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RESUMEN.

Trypanosoma cruzi es el agente causal de la tripanosomiasis americana, mejor
conocida como enfermedad de Chagas, la cual es considera endémica del continente
americano y afecta a mas de 18,000,000 de personas en toda América Latina. A un
siglo de la descripcion oficial de la enfermedad, solamente se cuenta con dos farmacos
antichagdsicos, el nifurtimox y el benznidazol, los cuales producen graves efectos
téxicos en los pacientes debido a su tratamiento prolongado, ademas de ser costosos y
poco disponibles comercialmente, aunado a la aparicién de resistencia en los parasitos.
Estos hechos enfatizan la importancia de buscar nuevos blancos terapéuticos para el
tratamiento de la enfermedad.

Durante su ciclo de vida los parasitos se encuentran expuestos a especies
reactivas de oxigeno y nitrégeno (ROS y RNS) derivados de su propio metabolismo, de
la respuesta inmune del hospedero y por los farmacos que se utilizan para el
tratamiento de la enfermedad. La defensa antioxidante de T. cruzirecae en el
tripanotion [T(SH).] el cual es un conjugado de dos moléculas de glutation (GSH) con
una de espermidina (Spd). El T(SH),, junto con la tripanotién reductasa (TryR) y una
gran variedad de enzimas antioxidantes dependientes del T(SH),, reemplazan las
funciones antioxidantes que el sistema GSH/GSH-reductasa realiza en las células

humanas.

En el laboratorio se ha hecho la caracterizacion cinética de las enzimas de la via
de la sintesis de GSH, del T(SH)., de las enzimas antioxidantes dependientes de
T(SH). y la TryR con el objetivo de identificar a través de modelado metabdlico a las
enzimas con el mayor potencial terapéutico. Sin embargo, existe poca informacién
acerca de la sintesis de novo de Spd en la cual estan involucradas la espermidina
sintasa (SpdS), la cual se encarga de sintetizar Spd a partir de putrescina y S-
adenosilmetionina descarboxilada (dJAdoMet). A su vez la dAdoMet se sintetiza a partir
de la descarboxilacion de la S-adenosilmetionina (AdoMet) por la S-adenosilmetionina
descarboxilasa (AdoMetDC).



Mi tesis de licenciatura se enfocd en clonar a los genes, sobre-expresar, purificar y
caracterizar cinéticamente a la AdoMetDC y SpdS de T. cruzi de la cepa Ninoa. Los
analisis cinéticos se realizaron en condiciones de pH y temperatura que asemejan las
condiciones intracelulares del parasito con el objetivo de poder comparar sus
propiedades cataliticas con las enzimas de todo el resto del metabolismo del T(SH),

gue ya se caracterizaron en el laboratorio.

Se pudieron obtener ambas enzimas en su forma recombinante con porcentajes
altos de pureza. Se pudo establecer una metodologia para determinar la actividad
enzimatica de la AdoMetDC la cual demostré que la enzima obtenida es activa. Sin
embargo debido a su baja capacidad catalitica, no se pudo utilizar esta enzima para
poder determinar la actividad de la SpdS al utilizarla en un ensayo acoplante.

Los avances obtenidos en esta tesis permitiran en un futuro poder caracterizar a

las enzimas de la sintesis de novo de Spd en T. cruzi.



INDICE.

1.

SESIEANN

NTRODUCCION
.1 Caracteristicas del parasito

.2 Ciclo de vida del parasito

.3 Caracteristicas del insecto transmisor y los hospederos mamiferos
.4 Vias de transmision del parasito

.5 Epidemiologia de la enfermedad de Chagas

.6 Enfermedad de Chagas
v
.8
.9
A
A

Etapas y sintomatologia de la enfermedad
Tratamiento de la enfermedad
Metabolismo antioxidante en Trypanosoma cruzi
0 Caracteristicas de las poliaminas
1 Caracteristicas cinéticas de la enzimas involucradas en la sintesis de
Spd
1.12 Caracteristicas cinéticas y estructurales de la AdoMetDC
1.13 Caracteristicas cinéticas y estructurales de la SpdS
JUSTIFICACION
HIPOTESIS
OBJETIVO GENERAL
OBJETIVOS PARTICULARES
METODOLOGIA
6.1 Andlisis del DNA y disefio de los cebadores
6.2 Amplificacién de los genes de AdoMetDC y SpdS
6.2.1 Fundamento del Método de Reaccién en Cadena de la Polimerasa
6.2.2. Protocolo experimental
6.3 Andlisis del DNA amplificado por electroforesis en gel de agarosa
6.3.1 Fundamento de la técnica
6.3.2 Protocolo experimental
6.3.3 Purificacién de los fragmentos de DNA de la agarosa
6.4 Clonacion del DNA amplificado en un plasmido para productos de PCR
6.4.1 Fundamento de la clonacién
6.4.2 Protocolo experimental
6.5 Transformacion bacteriana y seleccion de células competentes
6.5.1 Fundamento
6.5.2 Protocolo experimental
6.6 Purificacion del DNA plasmidico por el método de Miniprep
6.7 Confirmacién de la clonacion del gen deseado
6.8 Clonacion de genes en el vector de sobreexpresién
6.8.1 Fundamento del sistema de expresion heterdloga pET
6.8.2 Clonacién en el vector de expresién
6.8.3 Sobreexpresion de las enzimas en las bacterias
6.8.4 Purificacidén de las proteinas recombinantes
6.9 Cuantificacion de las proteinas por el método de Lowry
6.9.1 Fundamento de la técnica
6.9.2 Protocolo experimental

—_— ek = e D



6.10 Caracterizacion cinética de las enzimas por espectrofotometria
6.10.1 Protocolo experimental

6.11 Caracterizacion cinética de AdoMetDC por cromatografia de gases
6.11.1 Fundamento de la Cromatografia de gases
6.11.2 Protocolo de la medicion de la actividad de AdoMetDC

7. RESULTADOS

7.1 Amplificacion de los genes de AdoMetDC y SpdS

7.2 Clonacién del DNA amplificado en un vector para productos de PCR
7.3 Digestién del DNA plasmidico

7.4 Secuenciacién

7.5 Clonacién, expresion y purificacion de las proteinas recombinantes
7.6 Caracterizacion cinética de AdoMetDC y SpdS por
espectrofotometria

7.7 Caracterizacion cinética de AdoMetDC por cromatografia de Gases

8 DISCUSION DE RESULTADOS
9 CONCLUSIONES

10 PERSPECTIVAS

11 BIBLIOGRAFIA



ABREVIATURAS.
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putrescina

Sodium Dodecyl Sulfate—Polyacrylamide Gel Electrophoresis
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Spm espermina

SOD superdxido dismutasa
Spd espermidina

SpdS espermidina sintasa
TryR tripanotién reductasa
TryS tripanotién sintetasa
Trx tioredoxina

TrxR tioredoxina reductasa
TS, disulfuro de tripanotiéon
T(SH2) tripanotion

TXN triparedoxina

X-Gal 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopirandsido



1. INTRODUCCION.
1.1. Caracteristicas del parasito

Trypanosoma cruzi es un parasito protozoario intracelular perteneciente a la
Clase Zoomastigophora, Orden trypanosomatida, Familia Trypanosomatidae el
cual es el causante de la Enfermedad de Chagas o tripanosomiasis americana.

Dentro de esta misma familia podemos enumerar a otros parasitos
causantes de distintas enfermedades relevantes tales como Trypanosoma brucei
gambiense yTrypanosoma brucei rhodesiense que causan la enfermedad del
sueno o tripanosomiasis africana; Leishmania sp, causante de la leishmaniasis
visceral y tegumentaria (Stuart et al., 2008 y Barrett et al., 2003) y Crythidia sp,
parasito de los insectos el cual se transmite de un hospedero a otro a través de
sus heces.

Los tripanosomatidos son organismos eucariontes que cuentan con un
cuerpo alargado que llega a medir entre 15 y 20 um, una Unica mitocondria
denominada cinetoplasto que contiene DNA mitocondrial y un solo flagelo que le
confiere la caracteristica de ser méviles en algunas etapas de su ciclo de vida.
Son parésitos que se dividen por fision binaria y son transmitidos al hombre a
través de un insecto vector (Barret et al., 2003).

T. cruzi puede presentarse en cuatro estadios (Fig. 1) en los cuales la
localizacion del flagelo, el nucleo y su mitocondria ademas de su presencia en
los hospederos varian en cada uno de ellos (Tay-Zavala et al., 2002 y Guzman-

Marin et al.,1999). Estos estadios se conocen con el nombre de:

a) epimastigote (Fig. 1A): forma proliferativa del hospedero insecto. Cuentan
con un flagelo localizado en la parte media de la célula, un nucleo central y un
cinetoplasto anterior a este Ultimo. Se reproducen por fision binaria de
manera abundante. Es la forma biolégica de eleccién para la mayor parte de
los experimentos que se realizan en este parasito ya que se puede cultivar in

vitro.



b) tripomastigote sanguineo (Fig. 1B): forma flagelada no proliferativa que se
encuentra circulando en la sangre del hospedero mamifero y permanece ahi
por muy poco tiempo ya que tiene la capacidad de invadir e infectar otras
células. El ndcleo se localiza en el centro y separado de éste se haya el
cinetoplasto de gran tamafo localizado ahora en la parte posterior de la
célula. En este estadio el flagelo es tan grande que se encuentra formando

una membrana ondulante a lo largo de todo su cuerpo.

c) amastigote (Fig. 1C): también conocidos como esferomastigotes, carecen
de flagelo libre y por consecuencia no tiene movimiento propio. Esta forma

es capaz de replicarse por fision binaria dentro de las células del hospedero
mamifero. Su ndcleo es muy grande y se localiza en el centro de su cuerpo
alargado y en forma ovalada mientas que el cinetoplasto se haya justo a un

lado de este.

d) tripomastigote metaciclico: Es la forma infectiva flagelada que se
encuentra en el vector; una vez que se depositan junto con sus heces tienen
la capacidad de penetrar en las células del hospedero e infectarlas. Cuentan
con un cuerpo alargado que llega a medir entre 20-25 micras de longitud, el
flagelo se localiza a lo largo de todo su cuerpo formando una enorme
membrana ondulante ademas de tener un gran nudcleo central y el

cinetoplasto localizado posterior a este.

e

A. Epimastigote B. Tripomastigote C. Amastigote

Fig 1. Estadios de desarrollo de Trypanosoma cruzi. La identificacion de los estadios de
desarrollo depende de la forma asi como de la ubicacién del cinetoplasto. Parasitos tenidos con
Giemsa (tincion de nucleos y cinetoplasto). Modificado de De Souza, 2002.



1.2 Ciclo de vida del parasito.

T. cruzi tiene un ciclo de vida caracteristico que involucra a vertebrados
mamiferos e invertebrados (Fig. 2). Los estadios b y ¢ descritos anteriormente
se encuentran en los hospederos mamiferos y los estados a y d en el insecto
vector ((Tay-Zavala et al., 2002 y Guzman-Marin et al.,1999).

El ciclo de vida del parasito comienza cuando una chinche hematéfaga
portadora de T. cruzi se alimenta succionando la sangre de un mamifero
mientras este duerme o ignora su presencia. Al saciarse, defeca junto con sus
heces al parasito en su forma infectiva de tripomastigote metaciclico. Esta forma
del parasito entra al mamifero cuando se produce una lesién en la superficie de
la piel al momento de rascarse o por contacto con mucosas. Una vez dentro del
organismo, los tripomastigotes metaciclicos invaden células epiteliales,
endoteliales o musculares (Moran-Utrera et al.,2010), a las que son capaces de

llegar ayudados por su unico flagelo.

Fig. 2 Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi

ETAPAS EN EL HUMANO. El ciclo se inicia cuando un insecto hemato6fago se alimenta de la sangre de un mamifero
y defeca en su piel. Los tripomastigotes entran al organismo a través de la herida que se produce al rascarse o por
las mucosas e infectan las células. Dentro de las células del mamifero se transforman en amastigotes y proliferan
activamente formando nidos de amastigotes los cuales posteriormente pasan a ser tripomastigotes. Después de un
tiempo, la célula se rompe liberandose al torrente sanguineo los tripomastigotes sanguineos e infectando células
nuevas de otros 6rganos o ser ingeridos por un nuevo insecto.

ETAPAS EN EL INSECTO. Cuando una chinche que no tiene a T. cruzi se alimenta de la sangre del mamifero
infectado, algunos tripomastigote pasan a él a través de la sangre y en el intestino del insecto se transforman en
epimastigotes, los cuales se multiplican activamente. Al transitar por el recto, se transforman en tripomastigotes
metaciclicos. Después de una alimentacion los parasitos se depositan junto con las heces para iniciar el ciclo.
Tomado de ww.who.int/tdr/diseases/chagas/lifecycle.htm




Dentro de la célula, los tripomastigotes se diferencian en amastigotes los
cuales se reproducen por fision binaria formando nidos de amastigotes
intracelulares. Al cabo de un promedio de cinco dias se transforman en
tripomastigotes y promueven el estallamiento de la célula con lo cual se liberan
los parasitos e infectan otras células aledafias. Aquellos que logran llegar al
torrente sanguineo se les denomina tripomastigotes sanguineos por lo que
pueden infectar células de otros érganos distantes como corazén, colén y
esoéfago, o durante su viaje pueden ser ingeridos por otra chinche al ser

succionados durante su alimentacién.

