se emple6 porque, en diferentes organismos, dicho tratamiento genera un
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desbalance generalizado que provoca la activacién simultanea de varias vias de
respuesta (Weber y col., 2006; Santi-Rocca y col., 2012).

Para el caso de la EhFDP1, la enzima se detecté en condiciones basales, pero
se indujo bajo condiciones de estrés, aunque en menor medida que la EAPRX29. Este
resultado concuerda con lo informado por Vicente y otros que describen una induccién
de aproximadamente cinco veces en los niveles proteicos de la EhAFDP1 cuando los
trofozoitos son expuestos al O, (Vicente y col., 2012). También es interesante
remarcar que el nitroprusiato de sodio (SNP) logré inducir la expresion de la enzima,
reforzando la idea que la misma estaria involucrada en la detoxificacion de NO*, a
pesar de tener menor actividad frente a ese sustrato que hacia el O, (seccién 4.1.11).

En este aspecto, es de destacar que la abundancia relativa de la EhFDP1, ~0,15% de

las proteinas totales, (figura 4.1.27-C) podria compensar esa limitacién in vivo.

Con respecto a la EhRr se observa que la proteina se expresa al mismo nivel,
tanto en condiciones control como en presencia de O, o SNP. Contrario a lo esperado,
los niveles de esta peroxidasa disminuyen cuando las células son tratadas con H,O,,
asi como también durante un estrés generalizado a causa de un tratamiento térmico.
Dado que hasta el momento se conocen solo dos tipos de peroxidasas en el parasito
(EhRr y las peroxirredoxinas) y basandonos en los resultados aqui obtenidos, seria
razonable concluir que la EhRr es la encargada de detoxificar los peroxidos que se
generaran durante condiciones fisiolégicas normales, debido a pequenas cantidades
de oxigeno presentes en el medio. Por otro lado, las peroxirredoxinas adquiririan
relevancia bajo condiciones de estrés, como por ejemplo en la defensa contra la
respuesta inmune o durante la extravasaciéon del parasito. Un argumento adicional es

que la EhRr se inhibe a concentraciones altas de H,O, (seccién 4.1.8 y figura 4.1.13).

Finalmente, el tratamiento con 2 mM de H,O, parece inducir la activacion de vias
proteoliticas. De forma andloga a lo que ocurre en Giardia, este proceso podria estar
mediado por el proteosoma (Mastronicola y col., 2011). Este evento representaria, en
si, un posible método de defensa ya que los aminodacidos libres (aumentados) son mas
propensos a oxidarse que cuando estan formando parte de una proteina. De esta
forma, actian como secuestradores de las especies oxidantes antes que puedan

atacar otros blancos mas criticos (Droge, 2002).

La figura 4.1.27-B revela la expresion de la EANROR en condiciones normales
de cultivo. Esta proteina presentd inconvenientes en cuanto a su transferencia hacia

membranas de nitrocelulosa, ya sea utilizando extractos del parasito o la proteina
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recombinante purificada. Por este motivo, los ensayos de estrés no presentaron
resultados reproducibles y se omiten de este analisis.
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Figura 4.1.27: Deteccion de la expresion proteica mediante “western blot” en extractos totales de E.
histolytica. A) Expresion de la EnPRX29, EnRr y EnFDP1 bajo condiciones normales de cultivo y frente a
distintos estreses (dos horas de cada tratamiento). Siembra 80 ug. B) Deteccion de la expresion de la
EhNROR en extractos totales (80 ug). C) Cuantificacion de los niveles de expresion de la EnFDP1 en
condiciones normales de cultivo.

4.1.17. Estudio de localizacion subcelular.

Habiendo comprobado la especificidad de los anticuerpos policlonales
producidos, se procedio a realizar ensayos de localizacion celular. En la figura 4.1.28
se aprecia que la EhNNROR y la EhRr colocalizan en pequefas vesiculas distribuidas a
lo largo de toda la célula. Reportes previos habian indicado que la EhRr es una
proteina mitosomal (Dolezal y col., 2010; Maralikova y col., 2010) y a la luz de los
resultados aqui expuestos se pude afirmar que la EANROR comparte ese estatus.
Finalmente, habiendo demostrado la capacidad de interaccionar funcionalmente in
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vitro y la cohabitacion espacial dentro del parasito de ambas proteinas, se podria
concluir que la EANROR seria el reductor fisiologico de la peroxidasa, dentro del

mitosoma.

Visible DAPI

a-EANROR (FITC) a.-EhRr (TRITC) Fusién

Figura 4.1.28: Microscopia confocal de trofozoitos de E. histolytica. Las células acondicionadas fueron
tratadas con los anticuerpos primarios anti-EhRr (raton) y anti-EhNROR (conejo). Luego fueron marcadas
con dos anticuerpos secundarios conjugados a fluordforos, anti-IgG de raton-TRITC (rojo) y anti-lgG de
conejo-FITC (verde). Los nucleos fueron tefiidos con DAPI (azul).

En segundo lugar, la EAFDP1 exhibié una localizacion citoplasmatica, resultado
que concuerda con datos informados previamente (Vicente y col., 2012). También hay
que remarcar que la enzima aparenta acumularse preferentemente de forma
adyacente a la membrana plasmatica (figura 4.1.29). Esta ubicacién ha sido reportada
para otras enzimas involucradas en la detoxificaciéon de EROs vy podria representar
una ventaja ya que la colocaria de forma estratégica, a modo de barrera, frente al O,
que ingresa por difusion pasiva a la célula (Choi y col., 2005; Arias y col., 2008; Biller y
col., 2014; lyer y col., 2014). Las ferredoxinas amebianas fueron descriptas como
proteinas citoplasmaticas (Mai y col., 1999; Ghosh y col., 2000), es por esto que
probablemente se comporten como los reductores fisiolégicos de la EhFDP1. Dicha

funcién pudo demostrarse in vitro en este trabajo.
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Visible DAPI

10 im

o-EREDP1 (FITC) a-EARr (TRITC)  Fusion

Figura 4.1.29: Microscopia confocal de un trofozoito de E. histolytica. Las células acondicionadas fueron
tratadas con los anticuerpos primarios anti-EhRr (ratén) y anti-EhFDP1 (conejo). Luego fueron marcadas
con dos anticuerpos secundarios conjugados a fluoréforos, anti-IgG de raton-TRITC (rojo) y anti-lgG de
conejo-FITC (verde). No se aprecia colocalizacion de ambas proteinas. Los nucleos fueron tefidos con
DAPI (azul).

4.1.18. Discusion

Se han encontrado en E. histolytica diversos genes adquiridos por eventos de
transferencia horizontal desde procariotas. Estos procesos se vieron favorecidos
porque el parasito cohabita el mismo nicho ecoldgico que los organismos donantes,
bacterias de géneros tales como Clostridium'y Bacteroides, habituales habitantes de la
flora colonica. Muchas de las proteinas transferidas estdn implicadas en rutas del
metabolismo central y reemplazaron funcionalmente a las encontradas en organismos
eucariéticos clasicos. Esta generalizacion puede aplicarse a varias de las enzimas de
la via glicolitica (Alsmark y col., 2009). Otro conjunto de enzimas, emparentadas con
las participes en las vias de defensa antioxidativa de procariotas anaerobios, han sido
identificadas en el genoma de E. histolytica. Andlisis filogenéticos previos asumen que
dichos genes se incorporaron por THG. Entre ellos se encuentran los codificantes para
la EhRr, la EAFDP1 y la EANROR (Nixon y col., 2002; Loftus y col., 2005; Putz y col.,
2005; Andersson y col., 2006). Estas enzimas, tipicamente, forman parte de cadenas

de transporte electronicas y necesitan de proteinas accesorias para desarrollar su
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actividad. El hecho de que estos genes se hayan incorporado y mantenido, sugiere
que su presencia deberia de conferirle algun tipo de beneficio al parasito. Sin
embargo, al momento, se desconocia si estas enzimas eran funcionales,
principalmente por carecer de informacion sobre la naturaleza de sus compaferos

redox, los cuales aparentemente no se han incorporado junto con ellos al genoma.

4.1.18.1. La EhNROR y la EhRr constituyen un sistema eficaz de
detoxificacion de H>O, dentro del mitosoma.

Los trofozoitos de E. histolytica cultivados axénicamente no solo “respiran” sino
que tienen una alta afinidad por el O,, comparable a la de organismos aerobios
(Weinbach y Diamond, 1974). Esta respiracion no tiene fines energéticos y se ha
postulado que podria ser una forma de detoxificacion de O, o de regeneraciéon de
cofactores oxidados, reducidos durante la glicélisis (Reeves, 1984). En G. lamblia el
consumo de O, se asoci6 a la accién de una NADH oxidasa citoplasmatica (Brown y
col., 1996; Brown y col., 1998). Datos bibliograficos reportan que E. histolytica posee
una enzima homéloga a la de Giardia (Nixon y col., 2002; Muller y col., 2012) y por
este motivo se planted realizar la caracterizacion bioquimica de la misma, con el fin de

determinar si efectivamente dicha enzima cumple un rol similar en las amebas.

Mediante la obtencién de la enzima recombinante, EANROR, se comprobd que
la misma presenta actividad oxidasa, pero a diferencia de la enzima de Giardia, su
producto de reaccion es H,O, y no H,O. Aln mas, durante su ciclo de catalisis la
enzima aparenta ser permeable a la pérdida de moléculas de O,. La producciéon de
estos metabolitos téxicos, especialmente para una célula anaerobia, hacen pensar que
la reduccidén de oxigeno dificilmente sea la funcidén bioldgica de la EANROR. A esa
linea de pensamiento se suma el hecho de que la actividad oxidasa podria estar
fuertemente inhibida in vivo, a causa de una inusual capacidad de la coenzima

oxidada, especialmente NAD", de actuar como un inhibidor no competitivo fuerte.

El andlisis de la secuencia primaria permiti6 colocar a la EANROR como un
miembro de la familia FADPNR. Para intentar determinar la funcién bioldgica de la
enzima se ensayaron varias actividades caracteristicas de proteinas pertenecientes a
dicha superfamilia. Se comprobé que la enzima posee actividad nitrorreductasa,
ferrireductasa y en menor medida, S-nitrosotiol reductasa y disulfuro reductasa. Sin
embargo, el comportamiento mas significativo fue su capacidad de actuar, de manera
muy eficiente, como rubredoxina reductasa. Este comportamiento no fue del todo

inesperado ya que una busqueda de homdlogos identifico varias de estas enzimas
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entre las asignaciones con mejor puntaje. Resta agregar que la actividad rubredoxina
reductasa de la EANROR no se vio afectada por la presencia de las coenzimas
oxidadas, al contrario de lo observado para la actividad oxidasa.

El hecho de que E. histolytica carezca de rubredoxinas y de que la EANROR no
sea capaz de reducir otras redoxinas homologas (ferredoxinas y tiorredoxinas) plante6
el interrogante sobre cudl era su sustrato fisiol6gico. Finalmente, se pudo demostrar
qgue la enzima es capaz de ceder equivalentes de reduccion a las proteinas efectoras
de forma directa. Habiendo identificado su funcién, restaba conocer su localizacion
subcelular. Ensayos de inmunolocalizacién determinaron que la EANROR es una

proteina mitosomal.

Por largo tiempo se pensd que E. histolytica representaba a uno de los
descendientes de la primera célula eucariota, aquella que existié previo al evento de
endosimbiosis de una a-proteobacteria que dio origen a la mitocondria (Cavalier-Smith,
1991). Sin embargo, en 1995 se encontrd en el parasito una proteina homaéloga a una
chaperona mitocondrial, dando la primera evidencia, entre muchas otras que le
siguieron, que este organismo en realidad sufrio la pérdida secundaria de dicha
organela (Clark y Roger, 1995). Posteriormente pudieron identificarse pequefas
estructuras vesiculares y se comprobd que las mismas representan remanentes
mitocondriales que se originaron debido a un proceso degenerativo, como
consecuencia de la adaptacion a un estilo de vida anaerobio (Mai y col., 1999; Aguilera
y col., 2008). La razén por la que la célula todavia conserva dichas estructuras es
desconocida (por lo menos en Entamoeba). En T. vaginalis, estos remanentes se
conocen como hidrogenosomas y estan involucrados en la obtencion de energia, una
funcién que aparentemente evolucioné por modificacién de una mitocondria original,
derivada de un endosimbionte bacteriano anaerobio facultativo (Makiuchi y Nozaki,
2014). Sin embargo, tanto en Giardia como en Entamoeba, los mitosomas no cumplen
funciones energéticas y su funcion no se ha demostrado de forma concluyente. Entre
los proteomas mitosomales descriptos, el de E. histolytica es el mas simplificado y la
Unica via metabdlica confirmada que tiene lugar dentro de los mismos es la activacién
del sulfato para la posterior produccion de lipidos sulfatados (en el citoplasma) (Mi-ichi
y col., 2009; Mi-ichi y col., 2011). Existe controversia acerca de si estas organelas
contienen, o no, una via de sintesis de centros de hierro-azufre. De todas formas se
comprobd que las enzimas involucradas en ese proceso también estan presentes en el

citoplasma (Ali y Nozaki, 2013).

En los hidrogenosomas de T. vaginales se identific6 una amplia gama de
proteinas con capacidad de detoxificar especies reactivas: SOD, Rr, FDP,
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peroxirredoxina, tiorredoxina, tiorredoxina reductasa, OsmC (hidroperoxidasa) y HCP
(hibrid cluster protein). Se cree que su presencia en dicha organela tiene como funcion
proteger enzimas claves del metabolismo energético, tales como la PFOR o las
hidrogenasas (Mentel y col., 2008; Schneider y col., 2012). Ambas enzimas cuentan

con centros de hierro-azufre importantes para su actividad.