Una vez en el intestino medio del insecto, los tripomastigotes se
diferencian a epimastigotes y se multiplican por fisién binaria. Posteriormente,
contindian su transito hasta el recto, donde se adhieren a la pared celular de este
a través de su flagelo, propiciando su transformacién a tripomastigotes
metaciclicos. Estos ultimos se despegan de la pared y son eliminados en las
heces y la orina de la chinche, para comenzar nuevamente con el ciclo (Tay-
Zavala et al., 2002 y Guzman-Marin et al.,1999).

1.3 Caracteristica del insecto transmisor y los hospederos mamiferos.

En 1909 en Lasssance, Brasil, el médico Carlos Justiniano Ribeiro Chagas
(1879-1934) describio la presencia de casas infestadas con un insecto
hematéfago conocido como “barbeiro” (por su preferencia de picar en la cara), el
cual posteriormente descubrié ser el portador y transmisor del parasito T. cruzi
causante de la tripanosomiasis americana, es por ello que a esta patologia
también se le denomina Enfermedad de Chagas. En México al insecto
transmisor de la enfermedad se le conoce como “chinche besucona” (por su
aparato bucal alargado) mientras que en otros paises de America Latina se le
conoce como vinchuca, pito o chinche compostela por la forma de uva que

adquiere al ingerir la sangre.



Estos insectos transmisores se clasifican dentro de la familia Reduviidae,
subfamilia Triatominae y son considerados como el Unico vector natural de
T.cruzi (Barret et al., 2003; Becerril y Romero, 2004). México es el pais
latinoamericano que cuenta con la mayor variedad de triatdminos, con siete
géneros principales: Triatoma, Paratriatoma, Rhodnius, Panstrongylus, Eratyrus,
Dipetalogastery Belminus. De las 123 especies de la familia Triatominae que se
han descrito en el mundo, aproximadamente 30-40 se encuentran en México y
de estas mas de la mitad pertenecen al género Triatoma consideradas como las
principales portadoras de T.cruzi (Mandell, 2002; Dumonteil,1999) destacando
Triatoma dimidiata, Triatoma barberiy Triatoma infestans como las especies
transmisoras mas importantes del pais, debido a que suelen habitar dentro de las

viviendas humanas o cerca de estas (www.unibio.unam.mx/chagmex).

Se consideran como principales hospederos de T.cruzi algunos mamiferos en los
que se incluye el ser humano, animales domésticos como el perro, el gato, los roedores
y los animales de la granja y animales silvestres como el mapache, el armadillo y los
monos por mencionar algunos los cuales son infectados con T.cruzi debido a que los
triatomas se alimenta de la sangre de estos. Varios de los hospederos no humanos no
solamente sirven de reservorio y alimento para las chinches sino que pueden ser un
medio de transporte para que la chinche y el parasito lleguen hasta los hogares e
infecten al hombre.

1.4 Vias de transmision del parasito.

Las vias de entrada de T. cruzi pueden ser varias: la directa ocasionada
por la mordedura de la chinche (Becerril y Romero, 2004) asi como la
penetracion por la conjuntiva de los ojos y las mucosas de la boca; las
transfusiones sanguineas, el transplante de érganos y la via congénita (Teixeira,
2006). La principal via de transmision del parasito es la del insecto, seguida por
el uso de hemoderivados humanos ya que T. cruzi, es capaz de sobrevivir en

sangre total mantenida a 4 °C por periodos prolongados de hasta 18 dias o por



250 dias a temperatura ambiente almacenada en presencia de citrato (Rosa et
al., 2001). Cuando la via de transmision es congénita (de la madre al hijo) el
parasito puede infectar al feto durante el embarazo y/o el parto. También se
reportan casos de inoculacion accidental en el laboratorio y hospitales. La via
oral es muy comun en el ciclo silvestre, ya que algunos marsupiales y mamiferos
suelen alimentarse de chinches, mientras que algunos gatos o perros, ademas
de comer a los triatdbminos, pueden comer roedores infectados con estos
(Organizacién Mundial de la Salud WHO, 2002).

1.5 Epidemiologia de la enfermedad de Chagas.

A mas de 100 anos de su descripcion formal por Carlos Chagas, en
América Latina la tripanosomiasis americana ocupa el primer lugar en
prevalencia (Imbert, 2005), y el sexto en mortalidad entre las enfermedades
tropicales (Hotez et al., 2006 y Martins-Melo et al., 2012) asi como el tercero
entre las enfermedades transmisibles después del SIDA y la tuberculosis (Sierra-
Johnson et al., 2005). Un reporte del 2007 de la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS-WHO, 2007) estima que 12,500 personas mueren anualmente por
causa de esta enfermedad en 21 paises endémicos que van desde el sur de
Estados Unidos hasta el sur de Argentina y Chile. En esta regién el nimero de
personas afectadas por esta parasitosis es de 18 millones de personas mientras
que aproximadamente otros 28 millones de personas se encuentran en riesgo de
adquirir la enfermedad (Prata, 2001;WHO, 2007). Aunque la enfermedad de
Chagas es considerada como una patologia endémica de América Latina ya se
han detectado casos clinicos de la enfermedad en otros continentes como en
Europa y Australia debido a los fendmenos de migracion de personas de paises

latinoamericanos que buscan mejores condiciones de vida (Coura,2010).

La enfermedad de Chagas afecta principalmente a personas de escasos
recursos que habitan viviendas rurales. La mayoria de las personas infectadas
adquieren al parasito al ser mordidos por una chinche dentro de su hogar (Coura

y Junqueira, 2012), ya que a estos insectos les gusta esconderse en lugares



oscuros como lo son los techos de paja, laminas de cartén, asbesto, zinc,
tejamanil o madera, asi como en grietas o fisuras de paredes de casas hechas
con adobe y pisos de tierra. El lugar y el clima en que se desarrolla la chinche es
variado ya que podemos encontrarlas tanto en zonas con vegetacion abundante,
hasta en selvas secas, humedas y manglares y climas que van desde humedos,
calidos, hasta muy aridos, por lo que esto influye para que la enfermedad tenga

una gran distribucion territorial.

1.6 Enfermedad de Chagas.

1.6.1 Etapas y sintomatologia de la enfermedad

La enfermedad se puede dividir en tres fases: la aguda, la de latencia y la
cronica. La fase aguda se inicia una vez que T. cruziinfecta las células del
hospedero y comienza a multiplicarse en ellas, lo cual ocurre de 5 a 10 dias
después de que la persona fue inoculada con el parasito. En esta etapa, los
malestares pueden confundirse con los de un resfriado gripal ya que puede
haber fiebre, sudoracion, falta de apetito y malestar general (Dumonteil, 1999;
Teixeira et al., 2006). Existen dos signos que pueden ser caracteristicos de esta
etapa, el primero conocido como signo de Romana en el que se presenta edema
en el parpado del ojo o la comisura de los labios, y viene acompanado de
comezon y enrojecimiento del area; el segundo se conoce como chagoma,
cuando la inoculacién se ha dado en cualquier otra parte del cuerpo. Este altimo
es mas dificil identificarlo, ya que puede confundirse con la picadura o
mordedura de cualquier otro insecto piégeno y a diferencia del sindrome de
Romana suele ser indoloro. El chagoma de inoculacién desaparece a los 30 o
60 dias después de la infeccion pero el parasito continda en la sangre. La
identificacion de la enfermedad en la fase aguda se centra en la busqueda del

parasito en la sangre o mediante pruebas serolédgicas (Prata, 1995).



La fase de latencia generalmente ocurre sin que se presenten sintomas
evidentes y puede durar entre 10 y 30 afios (Maya, 2010). Existen reportes de
personas en las que se encontré la presencia del parasito cuando se les hacen
examenes clinicos para otras sintomatologias. Por lo tanto, las personas pueden
permanecer infectadas por el resto de su vida y representar un alto indice de
peligro de transmision de la enfermedad por transfusién sanguinea o donacion

de 6rganos.

La fase crénica se presenta cuando la enfermedad tiene sintomatologia
evidente que puede afectar principalmente al sistema nervioso, al sistema
digestivo (colon y es6fago) y al corazén. Se le conoce como fase “mega”, ya que
se presenta agrandamiento de estos 6rganos (Maya, 2010). Se reporta que
después de pasar varios anos en un estado asintomatico, 20 a 30% de los
infectados desarrollan dafos cardiacos, 10% presentan dafos digestivos y un
5% presentan trastornos del sistema nervioso periférico. La mayoria de las
defunciones causadas por la enfermedad se deben a miocardiopatias (Gascon et
al., 2007).

Se han propuesto diversas teorias para explicar la causa del proceso
inflamatorio tan severo que ocasiona T. cruzi en los érganos que infecta. La
teoria de la persistencia del parasito (teoria del dafno directo), postula que la
inflamacion podria ser una consecuencia directa de la destruccion de la célula
huésped al ser invadida por los parasitos (Becerril y Romero, 2004). La teoria
autoinmune atribuye las lesiones chagasicas a la produccién de autoanticuerpos
reactivos dirigidos contra estos tejidos (Rodriguez Coura y de Castro, 2002) y la
teoria neurogénica asume que el dafo causado por el parasito se observa
principalmente en las células que controlan los actos involuntarios como la
digestion, la relajacion, la contraccion, etc. las cuales al parecer dejan de realizar
dichas funciones en los érganos afectados ocasionando el proceso inflamatorio
(Teixeira,et al.,2006; Maya et al., 2010).



1.6.2 Tratamiento de la enfermedad

Desde su descripcion formal en 1910 hasta nuestros dias, los nitrofuranos
y los nitroimidazoles son los farmacos por eleccion destinados al tratamiento de
la enfermedad de Chagas. Existen Unicamente dos drogas nitro-heterociclicas,
consideradas como antichagasicas conocidas comercialmente como nifurtimox
(NFX) y benznidazol (BNZ) (Fig. 3) (Rodrigues Coura y de Castro, 2002).

El NFX ([N-(3 metil-1,1-dioxo-1,4-tiazinn-4-il)-1-(5-nitro-2-furil)])
comercializado por los laboratorios Bayer como Lampit® es un compuesto
lipofilico, ingerible y eficaz para erradicar tripomastigotes circulantes y
amastigotes en la etapa aguda de la infeccién con T. cruzi. La accidn tripanocida
del NFX se debe a un proceso de nitroreduccion intracelular seguida de un ciclo

redox monoelectrénico para regenerar el compuesto, lo que conlleva a la
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Figura 3. Estructura quimica de los farmacos antichagasicos. En las estructuras se puede
observar el grupo nitro, el cual se reduce por la accién de nitroreductasas y produce radicales
libres y compuestos electrofilicos (indicados en paréntesis) que dafan la estructura del DNA,
proteinas y lipidos. Tomados de http://pubchem.ncbi.nim.nih.gov

formacién de especies reactivas de oxigeno (EROs) como el superéxido (Oz°), el
peréxido de hidrégeno (H>O,) y radical hidroxilo (OH.). Estas EROs pueden
formar especies reactivas intermedias que pueden unirse a varias

macromoléculas como el DNA, lipidos y proteinas (Maya et al., 2007). El



tratamiento con el farmaco es por un periodo de 60 dias en dosis de 8 mg/kg/dia
para adultos y de 10 mg/Kg/dia para nifios (Coura, 2009). La frecuencia del
empleo del tratamiento con NFX es baja debido a que el fabricante ha dejado de
producir comercialmente el compuesto y solamente lo sintetiza por causas

humanitarias.

El BNZ ([N-bencil-2-(2-nitroimidazol-1-il) acetamida]) comercializado por
los laboratorios Roche como Rochagan® o Radanil® es un 5°-nitroimidazol que
se dio a conocer en la década de los 70s. A diferencia del NFX no estimula la
generacion de radicales libres de oxigeno sino que su activacion intracelular lleva
a la formacion de metabolitos electrofilicos (R-NO, R-NH-OH) que pueden unirse
a macromoléculas, dando como resultado dafo directo al DNA, lipidos y
proteinas (Maya et al., 2007). Este farmaco se prescribe durante 60 dias en
dosis de 5 mg/Kg/dia en adultos (Coura, 2009) y 5 a10 mg/Kg/dia en nifios de
hasta 40 Kg. En los lactantes la dosis recomendada es de 10 mg/Kg/dia. Asi
como ocurre con el NFX, el BNZ lo sintetizan en pocas cantidades y solamente
por causas humanitarias a través de peticiones tramitadas por la OMS.

El tratamiento con esto farmacos tiene efectos colaterales adversos muy
severos que incluyen anorexia, pérdida de peso, nauseas, vomitos, excitacion
nerviosa, insomnio, depresion, vértigo, dolor de cabeza, somnolencia, pérdida
del equilibrio, desorientacion, falta de memoria, fendmenos acusticos, dafnos al
sistema nervioso central y periférico, edema, intolerancia hepatica, entre otros
(Castro y Diaz ,1988). Ademas, debido a que el tratamiento es largo, muchos
pacientes suelen abandonarlo. Aunado a esto, los farmacos son poco eficientes
durante la fase crénica de la enfermedad de Chagas. Es por estas razones que
el desarrollo de nuevos agentes terapéuticos se ha convertido en una
probleméatica de caracter urgente para la comunidad cientifica (Barrett et al.,
2003).