Dentro de los mitosomas de E. histolytica la proteccién hacia peréxidos se le
atribuye a la EhRr (Maralikova y col., 2010), pero hasta el momento no se contaba con
una caracterizacion cinética detallada de la enzima, ni tampoco se conocia cual era su
reductor fisiolégico. En este trabajo se pudo comprobar que la EhRr tiene capacidad
de reducir H,O, de forma eficiente y que aparenta tener una expresién constitutiva en
condiciones normales de cultivo. Los niveles proteicos de la enzima disminuyen
cuando la célula es tratada con concentraciones moderadas de H,O, exdgeno, por lo
que su funcién principal seria eliminar perdxidos originados por la acciéon espuria de
flavoenzimas sobre cantidades traza de O, presente en el medio. A diferencia de lo
que ocurre en procariotas anaerobios, E. histolytica carece de rubredoxinas, el dador
por defecto de electrones hacia la Rr en esos organismos.

Los ensayos aqui detallados revelan que la EANROR puede reducir
eficientemente a la EhRr, obviando la necesidad de contar de una proteina accesoria.
Es notoria la alta afinidad que posee la EANROR hacia la reduccion de la EhARr (Km =
0,45 uM). En comparacion, el Km para la reduccién de la Rr de P. furiosus por parte de
la rubredoxina de la misma fuente es de “solo” 70 uM (Weinberg y col., 2004). Si bien
este hecho es llamativo, no es del todo inusual. En C. acetobutylicum la NROR es
capaz de transferir electrones directamente a las distintas isoformas de Rr, si bien este
hecho es poco resaltado porque dicha bacteria posee una rubredoxina. Sin embargo,
es interesante observar que la presencia de dicha redoxina solo incrementa la
eficiencia de la transferencia electronica en 1,5 veces (Riebe y col., 2009). Esta
capacidad podria conservarse en la EANROR por haber sido adquirida por THG,
probablemente desde una bacteria del género Clostridium.

Los mecanismos de importacion de proteinas al mitosoma permanecen
desconocidos, por lo pronto tanto la EhARr como la EANROR carecen de posibles
péptidos senales. Es interesante observar que la Rr de T. vaginalis, para la cual se ha
demostrado su localizacion hidrogenosomal, tampoco posee una presecuencia (Putz y
col., 2005).

Si bien se demostrd la colocalizacion de la EhRr y la EANROR dentro del

mitosoma, resta determinar si la organela tiene capacidad de incorporar NAD(P)H. De
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esta forma se contaria con todos los componentes necesarios para llevar a cabo la
reduccion de H,O,. La membrana interna mitocondrial es impermeable a estas
coenzimas por lo que utiliza transportadores de la familia MCF (Todisco y col., 2006).
Se han descripto dos de estos transportadores en la membrana mitosomal, uno de los
cuales incorpora ATP (Chan y col., 2005) y el otro exporta P; (Dolezal y col., 2010),
ambos necesarios para el proceso de activacion del sulfato. Sin embargo, no se ha
comprobado experimentalmente si alguno de estos transportadores también puede
incorporar NAD(P)H. Al indagar entre las posibles proteinas mitosomales reportadas
(Mi-ichi y col., 2009), no encontramos otras enzimas candidatas a utilizar NAD(P)H.
Claro esta que de las 95 proteinas identificadas, solo 31 tienen una funcién asignada.
Un trabajo previo, sobre el que existe cierta controversia, informa la presencia en el
mitosoma de la maquinaria de ensamblaje de centros de hierro azufre (Maralikova y
col., 2010). Es sabido que dicho proceso también es NADH dependiente (Muhlenhoff y
col., 2002).

En resumen, se ha demostrado la existencia de una posible via de detoxificacion
de H,O, en los mitosomas. Al momento es la segunda asignacion funcional para dicha
organela. Resta conocer si existen en el mitosoma otras vias celulares especialmente
sensibles a EROs (o que las produzcan) que justifiquen esta compartimentalizacion.
Por dltimo, dado que en condiciones normales la EhRr se expresa en mayor
abundancia que las peroxirredoxinas, seria interesante evaluar el peso relativo de esta

enzima en la capacidad total de detoxificacion de H.O, de la célula.

4.1.18.2. Las ferredoxinas son reoxidadas, por accion directa de las

FDPs, durante el proceso de “respiracion”.

Las Fds juegan un papel central en el metabolismo energético de E. histolytica
ya que actlian como aceptores electronicos durante el paso de descarboxilacion
oxidativa del piruvato a acetil-CoA (Reeves, 1984). En ese punto, trabajos previos,
informan que el parasito puede adoptar dos escenarios metabdlicos distintos (“aerobio”
0 anaerobio), siendo la tensién parcial de oxigeno la que determina la adopcién de uno

u otro camino (Montalvo y col., 1971).

Los productos finales del metabolismo anaerobio son CO, y etanol. El piruvato
producido en la glicélisis es convertido en acetil-CoA y CO, por la EhPFOR, en este
paso se liberan electrones que son aceptados por las Fds, reduciéndolas. Luego, el
acetil-CoA es convertido a tiohemiacetal y queda unido a la enzima, siendo

posteriormente reducido a etanol. Estos Ultimos dos pasos son catalizados por una
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aldehido-alcohol  deshidrogenasa  bifuncional NAD® dependiente  (ADH2).
Alternativamente, parte del tiohemiacetal puede hidrolizarse de forma no enzimatica
generando acetaldehido libre, que luego es reducido por una alcohol deshidrogenasa
NADP* dependiente (ADH1). Tanto la ADH2 como la ADH1 reoxidan el NAD(P)H
generado durante la glicélisis. Para que todo el proceso llegue a equilibrio redox, los
electrones tomados por las Fds deben ser transferidos para que las mismas puedan
ser reutilizadas. En los organismos que poseen hidrogenosomas, las Fds son
reoxidadas mediante la produccién de H,. En este proceso, los electrones son cedidos
a las hidrogenasas que, a su vez, reducen H" generando hidrégeno molecular. E.
histolytica no posee hidrogenosomas y tampoco produce H, cuando es cultivada
axénicamente. Por esto, el proceso mediante el cual las Fds son reoxidadas constituia
una incognita (Reeves, 1984). En un trabajo publicado recientemente se caracterizé
una enzima (EANO) que puede funcionar como ferredoxina:NADP™* reductasa (Jeelani
y col.,, 2010). La existencia de este paso resuelve el problema ya que durante el
proceso de catdlisis se reoxidan las Fds y se genera NADPH, que finalmente es
utilizado por la alcohol dehidrogenasa antes mencionada. Con la suma de todas estas

reacciones se alcanzaria el equilibrio redox en un escenario anaerobio (figura 4.1.30).
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Figura 4.1.30: Reacciones metabdlicas propuestas en ausencia de O.. PFOR (piruvato:ferredoxina
oxidorreductasa), Fdoxi y Fdreq (formas oxidadas y reducidas de ferredoxina), ENNO (ferredoxina:NADP*
oxidorreductasa), ADH1(alcohol deshidrogenasa NADP® dependiente), ADHZ2 (aldehido-alcohol
deshidrogenasa NAD" dependiente), PNT (transhidrogenasa de nucledtidos de piridina).

Bajo condiciones “aerobias” los productos de excrecion se modifican. Se produce
CO,, menor cantidad de etanol y comienza a eliminarse acetato (Reeves, 1984). Se
pudo comprobar que bajo estas condiciones la célula metaboliza O, y que su taza de
desaparicion es similar a la aparicion de acetato, en base molar (Reeves y col., 1977).
Con esos resultados se aprecia claramente que la particién de los equivalentes de
reduccion se redistribuye y que parte de los mismos son drenados hacia la reduccién
de O.. Debido a este evento, existe menor capacidad reductora disponible y por ende
la célula comienza a excretar metabolitos finales mas oxidados (acetato) con el fin de
mantener la neutralidad redox. En este nuevo escenario, la ruta por la cual los
equivalentes de reduccion son transferidos hacia el O,, sin provocar la aparicion de
especies toxicas, era desconocida.
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De acuerdo a los resultados obtenidos para la ENNROR, fue posible descartar a
esta enzima como candidata a representar a la oxidasa terminal de E. histolytica. En
este punto se comenz6 con el estudio funcional de la isoforma mas abundante de FDP
del parasito (EhFDP1). Se comprobéd que la enzima tiene actividad O, reductasa y que
llamativamente tiene preferencia por utilizar Fds como sustratos reductores en lugar de
rubredoxinas. Este aspecto es relevante ya que E. histolytica carece de rubredoxinas y
este comportamiento podria representar una adaptacién de la enzima al contexto
metabdlico del parasito. La EAFDP1 aparenta incrementar sus niveles proteicos ante la
presencia de O,. Finalmente, se comprobdé que la enzima tiene localizacién
citoplasmatica, lo que es coherente con la propuesta de que las Fds son sus dadores
de electrones fisiologicos. En ese aspecto vale recordar que el consenso general
asigna a las rubredoxinas la funcion de ceder electrones a las FDPs. Sin embargo, en
P. furiosus, donde la PfFDP es responsable del consumo de O,, se observd que una
cepa mutante en la rubredoxina mantiene inalterada su capacidad de metabolizar el
gas (Thorgersen y col., 2012). Los autores de este trabajo sugieren que debe existir
otra molécula, probablemente una Fd, que es capaz de suplir la funcion de la redoxina
faltante. El conjunto de todos los resultados obtenidos, sumado a los antecedentes
bibliograficos, permiten especular que estos tipos de sistemas de transferencia
electrénica, caracteristicos de organismos anaerobios, no se comportan de forma
lineal y que evidentemente existe una marcada plasticidad y redundancia en los

mismos.

En conclusion, los resultados obtenidos podrian dar respuesta a dos de los
interrogantes iniciales en relacién al metabolismo “aerobio” de E. histolytica. En primer
lugar, el consumo de O, observado seria consecuencia de la accion de las FDPs, que
se conectarian al metabolismo central utilizando los equivalentes de reduccién cedidos
por las Fds. Y en segundo lugar, debido a esta transferencia electrénica, dichas
redoxinas se reoxidarian estando disponibles nuevamente para aceptar los electrones
provenientes de la oxidacion del piruvato y evitando de esta forma el cese del flujo
glicolitico. En este contexto, la reaccion catalizada por la EANO se torna dispensable
(figura 4.1.31).

La relacién de los parasitos anaerobios con el O, no deja de ser compleja y
enigmatica. No caben dudas que concentraciones atmosféricas del mismo les son
téxicas, sin embargo, niveles menores les podrian ser ventajosos. Se ha demostrado
fehacientemente que T. vaginalis crece mejor en cultivo en presencia de niveles traza
de O, (Paget y Lloyd, 1990). Con respecto a E. histolytica, no se encontraron datos
bibliograficos en donde se hayan disefados experimentos orientados a evaluar esa
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posibilidad, sin embargo, existen algunos reportes preliminares que parecen indicar un
comportamiento similar (Cedeno y Krogstad, 1983). Al respecto, podemos observar en
la figura 4.1.31 que en presencia de O, parte del acetil-CoA es convertido a acetato
por una acetil-CoA sintetasa (AcCoAS). Esto sucede porque la condicidon aerobia
genera un déficit de equivalentes de reduccién que impide la transformacion del acetil-
CoA a etanol. Gracias a la reaccion catalizada por la AcCoAS se regenera el pool de
CoA necesario para continuar con la glicélisis. Sin embargo, es de notar que en este
proceso se sintetiza una molécula adicional de ATP. Desde un punto de vista
energético este seria el escenario favorecido y quizas represente mas fidedignamente
la condicién de crecimiento en el nicho natural de los parasitos, ya que el colon o la

vagina, en caso de T. vaginalis, ciertamente no son entornos estrictamente andxicos.
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Figura 4.1.31: Reacciones metabdlicas propuestas en presencia de O». PFOR (piruvato:ferredoxina
oxidorreductasa), Fdoxi y Fded (formas oxidadas y reducidas de ferredoxina), ADH1(alcohol
deshidrogenasa NADP* dependiente), ADH2 (aldehido-alcohol deshidrogenasa NAD" dependiente), FDP
(proteina flavodiférrica), AcCoAS (acetil-CoA sintasa), Rroxi y Rrea (formas oxidadas y reducidas de
rubreritrina), NROR (rubredoxina reductasa), Prx (peroxirredoxina).
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4.1.18.3. Las EnFDPs y las ferredoxinas podrian contribuir a la defensa

contra especies reactivas del nitrogeno en el parasito.

Estudios in vitro e in vivo demostraron que el NO*, liberado por los macréfagos
activados, desempena un papel critico en la eliminacion de trofozoitos de E. histolytica
(Lin y Chadee, 1992; Lin y col., 1994; Ramos y col., 2007). La capacidad de establecer
infecciones denota que el parasito debe contar con defensas contra especies reactivas
del nitrégeno. En comparacion con los conocimientos que se han acumulado sobre los
mecanismos moleculares que posee E. histolytica para lidiar contra las EROs, poco se
sabe acerca de las posibles macromoléculas involucradas en la defensa contra el
estrés nitrosativo. Se han realizado estudios transcriptémicos y se han identificado
algunos genes que modulan su expresion bajo condiciones de estrés nitrosativo, pero
hasta el momento no se conocen exactamente como ejercen su funciéon defensiva, si

es que poseen alguna (Vicente y col., 2009; Santi-Rocca y col., 2012).

Los unicas enzimas candidatas, presentes en el genoma de E. histolytica, que
podrian actuar detoxificando NO® son las FDPs (Loftus y col., 2005). Los resultados
antes presentados parecen corroborar esa asignacion. Por un lado, la EhFDP1
presenta actividad NO* reductasa y ademas incrementa sus niveles en presencia de
NO*. Sin embargo, su actividad NO® reductasa es sensiblemente inferior a la O,
reductasa y ademas su desempefio esta lejos de los valores informados para otras
enzimas de ese tipo. Una posible forma de sobrellevar ese inconveniente seria contar
con una gran cantidad de proteina, de forma tal que la actividad enzimatica total dentro
de la célula sea la adecuada. Al respecto, se pudo comprobar que la EhFDP1 se
expresa abundantemente en condiciones normales ya que representa
aproximadamente el 0,15% de las proteinas totales del parasito, cantidad que se
incrementa en condiciones de estrés. En este punto sin embargo surge otro
interrogante. Las EhFds que posiblemente sean los compafieros redox de las EhFDPs,
son inactivadas por accion del NO*. Cabe aclarar que en condiciones biolégicas el
destino de la via dependera de las concentraciones relativas de cada uno de los
actores puestos en juego. A pesar de su potencialidad tedrica, teniendo en cuenta lo
planteado, por el momento no se puede afirmar terminantemente que las EAFDPs
jueguen un papel central en la capacidad de detoxificacion de NO® del parasito,

necesitandose realizar ensayos complementarios.

Otra alternativa factible es que existan caminos de detoxificacién de NO® aun
desconocidos. Por ejemplo, en E. coli se han eliminado en una misma cepa todas las
NO® reductasas conocidas, y la bacteria aun conserva al menos un 50% de su
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actividad NO* reductasa total (Vine y Cole, 2011). Una hip6tesis que se maneja es que
exista una posible via alternativa de detoxificacion que proceda en dos etapas. En una
primera instancia se produce “dafio” sobre las macromoléculas y luego la célula es
capaz de reparar las mismas. Los centros de Fe-S, y sus vias de reparacion, son los
candidatos mas probables. Se ha comprobado que para eliminar los DNICs de los
centros de Fe-S “danados” solo se requiere la presencia de cisteina y una desulfurasa
(figura 4.1.32) (Yang y col., 2002). De esta forma, este mecanismo de reparacién no
requiere la sintesis de novo de todo el centro, lo que es energéticamente mas
demandante (Muhlenhoff y col., 2002). El resultado global de este proceso seria un
aparente consumo de NO° por parte de la célula y podria representar la capacidad

“fantasma” todavia no atribuia a ninguna enzima en particular.

2) Cisteina
+
Cisteina Desulfurasa

Figura 4.1.32: Mecanismo propuesto para la reparacion de centros de Fe-S dafiados por accion del NO".
Modificado de (Fitzpatrick y col., 2014)

Es interesante observar que cuando E. histolytica es tratada con NO® se produce
la induccion de la enzima cisteina sintasa y de la NifS (una desulfurasa) lo que podria
dar un indicio que se estd activando la via antes comentada (Santi-Rocca y col., 2012).
En este contexto, se podria repensar el rol de las EhFds como un “buffer” de NO".
Estas proteinas de Fe-S, que representan el 20% de todos los centros de ese tipo en
la célula (Reeves y col., 1980), podrian estar drenando el NO* para formar DNICs y
luego actuar de sustrato de la via de reparacion, evitando de esta manera que se

afecten otras moléculas menos abundantes y por ende, mas esenciales.
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4.2. CAPITULO 2: Trypanosoma cruzi

4.2.1. Antecedentes y analisis de la secuencia primaria de las fRMsr.

Es relativamente escaso el conocimiento acumulado con respecto a los sistemas
de reparacion de metioninas oxidadas en tripanosomatidos. En un trabajo previo
realizado en nuestro grupo (Arias y col., 2011) se estudiaron las propiedades cinéticas
y funcionales de las metioninas sulféxido reductasas tipo A de T. bruceiy T. cruzi. Por
otro lado, Sansom y colaboradores (Sansom y col., 2013) hicieron lo propio con la
MsrA de Leishmania major, determinando que la enzima participa en la defensa contra
el estrés oxidativo y que es necesaria para la eficiente multiplicacién del parasito
dentro de los macréfagos infectados. Actualmente en el proyecto genoma de T. cruzi
(y otros tripanosomatidos) solo se encuentran anotadas las MsrA. Mediante
busquedas informaticas se encontraron dos marcos abiertos de lectura, anotados
como proteinas hipotéticas, que posiblemente representen las MSR restantes (MsrB y
fRMsr). Con el presente trabajo se busco completar el estudio de este sistema

enzimatico, caracterizando funcionalmente la fRMsr de T. cruzi.

En el afio 2007, Lin y colaboradores identificaron por primera vez, en E. coli, una
enzima que actuaba como reductasa, de forma especifica, para el isébmero R de la
metionina sulféxido no peptidica. En ese trabajo se realiz6 la descripcion funcional de
la proteina y se determiné su estructura terciaria, la cual consiste en un plegamiento
tipo GAF (Lin y col., 2007). Los plegamientos GAF estan presentes en enzimas como
fosfodiesterasas, adenil ciclasas, quinasas, etc. y tienen la capacidad de unir diversas
moléculas, como por ejemplo nucleédtidos. La captacion de estos ligandos produce
cambios estructurales que modulan la funciéon de los dominios a los cuales los GAFs
estan asociados. El estudio de la fRMsr de E. coli fue la primera descripcion de un
dominio GAF que existe de manera independiente y que ademas presenta actividad
enzimatica por si mismo (Lin y col., 2007). Luego de ese reporte se estudiaron las
fRMsr de Saccharomyces cerevisiae (Le y col., 2009), Staphylococcus aureus (Bong y
col., 2010), Neisseria meningitidis (Gruez y col., 2010) y Thermoplasma acidophilum
(Kim y col., 2014). Todas estas enzimas mantuvieron una estructura tridimensional
muy conservada, constituida por el dominio GAF caracteristico. Se propuso una
clasificacién dual para las fRMsr segun se encuentren presentes 3 (tipo 1) o 2 (tipo 2)
cisteinas en su sitio activo. Salvo la enzima de T. acidophilum, todas las fRMsr
estudiadas al momento son de tipo 1 (Le y col., 2009).
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El proyecto genoma de T. cruzi se realiz6 utilizando la cepa hibrida CL-Brener,
por lo que existen dos copias alélicas para la mayoria de los genes del parasito. Los
genes codificantes para las TcfRMsr se encuentran en los cromosomas 22 (Py S) y
presentan 10 cambios puntuales en sus secuencias primarias. La identidad de
secuencia entre ambos alelos es de 98,2%. Cuando se los compara con sus
homologos en otros tripanosomatidos la identidad de secuencia ronda en torno al 42%.
El analisis de los dominios presentes en las TcfRMsr permite observar la presencia de
un dominio GAF hacia el extremo N-terminal y un dominio tipo TIP41 hacia la zona C-
terminal de estas proteinas. Esta organizacion de dominios esta conservada entre sus
ortélogos en otros tripanosomatidos (figura 4.2.1), no asi en otros microorganismos

eucariotas, donde el dominio accesorio TIP41 constituye una proteina individual.

[

TcfRMsrP (1) MHADNESVIPPCG--SKRELYERLEAVVREFVELBSSMOTPHENIMIGLS
TcfRMsrS (1) MHADNESVIPPCG--SKRELYERLEAVVREFVEPBSSMLTPHFNIMIGLS
ThbfRMsr (1) MTESVGASTPTGEGRSDKVTFYSRLVKEVQGEVEFBSKRLAPARNABINLS
LmfRMsr (1) -MTLEEEPAPTFS--SKRELYDWLVKOVEREVHDMSKRFTPOANIMIGLS
(1)

CEfRMsr -MVHEPVAAPVFE--EKKAMY DWLERQTTYBVEDMSKRFEPOANEMIGLS

Dominio GAF *
TcfRMsrP (49) NVEALLFYELNREANTNAMLSDEPENWHGEYLEQSPORLVLGPFQGRPAC
TcfRMsrS (49) NVSALLFYELNREANBNAMLSDEPENWHGEYLEQEPORLVLGPFQGRPAC
ThbfRMsr  (51) NVBASEFYGLNRHENBEAMLOSPBUNWHGEFYLMHGPEELELGPFQGRPAC
LmfRMsr  (48) NTEABCFYELNRECNPEAALEKERUNWFGFYLFOEPGELELGPFQGRPAC
CEfRMsr (48) NEAALCFYELNRESNBGAPLEQEKVNWEGEYLEQBPGELELGPFQGRPAC

* *
TcfRMsrP  (99) IEMAMGRGVCGTAAQKGETLEVPDVHAFPGHIACDSLSNSEIVVPIREAK
TcfRMsrS (99) IENMAMGRGVCGTAAQKGETLEVPDVHAFPGHIACDSLSNSEIVVPIKEAK
ThbfRMsr (101) TEIRMGRGVCGTAAQOBKTLVVSDVHEFPGHIACDSASNSEIVVPIKSAA
LmfRMsr (98) EEIRMGCEGVCGIVAESGESNMVVOSVHEFPGHIACDSASKSETAVPHLIEN
CEffRMsr (98) EEIRMGRGVCGIVAESGESLVVANVHBFPGHIACDSASESENVEPILIEN
1

TcfRMsrP 149) GHVVGVEDVDSTOREEFDAEDAOGLONEATVESONEEFPMACTEARNPLL
TcfRMsrS (149) GHVVGVEDVDSTOREEFFDAEDAQGLONEATVLSONLEFPMACTEARNPLL

(149)
(149)
ThbfRMsr (151) GEVVGEIDVDSTQLNEFDBVDAQGLOENAEENARAVDE SHrHorCcTEMPL
(148)
(148)

LmfRMsr (148) GSVVBVIDVDSTELGHFSEEDREGLERMAAVIEOHLBFPMARATAVNPAL
CffRMsr (148) GSVVGVIDVDSTVANHFTEEDKAGLERMAAVEVQHLEFPMARATAVNPAL
TcfRMsrP (199) ANABSIPSHNEAPFELAGKDEPKVPEVEER-----------—-———-———-
TcfRMsrS (199) ANABSILPSHNEAPFELAGKDEPKVPEVEER-----------—-——————-
TbfRMsr (201) BGTG--PSAPEKPTANVGAGSETQPSVILPSNDGTDKNIKDKVCLTGSAVA
LmfRMsr (198) @LPG----——-—-------————- Y§AErG----—-—--------"-"-"--"-—-
CffRMsr (198) @LPG----——-—-------————- Y§ALAG----—-—---—----------—-
TcfRMsrP (229) ----BESKAKEGAFPPFSETKMTAFVETRAPETTPAKABTENGEGASKOOR
TcfRMsrS (229) ----VGSKAKGAFPPFSATKMAAFVITRAPETTPATABTEVGEGASTOOR

(229)
(229)
TbfRMsr (249) ALCASELAARKAVTLBPSCKLSAATEMPLENHAVOBOREASEEEGRPLVOA
(208)
(208)

LmfRMsr (208) ----BEKALOPHG-DAEEVPQATPVTITTTTPATVEANMTREPFFRVEVKQ
CEfRMsr (208) ----BEKALQEPA-QREAEEDTTAAATAPAABAPPTTITHMTHEPYFRIEARL
TcfRMsrP (275) S-ORETHRVGGHWBEFEVTELISRINTOEELLHYEEALGHSATPETPFAENTE
TcfRMsrS (275) S-ORETHRVEGWBFEVIELSRIETOEELLHYEEALGUSATPEIPFAENTE

LmfRMsr P-DVTEKCUGGWOFERTNEDRIMTOBE TROLOBSLETSALPETAFQGKTE

(275)
(275)
ThbfRMsr (299) SPRRWSVDESGWEFEGTBrERILTOEELROYEEELGIGEEPERQOFPENTE
(253)
CEfRMsr (253) P-DTTAKCVWGGWOFKTTTEDRIMTOEEERKMEOALBISErPEIAFRSNTE
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TcfRMsrS
TbfRMsr
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TcfRMsrP
TcfRMsrS
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TcfRMsrP
TcfRMsrS
TbfRMsr
LmfRMsr
CffRMsr

TcfRMsrP
TcfRMsrS
TbfRMsr
LmfRMsr
CffRMsr

TcfRMsrP
TcfRMsrS
TbfRMsr
LmfRMsr
CffRMsr

[
RIAPAER-BEDVALNKFSLLEMLRSAAAEYRTDRYCRETEPOLOI PVEDEW
RIAPAER-BDAALNKFSLLEMLRSAAAEYRTDRYCRETEPOLOI PVEDEW
HITPVBRHEKVPLLSFSLKPLLRAAARY YRTESYREETN POL VI PVSEEW
SMSPESD-REHBWEHFSYEADMCSAAEYYOTEEBRTLVNPQLRI PVSAGH
ATAPEBE-RDNPWELFDMEGEERSAABY Y HTDEYRNVVAPQLS I PVSEGW
Dominio tipo-TIP41

(373) KESPYATVDAKVDWAWRNNEEGVNEWRCKLRPLEP- --BMPGHNWELLKD
(373) KRSPYATVDAKVDWAWRNNEEGVNEWRCKLRPLEP---BMPGRENWELLKD
(399) KREPYAVFDARVDWAWRNDEEGEDKSSETLRPEEP - - -EMPGENWBELRD
(351) ESFHEEKYDPKVDWAWRNNECGEVPDRGRLVERPRDAADAPGENWBELKD
(351) LTEE¥AKHDPNVDWAWRNNESGVCADRVRLVEBRP---ADTPGENWNELKD