Se han buscado sitios de intervencién terapéutica en varias vias
metabdlicas de este parasito tales como la glicélisis, la via de salvamento de
purinas y pirimidinas, el transporte de nucledsidos, la biosintesis de esterol, y la
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sintesis y degradacidn de proteinas, entre otras dentro de las cuales también se
encuentra el metabolismo antioxidante del parasito en el que se hayan enzimas
importantes que sintetizan, utilizan o reciclan tripanotién consideradas también

como potenciales blancos terapéuticos (Olin-Sandoval et al., 2010).

1.7. Metabolismo antioxidante en Trypanosoma cruzi.

Todos los organismos vivos se encuentran dia a dia expuestos a EROs y
especies reactivas de nitrogeno (ERNs) tales como el 6xido nitrico (NOe) y el

peroxinitrito (ONOQO’) (Hansberg, 2002). Las EROs y ERNs ocasionan dafio a

las membranas celulares, al DNA, a las proteinas y lipidos causando la muerte
celular o apoptosis.

Para contender ambos tipos de especies reactivas, las células de los
mamiferos poseen mecanismos de defensa enzimaticos y no enzimaticos.
Dentro de los enzimaticos podemos encontrar a la catalasa (Cat), las
superoxidos dismutasas (SODs), el sistema glutatién/glutation reductasa
(GSH/GR), el sistema tioredoxina reductasa /tioredoxina (TrxR/Trx) asi como la
glutatién peroxidasa (GPX). Dentro de los no enzimaticos se encuentran
compuestos reductores como el GSH, el a—tocoferol, el acido ascérbico y los -
carotenos. En la mayoria de los organismos el GSH es el tiol no proteico mas
abundante dentro de las células (1-10 mM) y cumple con varias funciones en la
célula viva, por ejemplo esta involucrado en el manejo del estrés oxidante, en la
desintoxicacion de xenobibticos y en el caso de plantas y algunas levaduras

participa en la inactivacién de metales pesados téxicos ( Hansberg, 2002).

T. cruzi cuenta con mecanismos de defensa enzimaticos y no enzimaticos
ante el estrés el cual depende del tripanotién [T(SH).] (Fig. 4) ( Krauth, 2008;
Olin-Sandoval et al., 2010).
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El T(SH)2 es un conjugado de dos moléculas de GSH y una molécula de
espermidina (Spd) el cual es caracteristico de los tripanosomatidos y que junto
con la enzima tripanotién reductasa (TryR) constituye el mejor mecanismo de
defensa protector de T.cruzi ya que los tripanosomatidos no tienen glutatién
reductasa. El T(SH). posee ciertas propiedades quimicas que son mejores que
el GSH. El potencial redox del par T(SH)./TS; es -0.242 V el cual es ligeramente
mas electronegativo que el par GSH/GSSG (-0.25 V) lo que le confiere un poder
reductor mayor; ademas, la oxidacién intramolecular de los dos grupos tioles
presentes en el T(SH). se ve mas favorecida que la oxidacién intermolecular de 2
moléculas de GSH. La presencia de una carga positiva en el metabolito debido a
la Spd hace que el valor de pKa del T(SH). sea de 7.4 que coincide con el pH
fisiologico de la célula a diferencia del pKa que tiene el grupo tiol del GSH que es
de 8.66.

El metabolismo del tripanotion se encuentra constituido por dos bloques: el
de su sintesis y el de su consumo y regeneracion (Fig. 4). El primero, involucra
la formacion de sus dos precursores el GSH y la Spd y la sintesis directa del
metabolito y el segundo involucra el flujo de electrones desde el NADPH
proveniente de la rama oxidativa de la via de las Pentosas Fosfato hasta la
reduccion de los hidroperoxidos.

El GSH se sintetiza a partir de cisteina (Cys) y glutamato (Glu), por accion
de la gama-glutamil cisteina sintetasa (y— ECS), la cual forma gama-
glutamilcisteina (y-EC). A esta molécula, la glutation sintetasa (GS) le adiciona
una glicina (Gly) para formar el GSH. Por otro lado, la Spd necesaria para la
sintesis de T(SH),, puede transportarse del medio extracelular a través de un
transportador de Spd de alta afinidad o bien se puede sintetizar por la accién de
la espermidina sintasa (SpdS) a partir de putrescina (Put) y S-adenosilmetionina
descarboxilada (S-adenosil-5-3-metiltiopropilamina; dAdomet)l. La Put se
transporta del medio extracelular mientras que la dAdomet se obtiene a partir de
S-adenosilmetionina (AdoMet) a través de una reaccién de descarboxilacion
catalizada por la S-adenosilmetionina descarboxilasa (AdoMetDC) (Fig. 4). La
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unién de 2 moléculas de GSH y una de Spd catalizada por la tripanotién

sintetasa (TryS) conlleva a la sintesis de T(SH)..

El T(SH). se utiliza para reducir EROs y ERNs ya sea directamente o a
través de un sistema antioxidante enzimatico dependiente Unicamente del
T(SH).. En este sistema, el metabolito cede sus electrones a la triparedoxina
(TXN) y ésta a su vez a una triparedoxina peroxidasa y a una glutatién
peroxidasa no dependiente de selenio las cuales utilizan estos equivalentes
reductores para reducir los hidroperéxidos. Cabe mencionar que la catalasa, la
tioredoxina reductasa, la glutatiéon reductasa y algunas glutation peroxidasas
dependientes de selenio, las cuales conforman el sistema antioxidante de células
de humano, no estan presentes en el metabolismo de T. cruzi. El tripanotion
oxidado (TSy)es reducido por la TryR obteniendo los electrones a partir del
NADPH.

A continuacién se describe en detalle el metabolismo de las poliaminas en

donde se ubican las enzimas que se estudian en esta tesis (figura 4).

20Cys 2Glu
2ATP-Mg2+
AdoMet TRANSPORTADORES
2ADP-Mg2+
2 yEC
2Gly Putrescina < - putrescina
2ATP-Mg2+
j @ @ l<— dAdoMet
2ADP-Mg2+
2GSH Espermidina 4 - espermidina

2ATP-Mg2+

2ADP-Mg2+

T(SH)Z
NADP+ H202,ROOH,ONOO-
Via de reducclon
Hldroperoxldos
NADPH H20,ROH,NO2-

Figura 4. Metabolismo del T(SH). de Trypanosoma cruzi . En la parte superior podemos observar las vias de
sintesis de GSH a partir de Cys, Glu y Gly y la via de sintesis de Spd por accion de las enzimas AdoMetDC
y SpdS; asi como los transportadores de Put,y Spd . En la parte inferior se puede ver la participacion de un
conjunto de enzimas antioxidantes que se encargan de reducir a los hidroper6xidos a su forma inocua. Del
lado izquierdo la TryR regenera al T(SH)a.
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1.8 Metabolismo de las poliaminas.

1.8.1 Caracterisitcas de las poliaminas

Las poliaminas son compuestos alifaticos que tienen grupos amino en su
estructura lo que hace que en condiciones fisioldégicas de pH se encuentren
cargadas positivamente. Las poliaminas mas abundantes en los organismos
superiores son la Put, Spd y espermina (Spm) (Figura 5), las cuales poseen 2, 3

y 4 grupos amino respectivamente (Janne et al.,,1991).

H,NCH,CH,CH,CH,NH,
+
N N
HN

Putrescina
(1,4-diaminobutano)

H,NCH,CH,CH,CH,NHCH,CH,CH,NH,
+
+ NH i
o PN 2\/\/NH3

Espermidina
(1,8-diamino-4azaoctano)

NH,CH,CH,CH,HNCH,CH,CH,CH,NHCH,CH,CH,NH,
+ * "
Bt TN MLV N

Espermina
(1,12-diamino-4,9-diazaoctano)

Figura 5. Estructura quimica de las poliaminas Put, Spd y Spm. La poliamina
principal es la Put, a la cual se le agrega un grupo propilamino para formar la
Spd o dos grupos propilamino (uno de cada lado) para formar la espermina. El
numero de cargas positivas es proporcional al numero de grupos amino
presente en su estructura. Lopez,2008.

La Put (1,4-diaminobutano) es la amina mas pequefa de las tres y
normalmente suele ser la precursora de la Spd (1,8-diamino-4azaoctano) y Spm
(1,12-diamino-4,9-diazaoctano). También se han encontrado otras poliaminas en
menor cantidad como el diaminopropano, la cadaverina o la agmatina tanto en

células procariotas como en eucariotas (Andey et al.,2000).
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Las cargas positivas de las poliaminas les permiten interaccionar de
manera electrostatica con diversos componentes celulares cargados
negativamente como el DNA, el RNA, las proteinas, los fosfolipidos, particulas
ribosomales y membranas (Tabor y Tabor,1984 ; Persson,1990; Kusano,2008),
por lo que se estima que la proporcion de poliaminas en forma libre (no unidas a
ningun componente celular) en las células y los tejidos es menor al 10%
(Watanabe,1991).

En general los tejidos con poco crecimiento poseen niveles bajos de
poliaminas mientras que aquellos con gran potencial proliferativo poseen una
mayor concentracion de poliaminas. Ademas de la funcidén que ejercen las
poliaminas sobre la tasa de crecimiento celular, diversos experimentos han
demostrado que estas moléculas también estan implicadas en diversos procesos
celulares (Kusano,2008) tales como:

Regulacioén y expresion de genes
Regulacion de la Transcripcién y Traduccion
Modulacién de actividades enzimaticas
Estabilizacion de la proliferacién celular
Modulacién celular y de membrana

Modulacion de la actividad de ciertos canales de iones

N o o~ b~

Respuesta al estrés y apoptosis

1.9. Caracteristicas cinéticas de las enzimas involucradas en la sintesis de
Spd.

La Put se sintetiza por la accion de la ornitina descarboxilasa (ODC) que
cataliza la descarboxilacion de la ornitina, un aminod&cido celular. Aunque la
ODC esta presente en otros tripanosomatidos como T. bruceiy Leishmania, esta
enzima no esté presente en T. cruzi. Debido a lo anterior este parasito ha
desarrollado transportadores de Put de alta afinidad por lo que el suministro de la
Put para la sintesis de Spd necesaria para sintetizar el T(SH). proviene del

medio extracelular. Por ello a continuacion solamente se va a dar informacion
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acerca de la AdoMetDC que sintetiza la dAdomet el otro precursor aparte de Put

para la sintesis de la Spd catalizada por la SpdS.

1.9.1. Caracteristicas cinéticas y estructurales de la AdoMetDC.

La AdoMetDC es una enzima esencial en la biosintesis de las poliaminas
que cataliza la conversién de la Adomet a dAdoMet y liberando al S-metil-5-tio-
adenosilo. La dAdoMet es el metabolito que dona los grupos propilamino a la
Put para la sintesis de Spd (catalizada por la SpdS) mientras que el S-metil-5-tio-

adenosilo es el precursor para regenerar a la metionina (Met) (Fig. 6).

NH,
!LL‘;A-:,; s
CT ¥

HT
K 4 P
EC32216

I .
“~—3 H~ ~0OH O
- Formiaio

o
oS~ P Hacfs\/\]I/OH
NHz U
Metionina y-Metilsulfuro-propionato

Figura 6. Via de sintesis de dAdoMet y regeneracién de Met.

La AdoMetDC (EC 4.1.1.50) cataliza la reaccion de descarboxilacion del AdoMet. La dAdoMet es
el donandor de grupos propilamino a la Put para formar la Spd por la acciéon de la SpdS (E.C.
2.5.1.22) en la cual también se genera el S-metil-5-tioadenosilo. Este Ultimo es el precursor para
la sintesis de Met a partir de una serie de reacciones catalizadas por las enzimas:
metiltioadenosina nucleosidasa (EC 3.2.2.16); S-metil-5-tiorribosa quinasa (EC 2.7.1.100), S-
metil-5-tiorribosa-1-fosfato isomerasa (EC 5.3.1.23); metiltiorribulosa 1-fosfato deshidratasa( E.C.
4.2.1.109); acirreductona sintasa (EC 3.1.3.77); acirreductona dioxigenasa dependiente de hierro
(1) (EC 1.13.11.54). Tomado de
http://gl.wikipedia.org/wiki/ficheiro:Ruta_de_salvamento_de_la_metionina
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La AdoMetDC de células de mamifero se expresa como una proenzima
inactiva que requiere un mecanismo de autoprocesamiento para su activacion el
cual consiste en una reaccién de serindlisis (Figura 7). La serina 68 ataca al
carbono carbonilo del glutamato 67 para generar un intermediario oxioxazolidina
(un anillo de 5 miembros), el cual se re-arregla para formar un éster
intermediario. Posteriormente la His 243 sustrae un protén del carbono de la
serina 68 dando como resultado la ruptura del éster intermediario y por lo tanto
de la cadena polipeptidica. De esta manera se generan dos subunidades, una
subunidad pequena denominada 3 de 9 a 10 KDa aproximadamente, en la cual
queda contenida el extremo amino terminal de la cadena de origen y una
subunidad mas grande denominada o de un tamafno aproximado de 32 a 33 KDa
que contiene el extremo carboxilo terminal. Debido a la ruptura del enlace
peptidico de la cadena peptidica original, en el extremo amino de la cadena
o queda expuesta una dehidroalanina, la cual se tautomeriza para formar una
imina intermediaria, que finalmente se hidroliza para dar como resultado un
grupo piruvoil, el cual constituye la parte mas importante de la enzima, ya que es
el residuo donde se une el sustrato AdoMet (Shridhar y Steven, 2010).