420) @TLPIMFrFENFDEFrEDDLEDHGEVKSSVRERVMSLAFFILERHFVRVDGY

420) @TLPINFrFENFDEFrEDDLHDHGEVKSSVRERVMSLAFFILERHEFVRVDGY

(420)
(420)
(446) RELPIEFFHENFDMEEDDLHDHGEVKSSVRIRAMPEAFFILHRHFEREDHY
(401)
(398)

401) TBLLIEFEGDFDMMEDDLRDHGHVTSSVRERVMSBAFFRLERHFVRVDNE

398) NTLBIFFEGSFDEMEDDLEDHGHM I SSVRERVMEBAFFBLERHFVRVDNE
]

470) REWMREVREFHEESVER-PDGOPHIVVREEVRELDIABGEE---ERNYDP

470) RNMWMREVREFHEESVER-PDGOPHIVVREEVRELDIABGEK---ERNYDP

(470)
(470)
(496) RIWERBVREFHOEEVRR-ENGEPHIVVREEVREEDINNDVQ---WSEKDS
(451)
(448)

451) EIWMREVREFHEEGKTRTBSGVPHIVFLEQERHNRIAEPVEGVDWRSMSE
448) AIWMREVREFHEEBQSGGTGGVPHMVFLEQVRRMSIEEPTA-VDWRSMSP
(516) NBDCAREATVNEBNDEYVSIEDPEYDD-WWSTIGVH
(516) NBCAREATVNEENDEYVSIEDPEYDD-WWSTIGVH
(542) DECAQLAKEESEQENYVSFBRDSAGRGWWNTINTS
(501) DAIBAKATVELEREWMEEKVATA------——-----
(497) DAIBAQSAVELTHEWVEEKVTS-------------

Figura 4.2.1: Alineamiento de las secuencias primarias de distintas fRMsr de tripanosomatidos. Tc:
Trypanosoma cruzi (TcCLB.509601.120; TcCLB.509767.120), Tb: Trypanosoma brucei (Tb927.5.1250),
Lm: Leishmania major (LmjF.23.1460) y Cf: Crithidia fasciculata (CfaC1_22_2510). Entre paréntesis se
indica el GENE ID de la base de datos TriTrypDB. En la figura se indica la posicion de los dominios GAF y
TIP41 de las proteinas de T. cruzi. Los * marcan las cisteinas conservadas, presentes en el sitio activo

del dominio GAF.

En levaduras la proteina TIP41 participa en la regulacién de la via TOR. Este es

un camino de sefalizacion intracelular que se encuentra activo bajo condiciones

favorables de crecimiento, como por ejemplo cuando existe plenitud de nutrientes.

Cuando la via TOR se inhibe, TIP41 se desfosforila y se une a TAP42. Esta union

genera que TAP42 se separe de ciertas fosfatasas, activandolas. Estas enzimas luego

desfosforilan factores de transcripcion, activandolos y produciendo la expresién de sus

genes blancos (figura 4.2.2) (Jacinto y col., 2001).

127



Nutrients
(Nitrogen)

TOR }—rap

/

2?

/ %
5*_—., TIP41 — TAP42

/\

NPR1 GLN3

Figura 4.2.2: Modelo de la accién de TIP41 en la cascada de senalizacion TOR en S. cerevisiae. Imagen
tomada de (Jacinto y col., 2001).

Al momento se han descripto algunos de los componentes iniciales de la via
TOR en tripanosomatidos, pero se desconoce si los procesos corriente abajo tienen
alguna similitud con los reportados en levaduras (Saldivia y col.,, 2013). De estar
presente esta via en tripanosomatidos, es factible suponer que deben existir
diferencias sustanciales en cuanto a la forma de activacién de los productos finales del
proceso, ya que en estos organismos no existe regulacion a nivel de la expresién
génica. Es interesante observar que esta via se comporta de manera diferente en
distintos tipos de células. En células de mamifero, TIPRL (el homélogo de TIP41),
aparenta cumplir un rol activador de la via TOR, al contrario de lo que ocurre en
levaduras (Nakashima y col., 2013). Es por este motivo que dificiimente se puedan
hacer inferencias acerca de la funcionalidad del dominio TIP41 de las TcfRMsr solo
por analogia con otros modelos bioldgicos.

En la figura 4.2.1 se observa que los dominios GAF y TIP41 de la TcfRMsr se
encuentran separados por una regiéon conectora. La misma tiene una longitud variable
y una baja conservacién entre las fRMsr de distintos tripanosomatidos. Sin embargo,
en todos estos casos constituye una region reconocida como “de alto desorden” por
parte de predictores estructurales como el POODLE-L (Hirose y col., 2007)
(http://mbs.cbrc.jp/poodle/poodle.html) (figura 4.2.3). Este tipo de regiones no poseen

un plegamiento preciso y definen zonas de alta movilidad en la cadena polipeptidica.
La posibilidad de adoptar multiples conformaciones y de poseer amplias zonas de

contacto superficiales, les confiere la capacidad de interaccionar, de manera

128


http://mbs.cbrc.jp/poodle/poodle.html

especifica, con multiples compareros proteicos y de esta forma pueden participar en
procesos bioldgicos relevantes como ser la transduccion de senales (Dunker y col.,
2005).

Zonas de desorden en fRMsr de tripanosomatidos

TIP41
TIP41

M\
717\
TRWa
/] \) \A\2

v

= O

Probabilidad de desorden

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550
N° Aminoécido

—T. cruzi —C. fasciculata T. brucei —L. major

Figura 4.2.3: Analisis de regiones desordenadas en las fRMsr de tripanosomatidos utilizando el algoritmo
POODLE-L (Hirose y col., 2007). Las zonas con una probabilidad mayor a 0,5 se consideran
desordenadas. Se indica de forma gréfica la localizacion, en la secuencia primaria, de los dominios
presentes en las proteinas.

4.2.2. Ensayos de complementacion en levadura

Para iniciar el estudio de la actividad de las TcfRMsr se amplific6 mediante PCR
la secuencia codificante para uno de los alelos (TcfRMsrP). La informacion para el
disefio de los cebadores se obtuvo de la base de datos TriTrypDB
(http://www.tritrypdb.org) donde el gen se encuentra bajo el numero de identificacién

TcCLB.509601.120. ElI marco abierto de lectura fue clonado entre los sitios BamHl y
Hindlll del vector p425-GPD (Mumberg y col., 1995). La construccién fue introducida
en células de S. cerevisiae GY202 deficientes en los genes codificantes para los tres
tipos de Msr (MATa his3 leu2 met15 ura3 AmsrA::URA3 AmsrB::KAN AfRmsr::HIS3)
(Le y col., 2009) mediante el método del acetato de litio. Las transformantes fueron
seleccionadas por reversion de la auxotrofia de leucina. Los ensayos de
complementacién se realizaron en medio minimo YNBD agarizado, en presencia de
Met 100 uM o Met-R,S-SO 200 pM. Como control se utiliz6 la misma cepa de levadura

transformada con el plasmido sin insertos.
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p425-GPD TcfRMsrP p425-GPD TcfRMsrP

Figura 4.2.4: Complementacion en la cepa GY202, mutante en las Msr endégenas de S. cerevisiae. La
cepa se transformé con el plasmido p425-GPD vacio o conteniendo la TcfRMsrP. Las células se estriaron
en placas de YNBD agarizado, conteniendo Met 100 uM o Met-R,S-SO 200 uM.

La cepa GY202 es deficiente en los genes codificantes para sus Msr endégenas,
pero ademas es auxétrofa para metionina y leucina. Es decir, es incapaz de sintetizar
dichos aminoécidos y requiere de una fuente externa de los mismos. Al transformar las
células con el vector p425-GPD, la auxotrofia por leucina es revertida. Esta es la base
del principio de seleccién para las transformantes que contengan el pladsmido. En esta
instancia, las levaduras aun requieren el agregado de una fuente de metionina en el
medio de cultivo. De existir dentro de la célula una Msr activa, frente a Met-SO no
peptidica, dicho requerimiento puede suplantarse por la presencia de metionina
sulféxido. Como se observa en la figura 4.2.4, las levaduras transformadas con el
plasmido vacio fueron incapaces de desarrollarse en un medio conteniendo Met-SO.
Sin embargo, cuando el plasmido contuvo la TcfRMsrP si se aprecid crecimiento en la
placa. Este resultado confirma la presuncién de que el gen TcCLB.509601.120,
anotado como proteina hipotética, codifica para un tipo de metionina sulféxido

reductasa funcional.

El siguiente paso fue evaluar si el dominio TIP41 es necesario para la actividad
Msr de la enzima. Para esto se amplificaron por PCR dos regiones de la proteina. La
porcion N-terminal, conteniendo el dominio GAF, se denomind TcfRMsrP(G) vy
consistié de los aminoacidos 1 al 187. Por otro lado, la porcién C-terminal, conteniendo
la regién conectora y el dominio TIP41, se denominé TcfRMsrP(T) y consistié de los
aminodacidos 188 al 549. Ambas regiones se introdujeron en el plasmido p425-GPD de
forma similar a lo descripto anteriormente.
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Figura 4.2.5: Complementacion en la cepa GY202, mutante en las Msr endégenas de S. cerevisiae. La
cepa se transformé con el plasmido p425-GPD vacio, con la TcfRMsrP completa o con las regiones N-
terminaly.1s7 [TcfRMsrP(G)] y C-terminaligs.s49 [TCIRMSsrP(T)] de la enzima. Las células se estriaron en
placas de YNBD agarizado, conteniendo Met 100 uM o Met-R,S-SO 200 uM.

Los resultados presentados en la figura 4.2.5 sefialan que la regién N-terminal
de la enzima (aminodacidos 1-187) es la responsable per se de la actividad Msr de la
proteina. Por otra parte, la region correspondiente al dominio TIP41 es incapaz de
complementar el fenotipo de la levadura mutante. Este dominio, entonces, es
dispensable para la actividad Msr, debiendo cumplir una funcién accesoria aun
desconocida.

Finalmente, se pudo resolver la mezcla racémica mediante un protocolo basado
en la precipitacion diferencial de los isobmeros Ry S de la Met-SO con &cido picrico
(Lavine, 1947). El isbmero S se obtuvo con una pureza adecuada como para ser
utilizado en los ensayos de complementacion. En la figura 4.2.6 se comprueba que la
TcfRMsrP es especifica para la reduccién del isomero R de la Met-SO ya que la cepa
transformada con la proteina completa, asi como con su dominio catalitico, crecidé en
presencia de la mezcla racémica pero fue incapaz de hacerlo cuando la placa contenia
solo el isbmero S. En el mismo ensayo, se utilizd6 una construccién que expresa la
TcMsrA (que actua sobre el isbmero S) la cual si evidencid crecimiento en dicha
condicion, en concordancia con lo reportado previamente (Arias y col., 2011).
Actuando en conjunto, la TcfRMsrP y la TcMsrA son capaces de revertir
completamente la oxidacion sobre las metioninas libres, confiriendo al parasito una
mayor biodisponibilidad de metionina para la sintesis de proteinas y diversos
metabolitos.
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Figura 4.2.6: Complementacion en la cepa GY202, mutante en las Msr enddgenas de S. cerevisiae. La
cepa se transformé con el plasmido p425-GPD vacio, con la region N-terminali.1s7 de la TcfRMsrP
[TcfRMsrP(G)], con la TcfRMsrP completa o con la TcMsrA. Las células se depositaron en placas de
YNBD agarizado, conteniendo Met 100 uM, Met-R,S-SO 200 uM o Met-S-SO 100 uM. Los indculos se
normalizaron a una DO = 1, se realizaron diluciones seriadas al medio y se sembraron 10 ul de cada una.

4.2.3. Deteccion de la TcfRMsr en extractos del parasito.

Como se detallard en la seccion 4.2.5, la TcfRMsrP se produjo de forma
recombinante, fue purificada y se utiliz6 para la obtencién de un antisuero policlonal de
conejo. Los anticuerpos del suero se purificaron mediante un protocolo de afinidad. En
dicho proceso, las versiones truncas de la proteina [TcfRMsr(G) y TcfRMsr(T)] se
inmovilizaron en membranas de nitrocelulosa y se utilizaron para capturar los
anticuerpos presentes en el suero. Los anticuerpos eluidos y concentrados, no
evidenciaron reaccion cruzada y resultaron especificos para cada uno de los dominios
de la enzima (figura 4.2.7).

anti-TcfRMsrP anti-TcfRMsrP(G) anti-TcfRMsrP(T)

0.5 ug

0.25ug

TcfRMsrP(G) TofRMsrP TefRMsrP(T)  TefRMsrP(G) TefRMsrP TefRMsrP(T)  TcfRMsrP(G) TefRMsrP TefRMsrP(T)

Figura 4.2.7: Especificidad de los anticuerpos purificados evaluada por “dot blot”. La imagen muestra tres
membranas donde se inmovilizaron distintas cantidades de la TcfRMsrP recombinante o las regiones N-
terminaly.1e7 [TcfRMsrP(G)] y C-terminaliss.s49 [TcfRMsrP(T)] de la enzima. Las membranas se enfrentaron
al antisuero total (anti-TcfRMsrP) o a los anticuerpos purificados contra cada region. Posteriormente se
utilizé un anticuerpo secundario anti-lgG de conejo conjugado a HRP y se reveld el ensayo por el método
de precipitacion de la diaminobenzidina.

Los anticuerpos obtenidos se utilizaron para evaluar el nivel de expresion de la
TcfRMsr en distintos estadios del ciclo de vida del parasito. Como se observa en la
figura 4.2.8 la mayor sefal total se evidencié en amastigotes y epimastigotes, estadios
replicativos en el mamifero y en el insecto vector respectivamente. La menor sefal se

detect6 en tripomastigotes derivados de células. Este resultado concuerda con los
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datos transcriptomicos, extraidos para esta proteina, del trabajo presentado por
Minning y colaboradores (Minning y col., 2009). El peso molecular esperado para la
TcfRMsr es de aproximadamente 62 kDa (figura 4.2.8 — panel izquierdo). En los
westerns se aprecia una banda a dicha altura, la cual coincide con el patrén (proteina
recombinante). Sin embargo, en epimastigotes y tripomastigotes se evidenciaron
también bandas menores a 30 kDa. Al revelar la membrana utilizando los anticuerpos
contra la regién N-terminal dichas sefales volvieron a identificarse (figura 4.2.8 - panel
central). De manera opuesta, los anticuerpos contra la porcion C terminal solo

detectaron la banda de 62 kDa (figura 4.2.8 — panel derecho).

rec. A T E A T E A T E

anti-TcfRMsrP anti- TcfRMsrP(G) anti-TcfRMsrP(T)

Figura 4.2.8: Deteccion de la TcfRMsr en distintos estadios de vida del parasito. (A) amastigote, (T)
tripomastigote, (E) epimastigote y rec (proteina recombinante). Se sembraron 20 g de extracto total por
calle. Las membranas fueron incubadas con el antisuero policlonal o con los anticuerpos purificados
contra cada dominio segun se indica. Posteriormente se utiliz6 un anticuerpo secundario anti-lgG de
conejo conjugado a HRP y se reveld el ensayo por quimioluminiscencia.

Se realizaron numerosos ensayos, en epimastigotes, para evaluar la expresion
de la proteina a lo largo de la curva de crecimiento y en distintas condiciones de estrés
y de cultivo. La intensidad de la sefal total no parecié alterarse, sin embargo, el patrén
de aparicion de las bandas de menor tamano fue muy variable. Llamativamente el
proceso de protedlisis parcial de la proteina fue poco reproducible, ya que ensayos
desarrollados en condiciones similares brindaron resultados dispares. En ocasiones se
obtuvo solo la banda de 66 kDa y otras veces solo la de 25 kDa. Al momento, no se
pudo identificar el motivo (o sefal) que desencadena este comportamiento. Se
tomaron diversas medidas (inhibidor de proteasas, preparacion in situ de las muestras)
para descartar que este proceso se deba a una degradacién de la proteina originada
durante la preparacién de los extractos. Resultados preliminares indicarian que la
protedlisis estd regulada por la fase de crecimiento y por la disponibilidad de

nutrientes, sin embargo los ensayos no son concluyentes. En varias ocasiones se

133



obtuvo un patrén de bandas en escalera, de menor intensidad, entre las sefales de 25
y 62 kDa, que se asemejan a las que aparecen cuando las proteinas son blanco de
modificaciones postraduccionales, como ser la ubiquitinacion o sumolizacion. Al
respecto el predictor UbPred (http://www.ubpred.org) localiza 5 posibles sitios de
ubiquitinacién en la secuencia de la TcfRMsrP (K15, K217, K221, K232 Y K234). De

forma llamativa cuatro de estos sitios se encuentran formando parte de la regién

conectora, exactamente en la zona de mayor desorden de la misma (figura 4.2.2). Se
ha reportado que el proteosoma suele iniciar la degradacibn en zonas
desestructuradas de las proteinas, cerca de sitios de ubiquitinacién (Inobe y col., 2011)
y que este proceso también puede ocurrir en sitios internos presentes entre dos
dominios con plegamiento definidos (Kraut y Matouschek, 2011). A pesar que la accién
del proteosoma generalmente lleva a la degradacion total de la proteina blanco, se han
estudiado algunos eventos de protedlisis parcial, que forman parte de procesos de
sefalizacidn celular (Rape y Jentsch, 2002). Seria interesante evaluar si la TcfRMsr
podria estar sufriendo un procesamiento similar y cudél seria la funcion bioldgica de
dicho evento. Al notar la posibilidad de que la enzima de T. cruzi se halle ubiquitinada
se indagd en datos generados por estudios protedbmicos en levaduras y se encontrd
que la ScfRMsr presenta dos sitios de ubiquitinacion detectados experimentalmente
(K98 y K175) (Swaney y col., 2013), sin embargo, no existen reportes acerca de su
funciéon. Es interesante comentar que los niveles de la enzima de levadura también
aparentan estar regulados por su interaccion con SUMO, ya sea directa o
indirectamente (Srikumar y col., 2013). Al analizar la secuencia de la enzima de T.

cruzi con un predictor de sitios de sumolizacion (http:/sumosp.biocuckoo.orq)

detectamos dos regiones con una muy alta probabilidad de unién a SUMO
(aminoacidos 118 a 122 y 499 a 503), por lo que es interesante a futuro evaluar
también esa posibilidad.

Otras proteinas responsables de la protedlisis observada podrian ser las
calpainas. Estas enzimas son proteasas conocidas por participar en vias de
sefalizacidbn mediante protedlisis limitada de sus blancos, generando productos
biologicamente activos. Al respecto, en células de mamifero, la proteina alpha4
(homdlogo de TAP42), es sustrato de esta proteasa, evento que modifica su
funcionalidad (Watkins y col., 2012). Recordando, en levaduras TAP41 interacciona
con TAP42 inhibiendo la via TOR. Predictores de sitios de corte de calpainas
(http://www.ccd.biocuckoo.org) identifican sitios con alta probabilidad de corte en la

TcfRMsr, especialmente en la regién conectora. El mayor puntaje se asigna al corte
luego del aminoacido 235. En tripanosomatidos se encuentra presente un grupo
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inusualmente extenso de calpainas (Ersfeld y col., 2005), aunque no se han reportado
si alguna funciona como proteasa, si se ha comprobado que participan en eventos
como remodelacién del citoesqueleto, diferenciacién o ciclo celular (d'Avila-Levy y col.,
2006; Liu y col., 2009; Olego-Fernandez y col., 2009; Sangenito y col., 2009; Ennes-
Vidal y col., 2011; Marinho y col., 2014).

Finalmente, existe la posibilidad de que la TcfRMsr se encuentre regulada por el
ciclo celular. Al respecto, en Saccharomyces pombe, TIP41 aparenta regular eventos
del ciclo celular (Fenyvuesvolgyi y col., 2005). Por otro lado, andlisis de gran escala
utilizando microarreglos indican que en S. cerevisiae los niveles de la ScfRMsr se
hallan regulados por este proceso (Pramila y col., 2006). Dicha enzima esta
posicionada en el puesto numero 137 entre todas las proteinas del organismo en lo
que respecta a una posible regulacién por ciclo celular
(http://webapps.fhcre.org/labs/noble/cellcycle/getOrf.php?orf=YKLO69W).

Los resultados obtenidos, y los antecedentes en otros organismos, hacen pensar
que la protedlisis parcial de la TcfRMsr se trataria de un proceso regulado, dinamico y
multifactorial, originando resultados distintos de acuerdo a cual sea la condicién celular
al momento de iniciar la experiencia. Es probable que sea necesario simplificar
algunas variables internas (inhibir la degradacion proteica, transcripcidén o ciclo celular)
para develar el mecanismo puesto en juego. Por ultimo, como la organizacion de
dominios en esta proteina esta conservada entre los tripanosomatidos, se realizaron
ensayos de western blot en C. fasciculata. Se obtuvo el mismo patron de bandas y
llamativamente la misma variacién en cuanto a reproducibilidad de los resultados. Lo
que indicaria que el proceso que afecta la protedlisis de la enzima podria estar
conservado en kinetoplastidos. Hay que agregar, que C. fasciculata aparenta ser un
mejor modelo para estudiar este proceso, ya que posee un tiempo de crecimiento mas
corto, existe la posibilidad de utilizar medios definidos y no requiere el agregado de
suero. Este ultimo punto es importante ya que no resulta necesario acondicionar los
parasitos (lavado) y los extractos pueden obtenerse de forma directa, disminuyendo

una posible causa de variabilidad.

4.2.3. Localizacion subcelular de la TcfRMsr.

En S. cerevisiae, ScfRMsr y TIP41 presentan una localizacion subcelular dual,
encontrandose tanto en el citoplasma como en el nucleo (Huh y col., 2003). Incluso, la
abundancia relativa de la ScfRMsr residente en el nucleo aparenta aumentar luego de
un estrés asociado a la replicacién del ADN (Tkach y col.,, 2012). Un ensayo de

inmunolocalizacion en epimastigotes de T. cruzi aparent6 indicar que la TcfRMsr tiene
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localizacién citoplasmatica. Sin embargo, dada la imposibilidad de controlar por el
momento el evento de protedlisis de la proteina, este resultado no es concluyente y la
sefnal observada probablemente constituya un promedio de las localizaciones de la
proteina completa y sus dominios individuales. Para evaluar si las bandas obtenidas
en los western blot presentaban una localizacion diferencial, se realizé6 un ensayo de
permeabilizacién controlada con digitonina. En la figura 4.2.9 puede observarse que
las bandas de mayor tamaro aparentan tener una localizacién citoplasmatica, mientras
que los productos de menor tamano estarian dentro de estructuras vesiculares. Este
resultado preliminar indicaria que el evento de protedlisis podria estar asociado a un
cambio en la disposicién de los dominios liberados.

anti-Te TXNPx-cit

anti-TcfRMsrP

0.00 002 003 005 007 010 020 050 1.00 2.00

Digitonina (mg/mil)

Figura 4.2.9: Ensayo de permeabilizacion con digitonina de epimastigotes de T. cruzi. El mismo numero
de células fue tratado con diferentes concentraciones de digitonina para producir una lisis selectiva (dosis
dependiente) de las células y su sistema de endomembranas. Posteriormente cada tubo fue centrifugado
y se sembré una alicuota del sobrenadante en cada calle del gel. Se realizo la transferencia y la
membrana se incubd con un anticuerpo primario anti-TcfRMsrP y uno secundario anti-lgG de conejo
conjugado a FITC. El revelado se realizé en un escaner de fluorescencia. En forma paralela, se utilizé un
anticuerpo anti-TcTXNPx para identificar la concentracion de detergente necesaria para iniciar la
liberacion de las proteinas citoplasmaticas.

4.2.4. Fosforilacion de la TcfRMsrP.

Andlisis a gran escala identificaron que en S. cerevisiae la proteina ScTIP41 se
encuentra fosforilada en al menos cuatro residuos T6 (Smolka y col., 2007; Soulard y
col., 2010), T55 (Albuquerque y col., 2008; Holt y col., 2009), S79 (Bodenmiller y col.,
2010) y S169 (Helbig y col., 2010). Es interesante notar que la fosforilacion en la T55
parece estar regulada por el ciclo celular (Holt y col., 2009). Como se mencion6
anteriormente la ScTIP41 participa de la via TOR y aparenta ser desfosforilada en
respuesta a una inactivacion de la misma, por ejemplo frente a una disminucion de los

nutrientes disponibles (Jacinto y col., 2001). Con respecto a la ScfRMsr, no existen
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reportes de que la enzima de levadura se encuentre fosforilada. A la vista de estos
antecedentes se quiso evaluar si la TcfRMsrP era blanco de dicha modificacion
postraduccional.

La TcfRMsrP recombinante no pudo obtenerse de forma soluble a no ser que se
encontrara fusionada a otra proteina solubilizante (seccién 4.2.5). Por este motivo,
luego de expresarla utilizando el vector pMAL, la enzima fue purificada como una
fusion a la proteina de unién a maltosa de E. coli (MBP). Esta proteina de fusion se
emple6 para evaluar si extractos del parasito eran capaces de fosforilarla utilizando
ATP marcado. Se utilizaron dos extractos, uno proveniente de epimastigotes
cultivados en condiciones normales y otro de células mantenidas previamente en PBS-
glucosa por 24 hs (estrés nutricional). Cuando las células fueron mantenidas en PBS-
glucosa, las mismas se adhirieron fuertemente al frasco de cultivo. Se cree que esta
conducta es la situacion inicial del proceso de metaciclogénesis (Ferreira y col., 2008).
En la figura 4.2.10, se observa que en la calle correspondiente a la fosforilacién de las
proteinas del extracto de epimastigotes cultivados en condiciones normales (calle 5)
aparece una banda predominante, aproximadamente de 55 kDa. En trabajos
anteriores, esta banda ha sido identificada como a-tubulina (Casas y col., 2002). Dicha
sefal desaparece en los extractos provenientes de parasitos estresados
nutricionalmente (calle 11). Un comportamiento similar fue reportado cuando
tripomastigotes derivados de células se ponen en contacto con superficies tratadas
con fibronectina o laminina (Mattos y col., 2012). En lo referido a la TcfRMsrP, la
enzima se fosforila por accion de ambos extractos. Los controles realizados dan nota
que la modificacién se produce en la proteina de T. cruziy no en la fusion (MBP).
Ademas la fosforilacién es dependiente de la presencia del extracto (no hay
autofosforilacion). Por otro lado, ambos extractos ensayados fosforilan la enzima con
igual eficiencia. Se cree que la a-tubulina del parasito es fosforilada por una quinasa
tipo-CK2 (Casas y col., 2002). Teniendo en cuenta que la TcfRMsrP es fosforilada por
extractos de células estresadas y la a-tubulina no, podemos descartar la participacion

de ese tipo de quinasas en la fosforilacién de la enzima.
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Figura 4.2.10: Fosforilacion de la TcfRMsrP mediada por extractos de epimastigotes. Se emplearon 2 ug
totales de extracto y 2 ug de cada proteina recombinante. El volumen final de la reaccion fue de 20 ul
conteniendo las siguientes concentraciones finales: 50 mM Hepes (pH 7,2), 10 mM MgClz2 y 100 uM [y-
32P]A TP (actividad especifica = 6000 com/pmol). Las reacciones fueron incubadas por 20 min a 30 °C y
terminadas hirviéndolas con buffer de SDS-PAGE 4X. Ext (extracto de células crecidas en condiciones
normales), Ext (PBS-Glu) (extracto de células crecidas en condiciones normales y luego incubadas por 24
horas en buffer PBS-Glucosa). A) Se sembraron 10 ul de cada reaccion en un gel SDS-PAGE al 10 %. La
figura muestra la autoradiografia del gel utilizando una placa “storage phosphor” y un escaner Typhoon.
B) Tincién por coomassie blue del mismo gel descripto en A.