Generalmente, la mayoria de las reacciones enzimaticas de
descarboxilacion dependen del piridoxal-5"-fosfato o pirofosfato de tiamina el
cual actua como cofactor durante la catdlisis; sin embargo la AdoMetDC
pertenece a un pequefo grupo de enzimas dentro del cual se encuentran la
aspartato descarboxilasa, la histidina descarboxilasa y la arginina descarboxilasa
que dependen de un grupo piruvoil como cofactor para que se produzca el
proceso de descarboxilacién. La AdoMetDC también se encarga de metilar al
DNA (Shridhar y Steven 2010).
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Figura 7. Mecanismo de autoprocesamiento de la AdoMetDC humana. La reaccién de
serindlisis se lleva a cabo entre los residuos Ser68 y Glu 67, dando como resultado dos
subunidades y la formacién del grupo piruvoil en la subunidad a. Probablemente este mecanismo
sea similar para los tripanosomatidos. Tomado de Shridhar and Steven, 2010.

En los tripanosomatidos la AdoMetDC tiene un peso molecular mayor (42-
44 kDa) comparado con la de los mamiferos (38 kDa). De acuerdo a algunas
comparaciones hechas entre las AdoMetDCs de humano y papa, con las
enzimas de las bacterias Thermotoga maritima y Aquifex aeolicus, se ha
propuesto que las enzimas eucariotas evolucionaron por duplicacion y fusion de
genes (Willert et al .; 2007 y Shridhar y Steven,2010). Es importante mencionar
que los residuos implicados en el procesamiento y actividad de la enzima se
conservan en la escala filogenética, por lo que se sugiere que la enzima de T.
cruzi se expresa como la proenzima inactiva y por lo tanto que lleva a cabo el
mismo mecanismo de autoprocesamiento para dar lugar a la enzima activa
(Willert et al.; 2007).

Por otro lado, ademas de la regulacién por protedlisis limitada, se ha
propuesto que tanto la expresion génica como la actividad enzimatica de la
AdoMetDC se relaciona con la concentracion de poliaminas (Heby et al., 2007).
En T. brucei, T. cruzi, Caenorhabditis elegans y en humanos, las reacciones de
autoprocesamiento y de descarboxilacion de la AdoMetDC se regulan por la

concentracion de Put; sin embargo este efecto sobre la AdoMetDC se considera



especie-especifica (Shridhar y Steven, 2010). Por ejemplo, en extractos
celulares de T.brucei la enzima se activa al 50% de su velocidad maxima con 10
mM de putrescina mientras que la proteina recombinante se activa con 20 mM
de putrescina (Kinch et al.; 1999). En Neurospora crassa, la Put es un activador
esencial, pero no hay ningun efecto sobre la reaccion de procesamiento
(Shridhar y Steven, 2010).

Ademas del autoprocesamiento y de la activacion por poliaminas, en los
tripanosomatidos se ha descrito la presencia de una proenzima que es capaz de
incrementar la actividad de la AdoMetDC. La proenzima tiene solamente un 30%
de identidad comparada con la secuencia de aminodacidos de la AdoMetDC y se
propone que surgié como resultado de una duplicacién de genes de la
AdoMetDC ancestral. La proenzima forma un complejo con la enzima
incrementando su catalisis. Por ejemplo, en T.brucei puede llegar a estimular su
eficiencia catalitica (kcat/Km) de 35 a 1.2 x 10*M™ s-" (Willert et al, 2007).

Tanto el gen de la enzima como el de la proenzima se expresan

simultdneamente en T. brucei (Willert et al., 2007).

Distintos grupos de investigacion (Kinch et al., 1999 ; Willert et al., 2007 y
Persson et al., 1998), reportaron la caracterizacion de la AdoMetDC de T. cruzi
en condiciones cercanas no fisiolégicas (pH 8.0/37°C y pH 7.4/25°C muy
probablemente obteniendo los siguientes parametros (Tabla1).

19



Tabla 1. Caracteristica cinéticas reportadas de la AdoMetDC recombinantes en Trypanosomatidos

Referencia Kinch et al.,1999 Persson et al.,1998 Willert et al., 2007 Nasizadeh S,2003
T.cruzi T.cruzi T.brucei Crithidia fasciculata
Condiciones pH 8.0/ 37°C pH 7.4./25°C pH 8.0/ 37°C pH 7.5 /28°C
experimentales . .
+ 20 mM de Put | Purificada en presencia
de AdoMet y 2.5 mM de
Put
Vm 45 1.5
1.4 (+proenzima - Put)
Keat 0.063 + 0.014 1.7 (+ proenzima + 5 mM Put)
0.0082 (+ 5 mM Put)
0.0013 (- Put)
0.11( +proenzima - Put)
K, AdoMet 0.11 + 0.033 0.21 + 0.04 0.17 (+proenzima + 5 mM Put) 0.2
0.24 (+5 mM Put)
0.38 ( -Put)
Vm en 0.044 4000 (4 umol/min/mg)
parasitos*

Vm en nmol/min*mg;

Kmen mM; kcaten s . * recalculado por Olin-Sandoval et al, 2010.
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1.9.2. Caracteristicas cinéticas y estructurales de la SpdS

La SpdS es una proteina de 33 kDa que sintetiza Spd cuando une
covalentemente un grupo propilamino proveniente de la dAdoMet a una molécula
de Put. La estructura cristalografica de la SpdS en humanos muestra una
estructura dimérica de gran similitud con la estructura de la espermina sintasa y
la proenzima de la AdoMetDC (figura 8), y esta formada por dos subunidades
idénticas estabilizadas por interacciones entre los dominios amino terminal
(Korolev et al, 2002). De acuerdo al organismo estudiado cada monémero tiene
tres dominios: i) el dominio COOH terminal contiene el sitio activo, ii) el dominio
central estd formado por seis hojas B vy iii) el NH-terminal tiene una alta similitud a
la estructura de la proenzima de la AdoMetDC (Fig. 8). Se reportan al menos
dos residuos, Asp?®' y Asp?’®, que se conservan en casi todas las aminopropil
transferasas y que parecen desempenar un papel clave en el mecanismo

catalitico de la protonacién.

AdoMetDC Co—

s i
.

Figura 8. Similitudes entre la estructura de la SpdS y la proenzima de la AdoMetDC.
Tomado de Wu, 2008.
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Unicamente se ha caracterizado la SpdS de T. brucei (Bitonti et al.,1984;
Taylor et al., 2008) obteniendo los siguientes valores determinados apH 7.5y

7.2 y temperatura de 37°C para ambos casos (Tabla 2) .

Tabla 2. Propiedades cinéticas de la SpdS de T. brucei

Bitonti et al., 1984 Taylor et al., 2008
200
K put 205+65
K dAdoMet 0.1 0.09 +0.01
Vmax 0.6 11.9+1.4

Kmen uM; Vm en nmol/min*mg

22



2. JUSTIFICACION DEL PROYECTO DE TESIS.

En el laboratorio de investigacién donde se realiz6 esta tesis se esta
interesado en construir modelos cinéticos matematicos de vias metabdlicas de
parasitos protozoarios con el fin de validar blancos de intervencién terapéutica
(Saavedra et al., 2007; Olin-Sandoval et al., 2010). Recientemente el grupo
reportd un modelo cinético del metabolismo antioxidante dependiente de T(SH).
en T. cruzi (Olin-Sandoval et al., 2012). Para dicho modelo se consideraron dos
bloques principales, el bloque productor de T(SH). que comprende la via de
sintesis de GSH, el suministro de poliaminas (en la cual se considerd Unicamente
al transportador de Spd) y la sintesis de T(SH). por la TryS; el otro bloque
consistio del sistema antioxidante dependiente del metabolito y la reduccion del
tripanotién oxidado catalizado por la TryR (Olin-Sandoval et al., 2012).

Para la construccién del modelo se determinaron los parametros cinéticos
de las enzimas recombinantes determinadas en condiciones cercanas a las
fisiolégicas (pH 7.4 37°C) asi como las actividades de las enzimas y
concentraciones de metabolitos y flujos metabdlicos de la via determinados en
parasitos sometidos a condiciones control y estrés oxidante (inducido por H205).
Las predicciones del modelo indicaron que las enzimas que mayor controlan el
metabolismo del T(SH). en los parasitos son la YECS, la TryS y el transporte de
Spd. Debido a que hasta el momento so6lo se habian reportado datos cinéticos
de la SpdS de T. brucei (Taylor et al., 2008), en el modelo cinético no se
pudieron incluir la via de sintesis de novo de la Spd constituida por la AdoMetDC
y la SpdS.

Evidencias indirectas indican que la sintesis de Spd a partir de Put y
dAdoMet puede contribuir de manera importante a la sintesis de T(SH). y no
unicamente el transportador de Spd. En articulos publicados se reportd que
epimastigotes de T. cruzi crecidos en medio de cultivo depletado de Put, las
concentraciones de GSH y T(SH). son de 2.1 mM y 0.04 mM respectivamente;

sin embargo al cultivar los epimastigotes en el mismo medio pero suplementado
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con Put (100 uM), la concentracién de GSH disminuyé a 0.7 mM mientras que la
concentracion de T(SH), aument6 a 2.1 mM ((Ariyanayagam y Fairlamb; 2001;
Ariyanayagam et al., 2003). Estos datos sugieren que el GSH esta siendo
utilizado para la sintesis de T(SH). a partir de la Put que se transporté del medio
extracelular, mientras que la dAdomet se obtuvo por accién de la AdometDC a
partir de Adomet.

Estos antecedentes indican que la sintesis de novo de Spd a partir de Put
y dAdoMet puede contribuir de manera importante al suministro de la poliamina
necesaria para sintetizar el T(SH).. Por lo tanto, es necesario realizar una
caracterizacion cinética de la SpdS y AdoMetDC en las mismas condiciones
experimentales en las que se determinaron los parametros cinéticos de las
enzimas incluidas en el modelo cinético para realizar su actualizacion. El modelo
nos ayudara a entender los mecanismos de control del metabolismo asi como
ayudar a validar a la SpdS y/o AdoMetDC como blancos de intervencion
terapéutica.
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3. HIPOTESIS.

Ademas de los transportadores de poliaminas, la via de sintesis de novo de Spd
en la que participan la AdoMetDC y la SpdS también contribuye a la sintesis de T(SH)-

en el parasito Trypanosoma cruzi.

4. OBJETIVO GENERAL.

Caracterizar cinéticamente a la AdoMetDC y a la SpdS recombinantes de T. cruzi
en condiciones cercanas a las fisiologicas (pH 7.4/37 °C) y obtenidas de la misma cepa
de estudio (Ninoa).

5. OBJETIVOS PARTICULARES.

> Clonar a los genes que codifican para la AdoMetDC y SpdS de T. cruzi de

la cepa Ninoa.

> Sobre-expresar en bacterias y purificar a las enzimas recombinantes.

> Caracterizarlas cinéticamente en condiciones experimentales cercanas a
las fisioldgicas (pH 7.4/ 37 °C).
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6. METODOLOGIA.

El disefio experimental para la caracterizacion la AdoMetDC y la SpdS se
divide en dos partes:

1) La clonacion de los genes que codifican para ambas enzimas, la
sobre-expresion y purificacidn de ambas enzimas recombinantes, y

2) la caracterizacion cinética de las mismas.

Un esquema general del flujo de trabajo se muestra en la Figura 9.

Figura 9. Estrategia experimental. El esquema muestra cada uno de los pasos a
seguir para la caracterizacion cinética de AdoMetDC y SpdS.
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6.1 Analisis del DNA y diseno de los cebadores

Se realizé una busqueda de los genes que codifican para la AdoMetDC y la
SpdS en la base de datos del Gen Bank. Las secuencias correspondientes al

genoma de T. cruzi cepa CL Brener se muestran a continuacion:

AdoMetDC (No. de acceso AF075243).

ATGTTAAGCAATAAGGACCCTCTICTCTTTGATGGCGATGTGGGGTTCAGTGAAGGGCTACGACCCAA
ATCAGGGGGCCAGTTTTGAGGGGCCGGAAAAACGTTTGGAGGTGATCATGCGTATTATTGACGAGACCCACT
CGGAGGGCCTCCATGCCCTTGGAGATGAGGTATGGAAAGGTGTGGTGGGCTCGTTAAATGCCCAAATTGTAT
CCAAAGAGAGTAATGAGTATATTCGCTCTTATGTGCTAACGGAAAGCTCATTGTTTGTCATGCGGGACCGTA
TCATCCTGATCACATGTGGCACGACGACTCTACTTAATGCCGTTCCTTTCGTTTTGGACGCAGTTAGTGATG
TACGAGGGGAGGTGGAATGGGTCTCTTTCATGCATAAGAACTACAGTTTTCCGTGGGAACAGAAGGGACCAC
ATCTCTCCATGGCAGAGGAATTCAACACTTTAAGAACGTACTTTCCATCGGGAAAGCCTTTTATATTTGGTC
CTGTCGATAGTGATCATTACTTTCTATTTGTCTATGACGACGTTATTCGTCCATGTGAGACGGAGAACGATA
CACAGTTGAGTATGACAATGTACGGGCTAGATCGTACGCAGACGAAGCATTGGTTCTCGGATCGTTTTATCT
CAACAGGCACGGAGACGGCCGCTATCCGCAAGGCGACAAAACTGGACAAGGTGGCAGATGACTCATGGAAGT
TGCATGATTTGCAATTTGAGCCGTGTGGGTATAGTATAAATACAATTCGTGGTGCAGAATACCAGACGATCC
ACATAACACCAGAAGATCACTGCTCTTTTGCCTCGTATGAAACGAATACACCCGCGGTCAATTATTCGGAGC
GGATAAACACCGTGTTGGGAGTTTTTGCTCCAATACGTTTTTCCGTGATTGTCTTCATTGATCCTGACAGTG
ATGTTGGAAGGCTGTACCAGAAGGGACAGAACGTTGGGGTTGAAGCGGAGTATTACCCGAAGTATGAACTGC
AGAATCGTACGGTCAATGAATTTGCCCCAGGCTACGTGGTGATGAAGATGAATTACGCAAGGAGGGCGGAAG
TAACTGAGAAAGACTCCACAGATTCTGTGGAAGAG

SpdS (No. de acceso XP_811725).