En un segundo ensayo se busco evaluar en qué dominio de la TcfRMsrP se
producia la fosforilacion. Con ese objetivo se expresaron los dominios GAF
[TcfRMsrP(G)] y TIP41 [TcfRMsrP(T)] de forma separada, como proteinas fusionadas
a la MBP. Como se observa en la figura 4.2.11, ambos dominios fueron fosforilados
por el extracto del parasito. Este resultado indica que la enzima posee al menos dos
sitios de fosforilacion. Un estudio protedmico realizado de forma resiente identifica tres
sitios de fosforilacion en el homélogo de T. brucei (S4, T9 y S299) (Urbaniak y col.,
2013). Si bien esos residuos no estan conservados en la TcfRMsr, si estdn asociados
a los dos dominios presentes en la proteina, lo que concuerda con los resultados

obtenidos para la enzima de T. cruzi.
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Figura 4.2.11: Fosforilacion de la TcfRMsrP y sus dominios individuales [TcfRMsrP(G), region N-terminal;.
187y TcfRMsrP(T), region C-terminaligs.s49]. Se emplearon 2 g totales de extracto y 2 ug de cada proteina
recombinante. El volumen final de la reaccion fue de 20 ul conteniendo las siguientes concentraciones
finales: 50 mM Hepes (pH 7,2), 10 mM MgCl> y 100 uM [V-SZP]A TP (actividad especifica = 6000
cpom/pmol). Las reacciones fueron incubadas por 20 min a 30 °C y terminadas hirviéndolas con buffer de
SDS-PAGE 4X. Se empled un extracto de células crecidas en condiciones normales. A) Se sembraron 10
ul de cada reaccion en un gel SDS-PAGE al 10 %. La figura muestra la autoradiografia del gel utilizando
una placa “storage phosphor” y un escaner Typhoon. B) Tincién por coomassie blue del mismo gel
descripto en A.

4.2.5. Obtencion de distintas versiones de TcfRMsr recombinante.

La informacion presente en la base de datos TritrypDB indica que el gen tcfrmsrP
(TcCLB.509601.120) tiene 1650 pb y codifica para una proteina (TcfRMsrP) de 549
aminodcidos, con un masa molecular calculada de 61,410 kDa y un punto isoeléctrico
tedrico de 5,61. Con el objetivo de obtener la proteina de forma recombinante se
disefnaron cebadores especificos que poseian los sitios de restriccion BamHI 'y Hindlll
(marco de lectura +1). La secuencia codificante para la proteina fue amplificada a
partir de ADN gendémico mediante PCR. El producto de la reaccion se ligé al vector
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pGEM-T Easy y la mezcla de ligacion se utiliz6 para transformar bacterias
competentes de E. coli Top10 utilizando el método del CaCl,. Se realizaron mini-
preparaciones de ADN plasmidico, a partir de clones individuales, y la secuencia
esperada para el inserto fue confirmada por secuenciacién total. Finalmente, se
utilizaron los sitios de restriccion incluidos en los cebadores para sub-clonar los
insertos en el vector pRSET-A y transformar con dichas construcciones, mediante el
método de CaCl,, células competentes de E. coli BL21(DE3). La proteina se expresé
de forma insoluble en todas las condiciones ensayadas. Por este motivo y sumado a
que los resultados obtenidos indicarian que los dominios se encuentran de forma
aislada dentro del parasito (al menos parcialmente), se decidi6 obtenerlos de forma
individual. Se disefiaron oligonucleédtidos para generar las construcciones descriptas
en la tabla 4.2.1, utilizando los mismos sitios de restriccion que en el caso anterior.

Construccion Descripcion Solubilidad / Uso
PRSET-A/TcfRMsrP Alelo P completo Insoluble

Region N-terminal del alelo  Soluble — Purificacion de
PRSET-A/TcfRMsrP(G) P. Aminoacidos 1-187 anticuerpos y ensayos

(Dominio GAF) cataliticos

Region C-terminal del alelo

Insoluble — Purificacion de

PRSET-A/TcfRMsrP(T) P. Amino4cidos 188-549 :
d ntlcuerpos

(conector y dominio TIP41)

pMAL-C2/TcfRMsrP Alelo P completo, fusionado Soluble — Ensayos de

a MBP fosforilacion

Region N-terminal del alelo

P, fusionado a MBP. Soluble — Ensayos de
RS Aminoacidos 1-187 fosforilacion

(Dominio GAF)

Regidn C-terminal del alelo

P, fusionada a MBP. Soluble — Ensayos de

Aminoacidos 188-549 fosforilacién

(conector y dominio TIP41)

Region N-terminal del alelo

PRSET-A/TcfRMsrS(G) S. Aminoacidos 1-187 Soluble — Ensayos cataliticos
(Dominio GAF)

pMAL-C2/TcfRMsrP(T)

Tabla 4.2.1: Listado de las distintas construcciones recombinantes realizadas para obtener la TcfRMsr o
sus dominios individuales. En todos los casos se utilizo la cepa de expresion de E. coli BL21(DE3) crecida
en medio LB. La induccion se realizé a una DO: 0,6 con 0,5 mM IPTG durante 16 hs a 28 °C.

Las proteinas derivadas del vector pMAL-C2 se purificaron mediante
cromatografia de afinidad en columna de amilosa. La pureza de las proteinas
obtenidas puede observarse en la figura 4.2.11.B. En los casos de las proteinas
expresadas de forma soluble utilizando el vector pRSET-A, el proceso de purificacion
se realiz6 mediante IMAC a 8 °C con una columna HiTrap chelating de 1 ml (GE)
cargada con Ni?*, utilizando un dispositivo AKTAprime plus (GE).
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Para evaluar sus propiedades cinéticas de forma comparativa, también se
obtuvo de forma aislada el dominio catalitico (GAF) del otro alelo de la enzima
(TcCLB.509767.120). La figura 4.2.12 muestra la TcfRMsrP(G) y la TcfRMsrS(G)
purificadas que se utilizaron en los ensayos cataliticos. El dominio GAF del alelo S se
diferencia del P solo en dos cambios puntuales de su secuencia primaria. Estos
corresponden a la aparicion de prolinas en la posicion de la L32 y la T64 del alelo P.

A B C
-
o
|
- -

Figura 4.2.12: Analisis electroforético de los dominios GAF purificados para ambos alelos. A) Patrones de
masa molecular (96, 66, 45, 30, 20 y 14 kDa). B) TcfRMsrP(G). C) TcfRMsrS(G)

4.2.6. Ensayos de especificidad in vitro

Se llevo a cabo un ensayo in vitro para comprobar que la TcfRMsrP(G) y la
TcMsrA son capaces de revertir totalmente la oxidacion de metioninas no peptidicas,
actuando de forma complementaria sobre distintos isbmeros de la Met-SO. Se
iniciaron varias reacciones que luego fueron resueltas por cromatografia en capa
delgada (TLC) y reveladas utilizando ninhidrina como reactivo cromogénico. Como se
observa en la figura 4.2.13, ambas enzimas fueron incapaces, de forma separada, de
convertir totalmente la mezcla racémica de Met-SO en metionina. Esto demuestra que
estas proteinas utilizan diferentes sustratos. En cambio, en la calle correspondiente a
la reaccion donde estaban presentes ambas reductasas, solo se detecto6 la presencia
de metionina, comprobando que el resultado anterior se debia a que las enzimas

actlan sobre uno solo de los isémeros.
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Figura 4.2.13: Actuacion complementaria de la TcfRMsrP(G) y la TcMsrA. Las diferentes reacciones se
iniciaron en un volumen final de 50 ul conteniendo las siguientes concentraciones: 50 mM PBS (pH 7,5),
10 mM DTT, 1 mM Met-(R,S)-SO y 5 ug de las proteinas recombinantes. La reaccion se incubo a 37 °C
durante 2 h. Finalmente se sembraron 6 ul (3 x 2 ul) de cada reaccion en una placa de TLC. El solvente
de corrida fue butanol/acido acético/agua (60/15/25). La placa se reveld mediante espray de ninhidrina.
Los reactivos faltantes en cada reaccion fueron reemplazados por el mismo volumen de PBS.

Para definir inequivocamente cual de los isémeros de la Met-SO es el sustrato
de la TcfRMsr, se adaptd a las condiciones de laboratorio, una técnica de purificacién
para dichos compuestos (Lavine, 1947; Kumar y col., 2002). Se realiz6 un ensayo
similar al descripto previamente pero utilizando los isémeros R y S purificados. La
accién de las distintas Msr sobre su sustrato natural deberia producir la desaparicién
de la sefal correspondiente al sulfoxido y la aparicion de una sefial correspondiente a
la metionina. En la figura 4.2.14 se aprecia claramente que este fue el caso cuando la
TcMsrA se enfrentd al isémero S. Por otro lado, la TcfRMsrP(G) tuvo un
comportamiento analogo pero utilizando el isémero R como sustrato. Al igual que en el
ensayo anterior, ninguna de la enzimas pudo, por separado, reducir completamente la
mezcla racémica de Met-SO. Finalmente, ambas enzimas no denotan actividad
residual cuando se alternan sus isdmeros especificos, evidenciando de esta forma una
alta selectividad.
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Figura 4.2.14: Especificidad de sustrato de las Msr de T. cruzi. Las diferentes reacciones se iniciaron en
un volumen final de 50 ul conteniendo las siguientes concentraciones: 50 mM PBS (pH 7,5), 10 mM DTT,
1 mM Met-SO y 5 ug de las proteinas recombinantes. La reaccion se incubé a 37 °C durante 2 h.
Finalmente se sembraron 6 ul (3 x 2 ul) de cada reaccion en una placa de TLC. El solvente de corrida fue
butanol/acido acético/agua (60/15/25). La placa se revelé mediante espray de ninhidrina.

4.2.7. Ensayos cinéticos.

Con el fin de evaluar la actividad Met-R-SO reductasa de los dominios cataliticos
de ambos alelos de la TcfRMsr, se emple6 un sistema acoplado que permitié seguir la
disminucion de la absorbancia a 340 nm debido al consumo de NADPH. Todos los
componentes de la cascada de oxido-reduccion empleada pertenecen al parasito, por
lo que el proceso llevado a cabo in vitro seria una buena aproximacion de los eventos
que se producen de forma fisioldgica. La cadena de transporte de electrones utilizada
consté de cuatro etapas: 1) la reduccion, dependiente de NADPH, de TS, a T(SH).
mediante la accién de la TR; 2) la reduccién de TcTXNI a expensas de T(SH),; 3)
reduccion de la TcfRMsrP/S(G) por la TcTXNI reducida y 4) reduccion de Met-R-SO

por accion de las enzimas estudiadas (figura 4.2.15).
NADPH K TR ox >< T(SH)ZX Txmo,X TAFRMSTP/S(G) geq XMet—R-SO
NADP* TR ey TS, TXNI geq TARMsrPIS(G) o, Met
Figura: 4.2.15: Reaccion acoplada utilizada para las medidas de actividad enzimatica

Las actividades detectadas respondieron linealmente, dentro del rango evaluado,
a la concentracion de enzima utilizada en el ensayo (figura 4.2.16). No se detecto
actividad cuando alguno de los componentes de la reaccion fue omitido. Esto indica
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que el sistema acoplado se comporta segun lo esperado. Fue llamativo observar que a
pesar de diferenciarse solo en dos aminoacidos, ambos alelos aparentaban tener un
comportamiento diferente, siendo la TcfRMsrP(G) marcadamente mas activa.

100 A

TcfRMsrP(G)

(&)}
o
1

TcfRMsrS(G)

vV (LM-min
i
<

0 9 18 27 36
[ TefRMsr (G) ] (M)

Figura 4.2.16: Respuesta a la concentracion de enzima del sistema acoplado. Las medidas se realizaron
a 30 °C en un volumen final de 50 ul, conteniendo: 100 mM TRIS-HCL (pH 7,5), 2 mM EDTA, 300 uM
NADPH, 2 uM TcTR, 100 uM T(SH)2, 8 uM TcTXNI, 5 mM Met-R-SO y distintas concentraciones de
ambos dominios cataliticos. Los ensayos se realizaron monitoreando la oxidacion de NADPH a 340 nm.

Para determinar los parametros cinéticos de ambas enzimas se realizaron
curvas variando la concentracion de Met-R-SO (figura 4.2.17) y TcTXNI (4.2.18) de
forma independiente. En la tabla 4.2.2 se listan los parametros cinéticos calculados
para ambos sustratos. La eficiencia catalitica del alelo P es comparable con los
reportes previos para la fRMsr de E. coli (Lin y col.,, 2007). Como se indic6
anteriormente, la TcfRMsrP(G) resultd mas activa. La eficiencia catalitica frente a
ambos sustratos fue aproximadamente 5 veces mayor para este alelo. Las diferencias
de actividad se evidenciaron en los valores de k., ya que la afinidad de las enzimas

para ambos sustratos fue similar.
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Figura 4.2.17: Cinética de la reduccion de Met-R-SO para ambos dominios cataliticos de la TcfRMsrP y la
TcfRMsrS. Las medidas se realizaron a 30 °C en un volumen final de 50 pl, conteniendo: 100 mM TRIS-
HCL (pH 7,5), 2 mM EDTA, 300 uM NADPH, 2 uM TcTR, 100 uM T(SH)z, 10 uM TcTXNI y distintas
concentraciones de Met-R-SO. Los ensayos se realizaron monitoreando la oxidacion de NADPH a 340
nm.
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Figura 4.2.18: Cinética de la oxidacion de TcTXNI para ambos dominios cataliticos de la TcfRMsrP y la
TcfRMsrS. Las medidas se realizaron a 30 °C en un volumen final de 50 ul, conteniendo: 100 mM TRIS-
HCL (pH 7,5), 2 mM EDTA, 300 uM NADPH, 2 uM TcTR, 100 uM T(SH),, 5 mM Met-R-SO y distintas
concentraciones de TcTXNI. Los ensayos se realizaron monitoreando la oxidacion de NADPH a 340 nm.

145



Enzima Co-sustrato  Sustrato Km (uM)

TcfRMsrP(G) TETXNI 117 +7 9,1+0,1 1,3-10°
10 uM Met-R-SO

TcFRMsrS(G) M 123 + 16 1,65 + 0,05 2,2:10°

. 4

TefRMsStP(G) /im0 TN 65+4 125+5 3,210

TcfRMsrS(G) 5 mM 65+ 10 26+ 4 6,7-10°

Tabla 4.2.2: Parametros cinéticos para los dominios cataliticos de ambos alelos de la TcfRMsr

4.2.8. Titulacion redox de la TcfRMsr

Se realiz6 una titulacidon redox con el fin de comprobar si la diferencia de
actividad entre ambos alelos se debia a cambios en sus propiedades termodinamicas.
Durante su ciclo de catalisis las fRMsr de tipo | reducen a la Met-R-SO por accion de
su cisteina catalitica. En este proceso la cisteina pasa a un estado de &cido sulfénico,
para finalmente formar un enlace disulfuro con la cisteina resolutiva. Este puente
disulfuro es estable y, en el caso de estar presente una redoxina, es reducido para
regenerar la enzima y recomenzar el ciclo catalitico. Si las cisteinas catalitica y
resolutivas estan lo suficientemente distanciadas, es posible identificar la presencia del
puente disulfuro en geles SDS-PAGE no reductores. Cuando el polipéptido presenta el
puente disulfuro su radio de stocks es menor y migra mas rapido que la versién
completamente reducida. Empleando esta caracteristica y realizando incubaciones con
distintos buffers redox, es posible calcular el potencial de reduccidén de este tipo de
enzimas (Arias y col., 2011). En la TcfRMsr la cisteina catalitica ocupa la posicion 125
y la resolutiva la posicion 98. Como se observa en la figura 4.2.19, cuando se incubd la
TcfRMsrP(G) con buffers progresivamente mas oxidantes, aparecié preferencialmente
una banda con una movilidad un poco mayor, correspondiente a la enzima oxidada
(puente disulfuro intercatenario). En cambio, la oxidacion de la TcfRMsrS(G) causo la
aparicion de especies de mayor peso molecular, probablemente debido a la formacion
de puentes disulfuro intermoleculares. A pesar que los productos de la oxidacion
evidenciaron ser diferentes para ambos alelos, el potencial de reduccion, evaluado

densitométricamente con la fraccién reducida, fue similar (figura 4.2.20).
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Figura 4.2.19: Perfil de titulacion redox de las TcfRMsr(G) revelado por SDS-PAGE no reductores. Las
proteinas se incubaron con diferentes relaciones de 2BME/HEDS a 25 °C y pH 7,5 durante 4 horas.
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Figura 4.2.20: Curvas de titulacion redox de la TcfRMsrP(G) y la TcfRMsrS(G) evaluadas
densitométricamente utilizando la fraccion reducida de cada enzima (observadas en los geles de la figura
4.2.19).
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4.2.9. Modelado por homologia de la TcfRMsr(G)

Se realiz6 un modelo de la TcfRMsr(G) empleando como molde la estructura
cristalografica del homologo de S. cerevisiae. El alineamiento de secuencia fue editado
de forma manual, teniendo en cuenta informacion estructural de otras fRMsrs
bacterianas (E. coli, N. meningitidis y S. aureus). Se evité agregar gaps o deleciones
en zonas con estructuras secundarias definidas y se hizo hincapié en la conservacién
espacial de residuos implicados en la iniciacién, o finalizacion, de hélices alfa (figura
4.2.21).

1 50
ScfRMsr (1) -MGSSTGFHHADHVNYSSNLNKEEILEQLELSYEGLSDGQVNWMCNLSNA
TcfRMsrP (G) (1) MHADNSSVIPPCGSKRELYTRLEAVVRSEVELPSSMLTPHENLMIGLSNV
51 100
ScfRMsr (50) SSLIWHAYKSLAV---—-—----— DINWAGEYMTOASEENTLELGPEFQGKVAC
TcfRMsrP (G) (51) SALLEYELNRFANTNAMLSDLPENWLGFYHLQOS--PORLVLGPFQOGRPAC
101 150
ScfRMsr (92) OMIQFGKGVCGTAASTKETQIVPDVNKMPGHIACDGEEKSEIVVPIISND
TcfRMsrP (G) (99) IEMAMGRGVCGTAAQKGETLIVPDVHAEPGHIACDSLENSEIVVPIKTAK
151 189
ScfRMsr (142) GKTLGVIDIDCLDYEGFDHVDKEFLEKLAKLINKSCVEK
TcfRMsrP (G) (149) GHVMGVLDMDSTQREFFDAEDAQGLONIATMLSONLEEFP

Figura 4.2.21: Alineamiento empleado para construir el modelo de la TcfRMsrP(G) utilizando las
coordenadas tridimensionales del homdlogo de S. cerevisiae (ScfRMsr).

La informacién se incorporé al servidor de modelado por homologia Swiss-Model
(http://swissmodel.expasy.org/) en su formato semiautomatico: Target-Template

Alignment. El modelo obtenido fue sometido a un proceso de minimizacién de energia
en el programa Swiss-PdbViewer, utilizando 500 iteraciones del algoritmo Steepest
descent y 1000 del Conjugate gradient. El proceso se repitié dos veces. La calidad del
modelo final fue evaluada por el programa Verify-3D. La prueba result6 satisfactoria ya
que el 86,89 % de los residuos obtuvo un puntaje superior a 0.2. Por otro lado, el
gréfico de Ramachandran construido por el programa Procheck ubicé al 99,6 % de los
residuos en zonas habilitadas. Solo la Ser 7 incumplié esta regla (las glicinas y
prolinas no estan sujetas a la misma). Ambos programas evaluadores forman parte del

paquete integrado SAVES (http://services.mbi.ucla.edu/SAVES). ElI modelo obtenido

fue visualizado para su analisis utilizando PyMOL (http:/www.pymol.org/).

En la figura 4.2.22 se observa la estructura modelada para el dimero de la
TcfRMsrP(G). En la misma se indican las posiciones de las cisteinas presentes en la
enzima (cuatro por monémero). Las cisteinas 98, 108 y 132 pertenecen al sitio activo.
Teniendo en cuenta la informacion reportada para el homologo de S. cerevisiae, la
C132 es el residuo catalitico y durante la catélisis genera un puente disulfuro con la

cisteina resolutiva (C98). La C108 no participa directamente de la catélisis pero es
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importante en la union del sustrato (Kwak y col., 2010). Experimentalmente se detect6
en la TcfRMsr la formacién de enlaces disulfuro intercatenarios, especialmente en el
alelo S. Segun el modelo, la formacién de este enlace seria entre la C12 y la C132 o
C98 del otro mondémero. En este caso la C12 podria estar actuando como la cisteina
resolutiva o se podria estar dando un proceso de isomerizacion del puente disulfuro
formado previamente entre la C132 y la C98.

Figura 4.2.22: Modelo del dimero de la TcfRMsrP(G). El panel izquierdo muestra la posicion espacial de
uno de los grupos de cisteinas. Como esferas verdes se indican las cisteinas del sitio activo de un
monémero y como una esfera amarilla la de la cisteina de la region N terminal del otro monémero. El
panel derecho corresponde a la rotacion en 90 ° sobre el gje “y” de la figura anterior.

La distancia entre la C12 y las cisteinas cataliticas del otro monémero es de
aproximadamente 11,6 A (figura 4.2.23). Si bien esta distancia es considerable, no es
incompatible con la formacion de un enlace disulfuro intracatenario. Por ejemplo, en la
estructura tridimensional de la fRMsr de S. aureus (la Unica resuelta en sus formas
oxidada y reducida) las cisteinas catalitica y resolutiva, previo a la formacion del
enlace disulfuro, se encuentran separadas por aproximadamente 10 A (Bong y col.,
2010). Esto es posible porque el loop donde se encuentra la cisteina catalitica

aparenta poseer cierto grado de libertad conformacional.
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Figura 4.2.23: Acercamiento a la zona del sitio activo de uno de los mondmeros. La estructura
corresponde a la forma oxidada de la enzima. Se indica la distancia de la Cys12 de uno de los
mondmeros al puente disulfuro intracatenario del otro mondémero.

Para intentar comprender las bases estructurales de las diferencias de actividad
entre los dominios cataliticos de ambos alelos de la TcfRMsr, se ubicaron en el modelo
los aminoacidos permutados (figura 4.2.24). A saber, en el alelo S aparecen dos
prolinas en las posiciones correspondientes a la L32 y la T64. El cambio en esta ultima
posicion no aparenta tener demasiadas implicancias ya que se encuentra en un /oop,
lejos de zonas tales como el sitio activo o la interface del dimero. En cambio, la
posicion 32 forma parte de una alfa hélice. La leucina presente en dicha locacién
aparenta establecer una interaccion con la G13 perteneciente a una zona estructurada
de la region N-terminal de la enzima, la cual contiene a la C12. Por otro lado, es
conocido que las prolinas desestabilizan las estructuras secundarias, por lo que el
cambio podria estar afectando otras interacciones entre las hélices (Richardson, 1981;
Gray y col., 1996). Para evaluar si ese es el caso, seria necesario realizar estudios de
dinamica molecular. De todas formas, como se observa en la figura 4.2.25, a pesar
qgue el modelado por homologia es menos sensible a los cambios posicionales de las
cadenas laterales, la aparicién de la prolina en la posicién 32 modifica la posicion de la
cadena lateral de la M36, afectando la interface de contacto del dimero. En resumen,
el cambio L32P podria estar originando una mayor libertad de la regién N-terminal y
por lo tanto permitir el acercamiento de la C12 hacia el sitio activo de la otra cadena,
facilitando la formacién (o isomerizacién) del enlace disulfuro. Esto podria explicar
porque no es posible detectar la presencia de un enlace intracatenario en el dominio

catalitico del alelo S (figura 4.2.19 — gel inferior). En lo que respecta a la actividad, la
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TcTXNI podria ser menos eficiente en la reduccién del enlace disulfuro intermolecular,
originando la menor eficiencia catalitica de la TcfRMsrS(G) en comparacién con la de
la TcfRMsrP(G). Si bien este comportamiento explicaria la presencia de los dimeros en
los SDS-PAGE no reductores, la aparicibn de multimeros sugiere la existencia de

eventos adicionales.

Figura 4.2.24: Localizacion de la Leu32 y la Thr64 en la TcfRMsrP(G). Ambos aminodcidos son
reemplazados por prolina en la TcfRMsrS(G).

Figura 4.2.25: Ampliacién de la zona de contacto de los aminoacidos 10-60 de un monémero (verde) con
parte de la otra cadena (superficie blanca). Se indica la posicion de la Gly13 (esfera lila) y la Cys12. Se
muestra la posicion de la Leu32 del alelo P (celeste) que esta cambiada por una prolina en el alelo S. En
la figura se observa el cambio de la posicion de la cadena lateral de la Met36 en el alelo S (rojo) en
relacion al alelo P (celeste).
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4.2.10. Discusion

La metionina es un aminoacido esencial no sélo por su papel en la sintesis de
proteinas, sino también por actuar como sustrato en la produccion de S-
adenosilmetionina (AdoMet). En los tripanosomas, una vez incorporada a la célula, la
metionina se convierte rapidamente en AdoMet por accion de una AdoMet sintetasa
(MAT), en una reaccion de adenilacion que requiere ATP. La reaccion directa de la
MAT es 2x10° veces mayor que la reaccién inversa y por lo tanto no es reversible
(Yarlett y col., 1993). La MAT de tripanosomas no aparenta estar regulada, a
diferencia de lo que ocurre en mamiferos donde esta enzima es inhibida por su
producto (Hoffman, 1980; Eloranta y Kajander, 1984). Por este motivo, la AdoMet se
acumula en el citosol (25 % del azufre soluble) para su utilizaciéon por varias vias y
como reserva metabdlica de metionina (a través de reacciones de reciclaje) (Bacchi y
col., 1995). En tripanosomas, la AdoMet se utiliza parcialmente como donante de
grupos metilos para la transmetilacion de proteinas, lipidos y acidos nucleicos. La
AdoMet, después de su conversion a AdoMet decarboxilada (dcAdoMet), es el
donante aminopropil para la sintesis de poliaminas (Goldberg y col., 2000). Mediante
el camino metabdlico conocido como trans-sulfuracion, la metionina puede ser
convertida en cisteina y su derivado, el glutatién. Finalmente, los tripanosomatidos
conjugan el glutatién y las poliaminas para producir tripanotion, un metabolito esencial
del metabolismo redox y la respuesta antioxidante del parasito (Ariyanayagam y col.,
2003). La importancia de la metionina también se aprecia por la existencia de vias de
salvataje. Tanto la metiltioadenosina, coproducto de la sintesis de poliaminas, como la
S-adenosilhomocisteina, coproducto de las reacciones de transmetilacion, son
recicladas y reconvertidas a metionina por distintos mecanismos (Goldberg y col.,
2000). Otra via de rescate de metionina la llevan a cabo las metionina
aminopeptidasas, recuperando dicho aminoacido luego de cumplida su funcién en la
iniciacion de la sintesis proteica (Dummitt y col., 2003).