ATGCCTGGTTCCGAACTAATTTCTGGCGGCTGGTTTCGCGAGGAAAATGATCAGTGGCCCGGGCAAG
CCATGTCGCTGAGGGTGGAGAAGGTTCTGTACGACGCCCCGACAAAGTTCCAACACCTGACCATCTTTGAGA
GCGACCCAAAGGGCCCATGGGGCACTGTCATGGCGCTCGACGGCTGCATTCAAGTCACGGACTACGACGAGT
TTGTGTACCACGAGGTGCTTGGCCACACCAGTCTCTGCTCCCATCCGAAGCCAGAGAGAGTGCTCATCATTG
GTGGTGGGGACGGCGGCGTACTGCGGGAGGTGTTGCGGCACGGCACCGTGGAGCACTGTGATCTCGTCGACA
TTGACGGCGAGGTGATGGAACAAAGCAAGCAACACTTTCCACAGATCTCCCGCTCCCTAACGGATCCTCGAG
CGACGGTCCGTGTGGATGATGGCTTGGCGTTTGTAAGACAGACCCCAGACAACACGTATGATGTGGTCATTA
TTGACACCACGGACCCTGCTGGGCCTGCATCGGAGCTCTTTGGGGAGGCGTTCTACAAGCACGTGCTGCGTA
TCCTGAAACCGGACGGCATATGCTGCAATCAAGGAGAGTCCATCTGGCTGAATCTTGAGCTTATTGAGAAGA
TGTCTCGTTTCATCAGGGAGACTGGTTTTGCGTCGGTGCAGTATGCATTAATGCACGTGCCCACATATCCTT
GTGGTTCAATTGGAACACTTATTTGTTCTAAGAAGGCCGGCGTGGACGTGACGAAGCCACTGCGTCCTGTTG
AGGATATGCCGTTITGCGAAGGATTTGAAGTACTACGACTCGGAAATGCACAAGGCCTCCTTTGCGCTGCCTC
GCTTTGCGCGGCACATTAACAACTCAGAATAA

Se disenaron los cebadores para utilizarlos en la reaccién de PCR en sus
direcciones sentido y antisentido empleando los primeros 20-25 nucleétidos de

los extremos 5’ y 3’ de las secuencias. A cada uno de los oligonucleétidos, se



les adiciond la secuencia de un sitio de reconocimiento para enzimas de

restriccion para facilitar la clonacién de los genes.

Las secuencias de oligonucleétidos empleados para la amplificacion de los

genes se muestran a continuacién en donde se subrayan los sitios de restriccion.
Oligonucledtido de sentido para TcAdoMetDC
5’ —-CGTACATATGTTAAGCAATAAGGACCC-3’
NdeI

Oligonucledtido de antisentido para TcAdoMetDC

5’ ~-GCATAAGCTTCTACTCTTCCACAGAATC-3'
HindIII

Oligonucledtido de sentido para TcSpdS

5’ CGTAGCTAGCCCTGGTTCCGAACTAATTTCTGG-3’
NheI

Oligonucledtido de antisentido para TcSpdS

5’ -TAGCAAGCTTTTATTCTGAGTTGTTAATGTG-3'

HindIII

La casa comercial SIGMA sintetiz6 los oligonucletétidos y se recibieron en

una presentacion liofilizada.
6.2 Amplificacion de los genes

Los genes completos que codifican para la AdoMetDC y SpdS se
amplificaron mediante el método de Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR
por las siglas en inglés de Polymerase Chain Reaction) utilizando como templado
DNA gendmico de T.cruzide la cepa Ninoa.
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6.2.1 Fundamento del Método de Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR)

El método de PCR esta basado principalmente en 3 pasos (Figura 10):

Primer paso: Desnaturalizacion. Las dos hebras del DNA genomico se
separan por calentamiento a 95°C, cada una servira de molde para sintetizar una

nueva hebra, en la cual estara contenido el fragmento que debe ser copiado.

Segundo paso: Alineamiento. En este paso se disminuye la temperatura
entre los 50 y 65 °C para que los cebadores hibriden de manera complementaria
a la secuencia de DNA presente en el templado de DNA.

Tercer paso: Extensién. La DNA polimerasa presente en el medio de
reaccion afiade uno a uno los nucleétidos de manera complementaria a la hebra
templado. Este paso se realiza a 72°C, por lo que las enzimas utilizadas son

termoestables.

Este proceso de tres pasos se repite unas 30 6 40 veces y durante cada
ciclo, se sintetiza exponencialmente la cantidad de fragmentos de DNA de

interés.

29
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6.2.2 Protocolo Experimental

La amplificacién se realiz6 en un termociclador TGradient 96 de Biometra
bajo las siguientes condiciones: 5 minutos de desnaturalizacién a 95°C, seguido
de 30-40 ciclos de 1 min de desnaturalizacién a 95°C, 1 min de alineamiento a
60.9° y 1.5 min de extension a 72°C. Cada reaccién de PCR se realizé en un
volumen final de 50 uL conteniendo 1.25 U de DNA polimerasa recombinante,
3.0 mM de MgCl,, 20 ng/uL de cada uno de los oligonucleétidos, 10 mM de una
mezcla de desoixribonucleotidos trifosfato (dJATP,dCTP,dTTP,dGTP), 2% de
DMSO, 10 ug de BSA y 650 ng de DNA gendmico de T. cruzi de la cepa
mexicana Ninoa. En el caso de la SpdS, la polimerasa que se utilizé fue la de
Pyrococcus furiosus (Pfu) (Fermentas), mientras que para la AdoMetDC fue la

Taq Polimerasa (Fermentas).
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6.3 Analisis del DNA amplificado por electroforesis en gel de agarosa.
6.3.1 Fundamento de la técnica

Los genes que se amplificaron por el método de PCR se sometieron a una
electroforesis en gel de agarosa con el fin de evaluar su tamafno y compararlo
con los reportados. Esta técnica consiste en someter a una molécula con carga
neta positiva o negativa a un campo eléctrico para que sea capaz de migrar a lo
largo de un gel, hacia el polo opuesto de su carga. EI DNA migrara debido a las
cargas negativas de los fosfatos, por lo que es necesario mantener el pH
cercano a 8 para garantizar que los grupos se encuentran ionizados. La
distancia que migran se comparan con marcadores de DNA de peso molecular
conocidos.

6.3.2. Protocolo Experimental

Los productos de PCR se separaron en un gel de agarosa al 0.8% (p/v) en
buffer TBE (45 mM Tris, 45 mM acido borico, 01 mM EDTA). Las muestras se
sometieron a 100 voltios durante 90 minutos. Para visualizar las bandas se
adicion6 bromuro de etidio al gel, el cual se intercala entre el DNA y puede
fluorescer cuando se hace incidir luz ultravioleta en él. Las bandas de DNA del
tamano de gen esperado se cortaron y se purificaron.

6.3.3 Purificacién de los fragmentos del DNA de la agarosa

Para purificar los fragmentos amplificados se utilizé el sistema de
purificacion DNA ZymoClean Gel DNA Recovery Kit, que consta de un buffer
ADB (Agarose Dissolving Buffer) en el cual se disuelve a 55°C por 5-10 minutos
el trozo de gel en el que se encuentra el fragmento de DNA. Posteriormente esta
solucién se transfiere a una columna contenida en el kit, en la cual se adsorbera
el ADN y se centrifuga a 13,404 x g por un minuto, y se realizan 2 lavados con
un buffer de lavado y el DNA purificado se eluye con 6 a 10 uL de agua milliQ.



6.4 Clonacion del DNA amplificado en un plasmido para productos de PCR.
6.4.1 Fundamento de la clonacion

El término clonacion puede definirse como el proceso por el cual se
consiguen copias idénticas de un organismo, célula o molécula. En nuestro caso
consistio en insertar el DNA amplificado por PCR (inserto) en un plasmido
apropiado (vector) mediante un proceso denominado ligacién. Los vectores que
se utilizaron fueron el pJET y pGEM los cuales son plasmidos linearizados y con
extremos romos o0 cohesivos que pueden ser unidos por una DNA ligasa. El
vector pGEM (Promega) cuenta con un triplete de timinas que se unen
complementariamente a las adeninas adicionas por la Taq polimerasa empleada
durante la amplificacion del DNA. Este vector también le confiere resistencia a
ampicilina a las células transformadas y es capaz de identificar a las células que
contienen al vector con el inserto de aquellas que no lo tienen gracias a la

adicion del X-gal e IPTG al medio.

El vector pJET (Fermentas) cuenta con grupos fosforilo en su extremo 5°
por lo que la fosforilacion del PCR no es necesaria ademas el kit contiene una
enzima T4 DNA ligasa que no requiere de la adicion de adeninas a los extremos
romos del PCR para unirse al vector. Este vector le confiere resistencia a
ampicilina a las células y tiene un gen que codifica para la enzima eco47IR, una
enzima de restriccidn letal, la cual se expresa sélo en caso en la que el vector se
recircularize sin el inserto, por lo que las células que sean transformadas con el

gen sin inserto moriran.
6.4.2 Protocolo Experimental

Una vez purificado el fragmento de DNA amplificado de SpdS se ligé al
vector de clonacion pJET 1.2, para lo cual se empleo 5 uL de buffer de reaccion
2x, 1 uL de vector de clonacion pJET (50 ng/mL) y 0.5 uL de T4 DNA ligasa; la
reaccion se llevé a un volumen final de 20 uL y se incubd por 30 minutos a
temperatura ambiente. En el caso de la AdoMetDC, el vector al que se ligo el

producto de PCR fue el pGEM-T Easy vector empleando 4 uL de buffer de
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ligacion rapida 2x, 0.5 uL del vector, 4.5 uL del producto de PCR y 1 uL de T4
DNA ligasa (3U/uL) en un volumen final de 10 pL. La mezcla se incubd 1 hora a

temperatura ambiente y después a 4 °C toda la noche.
6.5 Transformacion bacteriana y seleccién de células.
6.5.1. Fundamento

La transformacion consiste en introducir material genético en una célula. El
método se denomina asi porque dicha célula es “transformada” o alterada
genéticamente. La introduccién de material genético externo a las células se
logra haciendo orificios en las paredes celulares (hacerlas “competentes”)
mediante el uso de sales como el CaCl, y la posterior internalizacién del DNA
favorecida por un choque de calor. Una vez realizada la transformacion es
necesario seleccionar a las bacterias transformantes que lograron introducir el

vector con el inserto y a nuestro gen de interés.

El vector PGEM tiene el gen de la B—galactosidasa (/acZ) en el sitio de
clonacién multiple mientras que las células transformadas codifican para la
porcion carboxiloterminal de la B—galactosidasa (alpha complementacion). Las
bacterias que logran realizar la a complementacioén se pueden reconocer
facilmente porque forman colonias azules en presencia del sustrato cromogénico
X—gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactésido) y un inductor del gen de la
lactosa como el IPTG (isopropil-B-D-tiogalactosido). La transformacion de las
bacterias con el vector con el inserto interrumpe el marco de lectura de la enzima
y no logran la a-complementacion, por lo que las colonias de dichas bacterias
seran blancas. Por otro lado el pJET que no tiene inserto no interrumpe el marco
de lectura de la enzima de restriccién que codifica para una proteina téxica y por
lo tanto impide el crecimiento de las bacterias transformadas.

6.5.2 Protocolo experimental

Se prepararon células competentes de la siguiente manera. Se inocularon

células de E. coli provenientes de un precultivo crecido en medio liquido Luria-
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Bertani (LB; 1% extracto de levadura, 1% triptona y 0.5% NaCl) y se incubaron a
37°C hasta alcanzar una densidad éptica a 600 nm de 0.4 a 0.5. Las células se
cosecharon por centrifugacién a 1642 x g durante 10 min a 4°C. La pastilla
celular se separé del sobrenadante y se resuspendié en 33 ml de una solucién
0.1 M de CaCl;, estéril a una temperatura de 4°C, y se incubaron las células a la
misma temperatura durante 1 h. Posteriormente, las células se cosecharon por
centrifugacion, se descart6 el sobrenadante y las células se resuspendieron en 2
mL de una solucién 0.1M CaCl, suplementada con 17% glicerol y se mantuvieron

en congelacion a -70°C hasta el momento de la transformacion.

Para la transformacién se emplearon 50 uL de células competentes de
E. coli Top10 obtenidas de la manera anterior y 10 uL de la reaccién de ligacién
del vector con el inserto. La mezcla se incub6 en hielo durante 30 minutos,
transcurrido este tiempo, se colocd en un bafio a 42°C durante 40 segundos,
después de los cuales se regresé al hielo y se incubd por 3 minutos mas. Una
vez que se sometieron las células al choque térmico, se incubaron en 1 mL de
medio LB a 37 °C por 1 h con el fin de inducir su recuperacion. Por ultimo las
células se cosecharon y en condiciones de esterilidad se sembraron en cajas
Petri con medio LB sélido + ampicilina a 100 ug/mL. Las células de AdoMetDC
que se transformaron con el vector pGEM ligado al inserto se les adicion6 0.4
mM de IPTG y 80 ug/mL de X-Gal para identificar a las células que contienen el

vector con el inserto.
6.6 Purificacion de DNA plasmidico por el método de Miniprep.

Para la purificacién del DNA plasmidico de las cepas positivas a los
marcadores de seleccion de acuerdo al vector utilizado, se seleccionaron de 3 a
5 clonas transformantes y se cultivaron en medio liquido LB + ampicilina (100
png/mL) a 37 °C durante toda la noche. Las células se cosecharon por
centrifugacion a 1642 x g y la pastilla obtenida se sometié a un proceso de
extraccion y purificacion del DNA plasmidico utilizando el Sistema Wizard
Miniprep (marca Promega). El protocolo consiste de los siguientes pasos:
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1. Resuspender las células en 250 uL de solucion de resuspension (50 mM Tris-
HCIl pH 7.5, 10 mM EDTA,100 ug/mL RNasa A).

2. Lisar las células adicionando 250 uL de una solucion de lisis (0.2 M NaOH,
1% SDS ) y 10 uL de una solucion de proteasa alcalina.

3. Incubar 5 minutos a temperatura ambiente.

4. Detener la reaccion adicionando 350 uL de una solucién neutralizadora (4.09
M cloruro de guanidina, 0.759 M acetato de potasio,2.12 M acido acético).

5. La muestra se centrifuga a 26,272 x g por 10 min.

6. El sobrenadante obtenido se pasa por una columna que permite retener al
DNA. Se centrifuga 1 min a 26,272 x g.

7. El eluido se descarta y la columna se lava con 750 pL de una solucion de
lavado y se centrifuga por 1 min a 26,272 x g.

8. Se realiza un segundo lavado empleando solamente 250 uL de la solucion de
lavado y se centrifuga a la misma velocidad por 2 min adicionales.

9. EI DNA contenido en la columna se eluye con 100 uL de agua libre de
nucleasas y centrifugando 1 min.

6.7 Confirmacion de la clonacion del gen deseado.

El DNA plasmidico obtenido por el método de Miniprep se sometié a una
digestién empleando 2 enzimas de restriccion, Ndel y Hindlll para el caso de la
AdoMetDC y Nhel y Hindlll para el caso de la SpdS, las cuales reconocen los
sitios de restriccion en los cebadores (ver diseno de oligonucleétidos). Para ello
se emplearon 10 pL de DNA plasmidico, los cuales se incubaron con 10 U de
cada enzima. Las mezclas de reaccion se incubaron a una temperatura de 37°C
durante 2 h.

Por otro lado, con el fin de evaluar si los fragmentos contenian el gen de
interés, se les realizaron restricciones con enzimas de restriccidn que tuvieran
sitios de corte dentro del gen de interés las cuales fueron Ncol y Hindlll para
ambos casos. El patron de restriccidn se monitored en un gel de agarosa al 0.8

% p/v.
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Posteriormente los plasmidos positivos se sometieron a secuenciacion
automatica de DNA en la Unidad de Biologia Molecular del Instituto de Fisiologia
Celular de la UNAM.

6.8 Clonacion de proteinas recombinantes en el vector de sobreexpresion.
6.8.1 Fundamento del sistema de expresion heterdloga pET

En 1986, Studier y Moffatt crearon un sistema de expresion de genes
heterdlogos en la bacteria E. coli. Se utiliz6 bacteriéfago lambda para insertar el
gen que codifica para la RNA polimerasa del fago T7 en el cromosoma de la
bacteria. El gen de dicha RNA polimerasa esta acoplado al promotor lac por lo
que la expresion de la enzima se induce por la adicion en el medio de un analogo
de lactosa (Studier y col, 1986). El sistema de vectores de expresion pET se
basa en este mecanismo (Fig. 11). Los vectores pET tienen promotores que son
reconocidos por la T7 RNA polimerasa los cuales estan acoplados a los sitios de
clonacién multiple de tal manera que un gen insertado en el plasmido pET no se
transcribe a menos que la T7 RNA polimerasa esté presente en la célula lo cual

se logra cuando se adiciona un inductor analogo de la lactosa.
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Figura 11. Funcionamiento del sistema pET. A la izquierda se puede apreciar el genoma de
E.coliBL21DES3, las cuales pueden sintetizar la T7 RNA polimerasa en presencia del inductor
IPTG . Del lado derecho se puede observar el plasmidos pET en el cual se encuentra el promotor
de la T7 RNA polimerasa, el cual es inducible por IPTG, y después de este sitio, el gen que
codifica para una proteina de interés; en este caso el ejemplo muestra el gen de la cutinasa en
nuestro caso este representaria al gen de la AdoMetDC y/o el de la SpdS.

6.8.2. Clonacion en el vector de expresion

Una vez confirmada por secuenciacion de DNA la identidad de los genes
qgue nos interesan, los genes se extrajeron con enzimas de restriccion de los
plasmidos pJET y PGEM , se separaron por electroforesis y se purificaron de la

agarosa como se describioé anteriormente.

Por otro lado se realizé la restriccion del vector pET28, empleando las
mismas enzimas para cada uno de los genes. Posteriormente se defosforild el

extremo 5’ con fosfatasa alcalina y se extrajo con fenol-cloroformo, se precipité
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de la fase soluble con etanol absoluto y se lavé con etanol al 70%. Por ultimo se
dejé secar y se resuspendié en agua.

Se realizaron reacciones de ligacion independientes empleando 10 uL de
los genes purificados, 5 uL del plasmido pET28 digerido y 1 uL de T4 DNA ligasa
y la mezcla se incub6 a 16°C durante toda la noche. Se utilizaron 10 pL de la
mezcla de ligacidn para transformar células competentes de E.coli BL21(DE3)
obtenidas como se describié anteriormente. Las células se plaquearon en medio
sélido LB suplementado con 30 ug/mL de kanamicina y se incubaron a 37 °C toda
la noche. Se seleccionaron algunas colonias para extraer el DNA plasmidico el
cual se digirié con enzimas de restriccién para determinar aquellas que

contuvieran el plasmido con el gen de interés.
6.8.3 Sobreexpresion de las enzimas en las bacterias

En las bacterias que contenian el plasmido pET con el inserto, se indujo la
sobrexpresién de las enzimas empleando el siguiente protocolo. Se
seleccionaron de 2 a 3 colonias aisladas positivas y se prepararon cultivos de 3
mL de medio LB adicionados con 1ug/mL de kanamicina los cuales se incubaron
a 37°C hasta alcanzar una densidad éptica a 600 nm de 0.6-0.8. Posteriormente
se adicion6 0.4 mM de IPTG para inducir la sobre-expresion y los cultivos se
indujeron a 25 °C durante toda la noche. La expresién de las proteinas se
monitoreo por electroforesis en geles desnaturalizantes de poliacrilamida al 15%.

De una clona que sobre-expresa la proteina de interés se escald a un
cultivo de 25 mL y se indujo la sobre-expresién bajo el mismo protocolo. Se
cosecharon las células por centrifugacién a 2094 x g durante 10 minutos, la
pastilla celular se resuspendié en 10 mL de buffer de lisis (300 mM NaCl, 2 mM
de Imidazol y 100 mM de trietanolamina a pH 7.4) y las células se rompieron por
sonicacion empleando 10 ciclos totales, los cuales constan de 1 min de
sonicacion (15% de output total) y 1 min de enfriamiento en agua con hielo. El
lisado bacteriano obtenido se centrifugbé a 11,952 x g durante 15 minutos,

obteniéndose una fraccion soluble y el precipitado. Para determinar en cual de
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estas fracciones se encontraba sobre-expresada la proteina, se monitore6 su

presencia a través de electroforesis de proteinas en geles desnaturalizantes.
6.8.4 Purificacion de las proteinas recombinantes.

Una vez que las proteinas se expresaron de manera mayoritaria en la
fraccion soluble de los extractos bacterianos se procedié a su purificacion. Se
realizaron cultivos de 250 mL de medio LB para la SpdS y de 500 mL para la
AdoMetDC a 37 °C y se indujo la sobrexpresién de la manera descrita. Las

células se cosecharon y se sonicaron bajo el mismo protocolo.

El sobrenadante clarificado se incubd por un lapso de 1 hora con 2 mL de
una resina acoplada a cobalto (marca Clontech). Transcurrido este tiempo la
mezcla se centrifugd a 2750 x g por 5 minutos y se separé el sobrenadante que
representa la fraccion de todo aquello que no se une a la resina (flowthrough).
La resina se lavé tres veces con 10 mL de buffer de lisis. Posteriormente la
resina se coloc6 en una columna para cromatografia la cual tiene un filtro en la
parte inferior y se realiz6 un lavado con 10 ml de buffer de lisis con una
concentracion final de 10 mM de imidazol. Por dltimo las proteinas se eluyeron
con 5 mL de buffer de lisis suplementado con 100 mM de imidazol y se colecté el
eluato. Las proteinas se concentraron por centrifugacion a través de un filtro tipo
amicon (marca Millipore) con un corte de 30 kDa. Las proteinas concentradas se
les adicioné glicerol a una concentracién final del 50% y se almacenaron a -20°C
hasta por 2 o 3 dias ya que las proteinas son muy inestables cuando se
almacenan por periodos largos de tiempo.

6.9 Cuantificacion de las proteinas por el método de Lowry.
6.9.1 Fundamento de la técnica

El método de Lowry (Lowry et al., 1951) es un método colorimétrico de
valoracion cuantitativa de las proteinas el cual utiliza una solucién que contiene

Cu?, el cual se une a los enlaces peptidicos de las proteinas en medio alcalino
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formando un complejo de color azul. Ademas, al estar desnaturalizada la
proteina por la alcalinidad del medio se exponen los residuos fendlicos de las
tirosinas o el triptéfano en primer instancia o bien de la cisteina, la cistina y la
histidina los cuales reaccionan con el reactivo de Folin-Ciocalteau (acido
fosfomolibdotungstico) el cual al ser reducido por los grupos fenélicos da lugar a

un complejo de color azul intenso (Fig. 12).

resios fendiicos

N de iirosinas
/o Reactivo de Foiin
(We* _ Mo®*)

7/ {color amarilio)

Figura 12. Cuantificacion de proteinas por el método de Lowry. En el primer paso el
cobre presente en la solucién de Lowry, reacciona con la proteina formando un
complejo. los residuos fendlicos presentes en la proteina se exponen y reaccionan con
el reactivo de Folin-Ciocalteau. Tomado www.scribd.com/doc/46292301/cuantificacion-
de-proteinas

6.9.2. Protocolo experimental

Las proteinas recién purificadas se cuantificaron por el método de Lowry.
Debido a que el imidazol con el que se purifican las enzimas interfiere en la
cuantificacion por este método, es necesario primero precipitar la proteina con
acido tricloroacético (TCA) a una concentracion final del 13%, e incubar la
reaccion durante toda la noche a 4°C. Posteriormente las muestras se
centrifugan durante 15 min a 20,817 g a 4°C y se deja secar la pastilla en estufa
a 37°C. La proteina precipitada se resuspende en 100 pL de solucién A de
Lowry (1% SDS, 2% Na>CQOg3, 0.4% NaOH y 0.16% de tartrato de Na-K) y se
incuba con 1 mL de solucién C de Lowry (mezcla que contiene 1.0 mL de
solucién B de Lowry (0.4% CuSQO,) por cada 50 mL de solucién A) por 10 min a
temperatura ambiente. Posteriormente se adiciona a cada tubo 100 pL de
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reactivo de Folin- Ciocalteau (diluido 1:1), se incuba por 30 min y se mide la
absorbancia a 660 nm. Las muestras se comparan con una curva patron de

albumina bovina sérica (BSA) tratada de la misma manera que las muestras.
6.10 Caracterizacion cinética de las enzimas por espectrofotometria.
6.10.1 Protocolo experimental

Para poder llevar a cabo la caracterizacion cinética de ambas enzimas
(SpdS y AdoMetDC) se empled como primera opcién un sistema reconstituido de
la via de sintesis de Spd con AdoMetDC y SpdS acoplado a la sintesis de T(SH).
(Fig. 13) . El sistema acoplante consistié en monitorear la produccién de Spd y
sintetizando T(SH). con GSH y TryS de Crithidia fasciculata (CfTryS). Como
esta enzima forma ADP, éste ultimo es utilizado por la piruvato cinasa (PYK)
junto con el fosfoenolpiruvato (PEP) para regenerar el ATP y formar piruvato
(Pyr). Por ultimo, la lactato deshidrogenasa (LDH) convierte al Pyr en lactato con
oxidacién del NADH lo cual se puede monitorear a una longitud de onda de 340

nm en un espectrofotémetro.