Los tripanosomatidos son incapaces de producir metionina de novo y necesitan
adquirirla del medio extracelular a través de transportadores de membrana (Hasne y
Barrett, 2000). La metionina es un sustrato limitante para diversos organismos. Los
tripanosomatidos adquieren dicho aminoacido de su hospedero, ya sea mamifero o
invertebrado. En el caso de T. cruzi, el insecto vector pertenece a los triatominos,
hematéfagos obligados, por lo que en ultima instancia el alimento termina proviniendo
preferencialmente de un animal homeotermo. En el suero humano, la metionina se
encuentra en concentraciones relativamente bajas (30 uM) y aproximadamente el 10

% de la misma se halla como Met-SO (Mashima y col.,, 2003). Es mas, se ha
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informado que en el plasma de los mamiferos solo se detecta el isomero R de la Met-
SO (Lee y col., 2008). Recientemente se ha reportado que las Msrs realizan una
contribucién apreciable al requerimiento nutricional de metionina en ratones,
especialmente en condiciones naturales (Zhao y col., 2012). De forma similar, otro
grupo trabajando con Saccharomyces pombe, postuld la idea de que la principal
funcién de las Msrs es la de revertir la oxidacién de metioninas libres y que esto es
especialmente relevante para organismos incapaces de sintetizar metionina de novo,

mas aun si estan sujetos a condiciones oxidantes (Garcia-Santamarina y col., 2013).

En este trabajo se pudo comprobar la existencia de una fRMsr en T. cruzi. La
enzima posee una disposicién inusual de dominios, presentando el caracteristico
plegamiento GAF de estas enzimas hacia el extremo N terminal y un dominio TIP41 en
la porcion C terminal de la proteina. Este arreglo de dominios estad conservado entre
los tripanosomatidos y al momento no es posible identificar cual puede ser la
relevancia fisiologica de esta fusién. La enzima se expresa durante todo el ciclo de
vida del parasito, aunque aparentemente sus niveles son mayores en los estadios
replicativos. Se comprobé que la proteina sufre diversas modificaciones
postraduccionales como ser un corte proteolitico en la zona conectora de ambos
dominios. Luego de este procesamiento la localizacion subcelular de los productos de
clivaje parece alterarse. Estos eventos aparentan estar regulados, pero los ensayos
destinados a determinar cual es la senal que los desencadenan no fueron
concluyentes. También se demostré que la enzima se fosforila, tanto en el dominio
GAF como en el dominio TIP41. Es probable que la enzima también sea blanco de
otras modificaciones, tales como ubiquitinacion o sumonilacién. En su conjunto, la
complejidad de los procesos que aparentan afectar a la TcfRMsr hace pensar que
probablemente la proteina participe en otros caminos metabdlicos o vias de
sefalizacién celular y que posea entonces otra funcionalidad accesoria a su actividad
como metionina sulféxido reductasa. Seria interesante evaluar también si alguna de

estas modificaciones varia o regula la actividad Msr per se.

En lo que respecta propiamente a la actividad enzimatica, se pudo comprobar
que el dominio catalitico se encuentra en la porcién N-terminal de la proteina. Esta
region (dominio GAF) fue capaz de complementar el fenotipo de una levadura mutante
en todas sus Msr enddgenas. La proteina de T. cruzi fue lo suficientemente activa in
vivo como para conferirle a la levadura (auxétrofa para metionina) la capacidad de
crecer utilizando metionina sulféxido, especificamente mediante la reduccion del
isdbmero R. Este resultado sugiere que la TcfRMsr brinda al parasito una ventaja
metabdlica, ya que le posibilita utilizar Met-R-SO proveniente del suero del hospedero.

153



Ya que los mamiferos no tienen la capacidad de utilizar dicho compuesto, el parasito
no tendria competencia en cuanto al aprovechamiento del recurso y podria utilizarlo

para aumentar su pool de metionina.

Los ensayos cataliticos con la proteina recombinante confirmaron los resultados
obtenidos in vivo en cuanto a la especificidad de la enzima hacia el isomero R de la
Met-SO. Por otra parte, la enzima fue capaz de acoplarse a una cadena de
transferencia de equivalentes de reduccion compuesta por metabolitos y proteinas
provenientes del parasito. Al respecto, la enzima acepté eficientemente electrones
provenientes de la TcTXNI, por lo que se enmarca dentro del grupo de proteinas
relacionadas con el metabolismo dependiente de tripanotién, caracteristico de
tripanosomatidos.

Resulté interesante comprobar que los alelos presentes en la cepa hibrida CL-
Brener ostentan un comportamiento diferencial. El alelo P aparenta formar
preferencialmente un puente disulfuro intracatenario durante su ciclo de catalisis,
mientras que dicho evento no se detectd para el alelo S. Para este caso, la realizacién
de un modelo permitié suponer que el cambio de una leucina por prolina en la posicién
32, favoreceria una mayor libertad del extremo N-terminal de la proteina y con esto la
formacion de un puente disulfuro intercatenario entre la C12 (presente en dicha region)
y alguna de las cisteinas del sitio activo del otro monémero. El alelo P presenta una
actividad enzimatica 5 veces superior a la estimada para el alelo S. Es posible que la
reduccion del puente disulfuro intracatenario por parte de la TcTXNI sea mas eficiente
y origine la diferencia de actividad. Llamativamente un comportamiento similar se ha
reportado para la TcMsrA, donde ambos alelos de la enzima también difieren en sus
eficiencias cataliticas (Arias y col., 2011).

T. cruzi presenta una poblacion heterogénea compuesta de cepas que circulan
en los denominados ciclos selvaticos y domésticos. Basados en una serie de
marcadores moleculares el taxén se ha dividido inicialmente en dos grupos, los
llamados linajes | y Il (Momen, 1999). Estudios mas recientes sugieren la existencia de
seis unidades discretas de tipificacion (Zingales y col., 2009). A pesar que la poblacion
de T. cruzi es predominantemente clonal, se ha identificado la existencia de algunas
cepas hibridas, incluyendo el clon CL Brener, el cual fue elegido como cepa de
referencia para el proyecto genoma (El-Sayed y col., 2005). El elevado polimorfismo (a
nivel poblacional) en el genoma del pardsito probablemente sea la causa de que
diferentes cepas varien en cuanto a su indice de parasitemia, severidad de la fase
aguda, sintomas croénicos (cardiaco vs gastrointestinal), resistencia a estrés oxidativo y

particularmente su resistencia a drogas (Filardi y Brener, 1987; Murta y col., 1998;
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Mielniczki-Pereira y col., 2007; Piacenza y col., 2009). La base molecular de estos
fenotipos diferenciales es poco conocida. Aunque escasos, existen algunos reportes
acerca de diferencias cataliticas o regulatorias para enzimas codificadas por diferentes
alelos, ya sea presentes en cepas hibridas o a nivel poblacional (Campos y col., 2011;
Cherkesova y col., 2014).

Los resultados obtenidos por nuestro grupo indican que en T. cruzi existen alelos
menos activos tanto para la TcMsrA como para la TcfRMsr. Si bien es una hipétesis
que hay que corroborar, es probable que las cepas que contengan dicha combinacién
de alelos se encuentren limitadas en su capacidad de utilizar Met-SO en reacciones de
salvataje de metionina. Dada la importancia de la metionina para el metabolismo de
los tripanosomatidos, y su relativa escases en el suero humano, dicha desventaja
puede resultar significativa. Esta condicién puede exacerbarse especialmente durante
eventos de estrés oxidativo, como los que puede imponer la respuesta inmune del
hospedero. Lo expuesto podria representar una de las bases moleculares de las
diferencias fenotipicas entre cepas.

Si bien histéricamente se ha hecho hincapié en el estudio de los procesos de
reparacion de macromoléculas (proteinas, acidos nucleicos, etc), el avance de los
estudios metabolémicos ha dejado en evidencia la existencia e importancia de
diversas vias de reparacion de metabolitos dafados. Al respecto, las Msrs forman
parte de un selecto grupo de enzimas reparadoras que se estan erigiendo como una
prometedora area de estudio (Linster y col., 2013).
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5. CONCLUSIONES

E. histolytica

o La EANROR recombinante presentd actividad NAD(P)H oxidasa, generando
H.O, como producto. Sin embargo, in vivo, esta actividad podria estar
fuertemente inhibida por accién del NAD".

. Los resultados obtenidos indicarian que la funcion fisiolégica de la EANROR es
la de actuar como rubredoxina reductasa. En E. histolytica, la ausencia del
sustrato tipico para este tipo de enzimas (rubredoxinas) es sobrellevada por la
capacidad de la EhNNROR de ceder electrones de forma directa a las proteinas
efectoras (EhRry EhFDP).

o Se pudo comprobar que la EhRr tiene capacidad de reducir H,O, de forma
eficiente y que aparenta tener una expresion constitutiva en condiciones
normales de cultivo. Estudios previos indican que esta proteina posee

localizacion mitosomal.

o Ensayos de inmunolocalizacion determinaron que la EANROR es una proteina
mitosomal, en consecuencia, la EANROR y la EhRr constituyen un sistema
eficaz de detoxificacién de H,O, dentro de los mitosomas.

o La EAFDP1 presenta actividad O, reductasa y tiene preferencia por utilizar Fds
como sustratos reductores en lugar de rubredoxinas. Este aspecto es relevante
ya que este comportamiento podria representar una adaptacién de la enzima al
contexto metabdlico del parasito.

. Se comprobd que la EhFDP1 tiene localizacién citoplasmatica, lo que es
coherente con la propuesta de que las Fds son sus dadores de electrones
fisiolégicos.

. El consumo de O, observado durante el metabolismo “aerobio” de E. histolytica
seria consecuencia de la accion de las FDPs, que se conectarian al metabolismo
central utilizando los equivalentes de reduccién cedidos por las Fds. Debido a
esta transferencia electronica, dichas redoxinas se reoxidarian estando
disponibles nuevamente para aceptar los electrones provenientes de la oxidacion

del piruvato y evitando de esta forma el cese del flujo glicolitico.

o La EAFDP1 presenta una baja actividad NO® reductasa, sin embargo, su alta

abundancia podria compensar, in vivo, esa deficiencia.
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o Las ferredoxinas amebianas son inactivadas por accion del NO*. Una hipotesis
atractiva, dada la alta abundancia de estas proteinas, seria que actuaran como
“buffers” de contencion de NO°, siendo luego reparadas por los mecanismos

celulares.

T. cruzi

o Se pudo comprobar la existencia de una fRMsr en T. cruzi. La enzima posee una
disposicién inusual de dominios, presentando el caracteristico plegamiento GAF
de estas enzimas hacia el extremo N terminal y un dominio TIP41 en la porcién
C terminal de la proteina. Este arreglo de dominios esta conservado entre los
tripanosomatidos y al momento no fue posible identificar cual puede ser la

relevancia fisioldgica de esta fusion.

o La TcfRMsr se expresa durante todo el ciclo de vida del pardsito, aunque

aparentemente sus niveles son mayores en los estadios replicativos.

o Se comprobé que la TcfRMsr sufre un corte proteolitico en la zona conectora de
ambos dominios. Luego de este procesamiento, la localizacion subcelular de los
productos de clivaje parece alterarse.

o Se demostré que la TcfRMsr se fosforila, tanto en el dominio GAF como en el
dominio TIP41.

o Se pudo comprobar que el dominio catalitico de la TcfRMsr se encuentra en la
porcion N-terminal de la proteina. Esta regién (dominio GAF) fue capaz de

complementar el fenotipo de una levadura mutante en todas sus Msr endégenas.

o Los ensayos cataliticos con la TcfRMsr(G) recombinante confirmaron los
resultados obtenidos in vivo en cuanto a la especificidad de la enzima hacia el
isémero R de la Met-SO.

o La TcfRMsr(G) acepté eficientemente electrones provenientes de la TcTXNI, por
lo que se enmarca dentro del grupo de proteinas relacionadas con el
metabolismo dependiente de tripanotion, caracteristico de tripanosomatidos.

. El alelo P de la TcfRMsr(G) aparenta formar preferencialmente un puente
disulfuro intracatenario durante su ciclo de catalisis, mientras que dicho evento
no se detecto para el alelo S. Un modelo permitié suponer que el cambio de una
leucina por prolina en la posicién 32 del alelo S, favoreceria una mayor libertad

del extremo N-terminal de la proteina y con esto la formacién de un puente
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disulfuro intercatenario entre la C12 (presente en dicha regién) y alguna de las

cisteinas del sitio activo del otro monémero.

El alelo P de la TcfRMsr(G) presenta una actividad enzimatica 5 veces superior a
la estimada para el alelo S. Es posible que la reduccion del puente disulfuro
intracatenario por parte de la TcTXNI sea mas eficiente y origine la diferencia de
actividad.

La TcfRMsr brindaria al parasito una ventaja metabdlica, ya que le posibilitaria
utilizar Met-R-SO proveniente del suero del hospedero. Ya que los mamiferos no
tienen la capacidad de utilizar dicho compuesto, el parasito no tendria
competencia en cuanto al aprovechamiento del recurso y podria utilizarlo para

aumentar su pool de metionina.
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