Adobiet
f

2ADP-Mg2+

Tripanotion red

=340 nm
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; —
piruvato K Piruvato on Lactato

Figura 13. Esquema de ensayo para caracterizar la AdoMetDC y SpdS por
espectrofotometria. La sintesis de espermidina se acopl6 a la sintesis T(SH),, y finalmente
a la sintesis de lactato, donde se produce la oxidacién de NADH, el cual se detecta en un
espectrofotdmetro a una longitud de onda de 340 nm.
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Los ensayos se realizaron en un volumen final de 0.5 6 1.0 mL a
temperatura constante de 37 °C y pH 7.4 empleando como buffer 40 mM
HEPES, 1 mM EDTA y 100 mM KCI. Las concentraciones de cada componente
fueron saturantes (por lo menos 10 veces el valor de la Km de cada sustrato). La
unidades de actividad de las enzimas del sistema acoplante se adicionaron en
exceso. La reaccién se inici6 con 0.2 a 0.3 U de TryS y los sustratos se
adicionaron en el orden indicado en la Tabla 3.
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Tabla 3. Concentraciones de reactivos empleados en la determinacion de la actividad de
SpdS y AdoMetDC por espectrofotometria.

Los reactivos se muestran de acuerdo al orden de adicion.

SUSTRATOS Y ENZIMAS

CONCENTRACION EN

LA CUBETA
MgCl2 5mM
PEP 5mM
NADH 0.161 mM
DTT 5mM
PK 0.7U
LDH 111U
ATP 1 mM
GSH 1 mM
AdoMetDC 0.1a20.5mg
AdoMet 1.1 mM
Putrescina 20 mM
SpdS 0.420.8mg
TryS 0.2a0.3U

Como control se evalué una cubeta de reaccidn en la que se adicionaron

todos los sustratos a excepcion de las enzimas AdoMetDC 6 SpdS con el fin de

obtener una basal que contemplara las reacciones inespecificas que pudiera

tener el sistema. La actividad obtenida de esta basal se resté a la actividad

obtenida con el sistema completo, lo cual nos daria la actividad de las enzimas

de interés.

6.11. Caracterizacion cinética de la AdoMetDC por cromatografia de gases.

6. 11.1 Fundamento de la cromatografia de gases

La cromatografia de gases es una técnica de separacién de moléculas, en

la que un gas se eluye gracias a una fase movil, la cual consta de un gas inerte.

Por otro lado, se utiliza una fase estacionaria, la cual es un liquido sobre una

superficie sdlida inerte, en la cual las moléculas del gas se retendran (Fig. 14).
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Figura 14. Diagrama de un cromatégrafo de gases.
6.11.2 Protocolo de medicion de la actividad de AdoMetDC

Para determinar la actividad especifica de la AdometDC se prepararon
frascos viales de 10 mL los cuales contenian 5 mM DTT, 20 mM Put, buffer 40
mM HEPES a pH 7.4 o buffer 10 mM MOPS pH 6.5y 0.3, 0.6 6 1.2 mg de
AdoMetDC en un volumen total de 1 mL. Los frascos se cerraron
herméticamente con un tapén de goma como se muestra en la Fig. 15. Los
frascos se preincubaron a 37 °C y se inicio la reaccion adicionando AdoMet a
una concentracion final de 100 uM. La liberacién de CO. se monitoreé a
distintos tiempos en un cromatégrafo de gases GC 2010 (marca Shimadzu)
tomando muestras del gas en el frasco introduciendo una microjeringa Hamilton
a través de una septa insertada en el tap6n de goma. Se tomaron 5 uL al tiempo
cero (antes de adicionar la AdoMet), y a 1.5, 3, 5, 15 y 20 min después de que se
inicio la reaccion con AdoMetDC.
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Figura 15. Sistema empleado para medir
la actividad de AdoMetDC. Frasco vial
de 10 mL cerrado herméticamente,
incluye un septo para muestrear el CO,
producido y una jeringa por la cual se
inyecta el sustrato AdoMet con el que se

inicia la reaccion.

Para determinar la concentracién de CO; liberado por la actividad de la
AdoMetDC se realizé una curva patron de CO.. Se prepararon 7 frascos viales
de 100 mL de la siguiente manera. A cada frasco vial cerrado herméticamente
con un tap6n de corcho y una rosca de aluminio, se le insertaron 2 agujas de
jeringade 36 5 mL. Se gased N, por un lapso de 5 min para asegurar de que
todo el aire contenido en el frasco se drenara por la otra aguja. Transcurrido
este tiempo se retiro la aguja de escape y se continué adicionando gas N2 por un
lapso de 3 min mas. Para asegurar que el volumen dentro del frasco tuviera 100
mL del gas, se liberd la presion introduciendo una jeringa hasta que las
presiones se igualaran. Uno de los frascos se gased con CO, durante 5 min
para asegurar que todo el volumen del frasco contuviera 100% de CO: el cual
nos sirve como el stock de este gas. Para obtener los frascos con distintas
concentraciones de CO, se tomaron con una jeringa 0.1, 0.25, 0.5, 1 y 2 mL del
N2 contenido en los frascos y se inyectd el mismo volumen de CO.. Finalmente
se tomaron 5 uL de cada una de las mezclas con diferentes concentraciones de

CO. y se inyectaron en el cromatografo de gases.
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De los cromatogramas se obtuvieron las areas bajo la curva de los picos
que corresponden al CO,, N2 y vapor de agua (H-0). Debido a que en cada
inyeccién existe un grado de variabilidad en el volumen de inyeccion, los datos
de area bajo la curva de CO, se normalizan con respecto al N» al tiempo cero,

donde se tiene mayor certeza en el volumen de inyeccion.

Los calculos para obtener la concentracién de CO, se describen a

continuacion.

Primero se normalizan las areas bajo la curva del CO, producido. Se
toman el promedio de los valores del area bajo la curva del N al tiempo cero de
dos inyecciones el cual se toma como el 100% de gas nitrégeno.

Posteriormente, se toma el promedio de las areas bajo la curva de dos
inyecciones de las muestras con diferentes concentraciones de CO, y se
normalizan con respecto al 100% de N,. Los datos normalizados se muestran en
la Tabla 4.

Tabla 4 Areas bajo la curva normalizadas para las diferentes
concentraciones de CO, de la curva patrén.

Concentracién Area bajo la curva de
de CO, CO, normalizado
(%)
0 0
0.1 29
0.25 63
0.5 124
1 247
2 487
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Con los datos de la Tabla 4 se construy0 la curva estdndar de CO» (Fig.
16).
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Posteriormente se midi6 la produccion CO. del ensayo enzimatico de la
AdoMetDC en la cual se varié la concentracién de proteina. Las areas bajo la
curva de CO, para cada tiempo se normalizaron de la manera que se describié
en el parrafo anterior. A estos valores de areas bajo la curva se les resto el valor
del t=0 en ausencia del sustrato. Los valores de areas bajo la curva de las
muestras problema se interpolaron en la curva patrén para obtener los valores de
porciento de CO. liberado en el volumen de 10 ml de la reaccién enzimatica. Por
ejemplo, si el valor fue de 0.59% significa que 59 ul de CO; se liberaron en 10 ml

del volumen total de la reaccidon enzimatica.

Para transformar los volumenes de CO: liberado en umoles de CO; se utiliza la
ley general de los gases PV=nRT; donde P= 0.77 atm, n= pmoles de CO,, R=
0.082 atm*L/mol*K'y T = 37°C+ 273K = 310K. Despejando n y sustituyendo en V
los valores en L de CO, producido en la reaccién se pueden obtener los pmoles
de CO, producidos. Se grafican los pmoles de CO; liberado en cada tiempo de
incubacion y a cada concentracion de proteina para calcular las velocidades

iniciales de la reaccion.
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7. RESULTADOS.

7.1 Amplificacion de los genes de AdoMetDC y SpdS.

La secuencia de los genes que codifican para la AdoMetDC (numero de
acceso al Gen BanK AF075243) y SpdS (nimero de acceso al Gen Bank
XP_811725) reportados para T. cruzide la cepa CL Brener se utilizaron para
disenar los cebadores para amplificar los respectivos genes en nuestra cepa de
estudio T. cruziNinoa. Los genes se amplificaron por PCR, empleando DNA
genomico como templete. Los fragmentos amplificados se separaron por
electroforesis de DNA en geles de agarosa y revelando las bandas por tincién
con bromuro de etidio y a través de un transiluminador. En la Fig. 17 se observa
un fragmento de DNA amplificado con un tamario aproximado de 1110 pb para la
AdoMetDC y de 891 para la SpdS, los cuales se compararon con un marcador
de peso molecular.

Gen de AdoMetDC Gen de SndS
amplificado

Vit

amplificade

TOA0 Ui

Figura 17. Geles de
agarosa al 0.8%
mostrando los
fragmentos del tamano
esperado para los
genes de la SpdSy la
AdoMetDC amplificados
por PCR.
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7.2 Clonacion del DNA amplificado en un vector para productos de PCR.

Las bandas de DNA del tamario esperado se cortaron del gen, se
purificaron y se clonaron en el vector pGEM T-easy (para el caso de la
AdoMetDC) o en pJET (en el caso de la SpdS). Ambos vectores le confieren a
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las células resistencia a ampicilina, por lo que sélo aquellas células que lograron
incorporar dicho vector fueron capaces de crecer en medio LB con dicho
antibiético. En el caso de la AdometDC (clonaciéon en pGEMT-easy), para
diferenciar entre las transformantes del plasmido se utilizo la capacidad de
romper el sustrato cromogénico X-Gal de tal manera que las células que llevan el
inserto no pueden romperlo y carecen de coloracion mientras que aquellas que
llevan el plasmido con el inserto son de color azul. En el caso de la SpdS
(clonacion en pJET1.2/blunt), las células que contienen al vector sin inserto
mueren debido a la expresion de una proteina toxica, mientras que aquellas

células que contienen el vector con el inserto pueden sobrevivir.
7.3 Digestion del DNA plasmidico.

Se seleccionaron 5 colonias de células transformantes, y se purificé el

DNA plasmidico por el método de Miniprep. El plasmido obtenido se digirié con
Ndel y Hindlll para el caso de la AdoMetDC y con Nhel y Hindlll en el caso de la
SpdS y la reaccién de restriccion se separ6 en un gel de agarosa al 0.8%. Enla
figura 18 se pueden visualizar dos bandas en cada caso, una correspondiente al
gen (1110 pb en el caso de la AdometDC y de 891 pb para la SpdS) y otra que
corresponde a cada vector (3015 pb para el pPGEM y 2974 pb para el pJET), las
cuales se compararon con un marcador de peso molecular.

Restriccion de AdoMetDC Restriccion de SpdS
Ndel /Hindlll en Nhel (Hindlll en
pGEM pJET

Figura 18. Andlisis de restriccién de
los plamidos que contienen los
fragmentos amplificados para
AdoMetDC y SpdS. En ambos geles
se pueden observar dos bandas una
que corresponde al gen (encerrados
en los recuadros) y la otra al vector de
clonacién, el tamafio de ambas
bandas se comparé con un marcador
de peso molecular de DNA.
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7.4 Secuenciacion.

Ambos genes clonados en los vectores para productos de PCR se
secuenciaron en el Instituto de Fisiologia de la UNAM. Se realiz6 un analisis de
las secuencias de nucleétidos traducidas alinedndolas con la secuencia de
aminoacidos de los genes de T.cruzi de la cepa CL Brener, empleando el
programa CLUSTALW 2.1, obteniéndose una identidad igual o mayor al 99.5 %

para ambas enzimas.

En el caso de la secuencia obtenida para la AdoMetDC (Figura 19), se pudo
observar que los residuos importantes para el procesamiento de la enzima (Glu®
y Ser®®), asi como los sitios para la actividad (Glu?®, Glu®, Cys'®, Glu'*) y los
sitios de activacion de putrescina (Asp'®, Ser'**y Glu?"®) (Kinch, et al 1999) se
conservaron. También se puede observar que la enzima presenta dos cambios
en los aminoacidos 292 y 352. Sin embargo hasta ahora no es posible dilucidar

qué tanto pueden comprometer la actividad de la enzima.
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Figura 19. Analisis de las secuencias de AdoMetDC con el programa Clustal W. La secuencia
que se obtuvo muestra un 99.5% de identidad comparada con la secuencia de la cepa
CLBrener. En azul se muestran los sitios de procesamiento de la enzima, en verde los sitios
importantes para la actividad de la enzima, en magenta los sitios importantes para la activacién
por Put y en rojo se muestran los aminoacidos que cambiaron.

En el alineamiento de las secuencias de SpdS (Fig. 20) se pudo observar

que se conservaron los sitios de unién de la dAdoMet (His™*, Asp®, Asp''®,

Asp'®, Gly™™®, Asp'®®y Pro'") asi como los residuos de unién de la Put

(Trp19,G|n64,Tyr73,ASp168,Thr1 69,A3p171 ,G|U203,LeU207,Asn208,G|n209, Tyr238 y Pr0239)

(Taylor et al, 2008). La secuencia tiene 99.6% de identidad comparada con la

secuencia de la cepa CLBrener, con un cambio en el aminoacido 136.
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CLBrenerl MPGSELISGGWFREEND GQAMSLRVEKVLYDAPTKFQHLTIFESDPK 50
CLBrener2 MPGSELISGGWFREEND GQAMSLRVEKVLYDAPTKFQHLTIFESDPK 50
CLBrener3 MPGSELISGGWFREEND GQAMSLRVEKVLYDAPTKFQHLTIFESDPK 50
CLBrener4 MPGSELISGGWFREEND GQAMSLRVEKVLYDAPTKFQHLTIFESDPK 50
Ninoa MASPGSELISGGWFREEND GQAMSLRVEKVLYDAPTKFQHLTIFESDPK
hkkkhkkkhkhkhkhkhkhhkkkhklrkkkkkhkhkkkkkkhkkkkkkhkkkkkkhkk
CLBrenerl GPWGTVMALDGCIQVTDYDEFVMHEVLGHTSLCSHPKPERVLIIGGGDGG 100
CLBrener2 GPWGTVMALDGCIQVTDYDEFVYHEVLGHTSLCSHPKPERVLIIGGGDGG 100
CLBrener3 GPWGTVMALDGCIQVTDYDEFVYHEVLGHTSLCSHPKPERVLIIGGGDGG 100
CLBrener4 GPWGTVMALDGCIQVTDYDEFVYHEVLGHTSLCSHPKPERVLIIGGGDGG 100
Ninoa GPWGTVMALDGCIQVTDYDEFVNMHEVLGHTSLCSHPKPERVLIIGGGDGG
hkkkhkkkhkhkhkhklrkkkkk kR kkkkhhkkkkkkhhkkkkkkhhkkkkkkk
CLBrenerl VLREVLRHGTVEHCDLVDIDGEVMEQSKQHFPQISRSLTDPRATVRVGDG 150
CLBrener2 VLREVLRHGTVEHCDLVDIDGEVMEQSKQHFPQISRSLADPRATVRVGDG 150
CLBrener3 VLREVLRHGTVEHCDLVDIDGEVMEQSKQHFPQISRSLTDPRATVRVDDG 150
CLBrener4 VLREVLRHGTVEHCDLVDIDGEVMEQSKQHFPQISRSLTDPRATVRVEDG 150
Ninoa VLREVLRHGTVEHCDLVDIDGEVMEQSKQHFPQISE@SLTDPRATVRVGDG
ThkkkhkkhhhkhkhkhkkhhhkhkkkkhhhkhkhkhkkkhkhkhkkkxBlrx *kkkkkkkkx %%
CLBrenerl LAFVRQTPDNTYDVVII PAGPASKLFGEAFYKDVLRILKPDGICCN 200
CLBrener2 LAFVRQTPDNTYDVVII PAGPASKLFGEAFYKDVLRILKPDGICCN 200
CLBrener3 LAFVRQTPDNTYDVVII PAGPASELFGEAFYKHVLRILKPDGICCN 200
CLBrener4 LAFVRQTPDNTYDVVII PAGPASELFGEAFYKHVLRILKPDGICCN 200
Ninoa LAFVRQTPDNTYDVVII PAGPASELFGEAFYKDVLRILKPDGICCN
Thkkkhkkkkkkhkkkkhkk dkkkhkk hhkhkhkhkkkk hhkkkkkkkkkkkk

CLBrenerl QGESI LELIERMSRFIRETGFASVQYALMHVPTYRBCGSEGTLVCSKK 250
CGS
CGS
CGS
CGS

CLBrener2 QGESIWEDLELIEKMSRFIRETGFASVQYALMHVPT GTLVCSKK 250
CLBrener3 QGESIWENLELIEKMSRFIRETGFASVQYALMHVPT GTLICSKK 250
CLBrener4 QGESIWEDLELIEKMSRFIRETGFASVQYALMHVPT GTLICSKK 250
Ninoa QGESIWENLDLIEKMSRFIRETGFASVQYALMHVPT GTLVCSKK
khkkkkk kokkk dhhkkkkhkhkhkkhkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkhkhkk *hkkkk
CLBrenerl AGVDVTKPLRPVEDMPFAKDLKYYDSEMHKASFALPRFARHINNSE-.296
CLBrener2 AGVDVTKPLRPVEDMPFAKDLKYYDSEMHKASFALPRFARHINNSE- 296
CLBrener3 AGVDVTKPLRPVEDMPFAKDLKYYDSEMHKASFALPRFARHINNSE- 296
CLBrener4 AGVDVTKPLRPVEDMPFAKDLKYYDSEMHKASFALPRFARHINNSE- 296
Ninoa AGVDVTKPLRPVEDMPFAKDLKYYDSEMHKASFALPRFARHINNSE-
khkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhhk
Figura 20. Alineamiento de las secuencias de SpdS. La secuencia que se obtuvo muestra un
99.6% de identidad comparada con las 4 secuencias de aminoacidos reportadas para los 4
tipos de cepa CL Brener. Se conservaron los sitios de unién a la Put (magenta), los sitios de
interaccién con el dAdoMet (azul). Solo se encontré un cambio o mutacién (rojo).

7.5 Clonacion, expresion y purificacion de las proteinas recombinantes.

Los genes se subclonaron en el vector pET28 a (+) los cuales se utilizaron
para transformar células de E. coliBL21(DE3). Se indujo la sobrexpresién de las
proteinas como se describié en la metodologia. Las clonas que sobreexpresaron
las proteinas se identificaron sometiendo muestras de cultivos a electroforesis de
proteinas en geles desnaturalizantes (Fig. 21).



Figura 21. Las bandas de las clonas que
sobre-expresan al gen de la enzima

= AdoMetDC (izquierda) y al gen de la SpdS
(derecha) presentan el tamario esperado
incluyendo las colas de histidina. Ambas
bandas se compararon con el patrén de
bandas de las células BL21(DE3) y un
marcador para proteinas de tamarno
conocido.
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Para determinar si las proteinas se expresaban de manera soluble o insoluble,
las clonas que sobre-expresaron las proteinas de interés se cultivaron en mayor
volumen y se indujo la expresion de las proteinas. Se cosecharon las células, se
lisaron y los extractos se centrifugaron y se separaron las fracciones soluble
(sobrenadante) e insoluble (precipitado) y se contrastaron con las mismas
fracciones celulares obtenidas de células E. coli BL21(DE3) sin inducir. En la
Fig. 22 se puede observar que la SpdS se sobrexpresa principalmente en el
sobrenadante mientras que la AdoMetDC se sobre-expresa en mayor proporcién
en la fraccion insoluble; sin embargo, la cantidad de proteina presente en la

fraccidn soluble fue suficiente para purificarla.
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Debido a que la sobre-expresién con el pET28 adiciona una etiqueta de
seis histidinas en el extremo amino terminal de las proteinas, éstas se purificaron
por cromatografia de afinidad a cobalto. La Fig 23 muestra la marcha de

purificacion de estas proteinas.

La AdoMetDC se expresa como una proenzima inactiva la cual lleva a cabo
un mecanismo de auto-procesamiento donde la Ser®® reacciona con el Glu®’
presentes en su estructura para formar dos subunidades (denomidas alfa y beta),
asi como un grupo piruvoil, el cual permite la union del sustrato AdoMet. En la
Fig. 23 se pueden observar dos bandas que corresponden a las dos
subunidades de la enzima activa, cuyas masas molecular son de 32 y 10 KDa
aproximadamente para las subunidades oy  respectivamente. En la fraccion
del precipitado se puede observar la proteina sin procesar con un tamano de 42
KDa. En lo que respecta a la SpdS esta cuenta con un tamafo de 33 KDa.
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Figura 23. Marcha de purificacién de la
AdoMetDC (panel izquierdo) y SpdS
(panel derecho). En la imagen
podemos observar la fraccion que no
se uniod a la columna (Ft), tres lavados
con buffer con 2 mM imidazol, un
lavado con buffer con10 mM de
imidazol y la elucién de la proteina con
buffer con 100 mM de imidazol. Se
utilizaron las proteinas GS (60 KDa) y
TryS (72 KDa) como marcadores de

peso molecular.

Las proteinas se obtuvieron con una pureza mayor al 80% y se obtuvieron de 5 -
10 mg de AdoMetDC a partir de 500 mL de medio de cultivo y de 20-30 mg de SpdS por

cada 250 mL de medio de cultivo. Ambas enzimas purificadas se conservaron en
glicerol al 50% a -20°C por 15 dias maximo para el caso de la SpdS y de 3 dias para la

AdoMetDC ya que esta enzima pierde hasta el 80 a 90% de su actividad si se almacena

por tiempos mayores.
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7.6 Caracterizacion cinética de AdoMetDC y SpdS por espectrofotometria.

En un inicio se intenté determinar la actividad especifica de la SpdS y la
AdoMetDC acoplandolas a la sintesis de dAdomet y T(SH). con un exceso de
AdometDC y de CfTryS y monitoreando la produccién de ADP con un sistema
acoplante (ver metodologia). Sin embargo, este método no nos permitié medir la
actividad especifica de dichas enzimas ya que el sistema reconstituido
presentaba reacciones inespecificas de la TryS con Put y AdoMet, siendo la
reaccidon mas significativa con el Adomet (Fig. 24). Por esta razdn fue necesario
realizar en paralelo otra reaccion que trazara una linea basal que representara
todas y cada una de las reacciones inespecificas del sistema, misma que se
restaria a la pendiente obtenida de la actividad de la SpdS. La reaccidon basal
contenia todos y cada uno de los sustratos y enzimas del sistema a excepcién de
la AdoMetDC Sin embargo a pesar de esta reaccién control no se pudo detectar
una actividad que pudiera adjudicarse a las proteinas de interés.

AdoMetDC |

- I [ C spds )} dAdoMet Fig. 24. Determinacion de la actividad de
Bk LD”«\-,|‘»= Q ‘ T\\‘ ur_ AdoMetDC y SpdS por espectrofotometria.
Em:mi sina Los cambios de pendiente observados con la
W adicién de Put, SpdS y AdoMet representan
Adii Espermidin N las reacciones inespecificas entre estos y la

B m?‘\' .m.minf\ TryS y no la actividad de las enzimas de

" M@ N interés. Con la adicion de AdoMetDC se
\ inicia la reaccién sin registrarse un cambio

a5

=

a
e

2

el (AU)

sipsorba

Tripanciion red . . ..
\ notorio de la pendiente de esta reaccion lo
= o g (e WD —— cual es indicativo de la falta de actividad de la
s FEF —\L Piruvat Lactato AdoMetDC y la SpdS
PK LDH
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Para resolver los problemas de la medicidn se realizaron variaciones en la técnica

las cuales se enlistan a continuacion:

1. Se cambi6 el orden de adicién de los sustratos y enzimas con la finalidad de

asegurarse que se estaba llevando a cabo la formacién del compuesto donador

de los grupos propilamino a la Put para la sintesis de Spd.

2. Se emplearon concentraciones de Put de 2 y 20 mM. Se decidi6 disminuir su
concentracion para disminuir la reaccion inespecifica que tiene con la
tripanotién sintetasa.

3. Se emplearon diferentes volimenes de reaccion (0.5y 1 mL) con la finalidad de

tener mas concentrada las enzimas en el medio de reaccion sin variar las
concentraciones empleadas para cada sustrato o enzima.

4. También se intentd usar distintas concentraciones de las enzimas del
sistema acoplante (AdoMetDC, CfTRyS, SpdS).

5. Medir la actividad con las enzimas recién purificadas ya que se llegé a
pensar que las enzimas podrian inactivarse durante su conservacion en
glicerol a -20°C y

6. Por ultimo se decidié guardarlas en diferentes conservadores como:
glicerol al 50%, trehalosa 0.5 mM y sulfato de amonio 3.2 mM, y
temperaturas de -20°C y 4 °C pensando en lograr su mejor estabilidad.

AUn con todas estas variaciones, no se logré observar la actividad de la
AdoMetDC ni de la SpdS y se consideré que la AdometDC y/o la SpdS pudieran
estar inactivas. Por lo tanto se decidié determinar en primer lugar a la
AdoMetDC monitoreando por cromatografia de gases el CO. que se libera

durante la reaccidn de descarboxilacion.

7.7 Caracterizacion cinética de la AdoMetDC por cromatografia de gases

Los ensayos por este método se realizaron en condiciones cercanas a las
fisiolégicas (pH 7.4 y 37°C) reconstituyendo la via de sintesis de dAdoMet en
frascos viales sellados herméticamente con la finalidad de atrapar el CO»
liberado durante la reaccion. La reaccion se incub6 en buffer de 40 mM HEPES
pH 7.4 a una temperatura de 37 °C y se tomaron muestras del gas atrapado
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cada 0,1.5, 3, 5, 15 y 20 minutos; sin embargo no se lograron obtener diferencias
en la cantidad de COz producido a través del tiempo o al incrementar la cantidad

de proteina (Fig. 25) por lo que se pensé que el CO, liberado podria estarse
solubilizando en el medio acuoso a este pH.

"
||||H||
]
mill

Figura 25. Cromatograma representativo de la actividad de AdoMetDC a pH 7.4
donde se puede observar la falta en la definicion de las areas bajo la curva de los
picos correspondientes al CO, producto de la reaccion.

Basandose en los valores de pKa del acido carbénico (6.35y 10.33), se
decidié realizar los ensayos en buffer 10 mM MOPS pH 6.5 a 37°C con lo cual se
lograron observar cambios significativos en la cantidad de CO:z liberado que eran
dependientes del tiempo y de la cantidad de proteina (Fig. 26).
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Figura 26. Cromatograma representativo obtenido de la actividad de AdoMetDC a pH 6.5 donde
se puede observar los picos mejor definidos correspondientes al CO, producto de la reaccion.

Siguiendo este nuevo protocolo de medicién de la actividad enzimatica y
haciendo los calculos de produccion de CO. descritos en la metodologia se
construyeron las graficas de CO. producidos por la AdoMetDC con respecto al

tiempo utilizando diferentes concentraciones de enzima purificada (Fig 27).
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Figura 27. Cinética temporal de la produccion de CO- a

distintas concentraciones de AdoMetDC
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De las graficas de la Fig. 27 se determinaron los valores de velocidad inicial
de la reaccion que corresponden a la pendiente de la parte lineal de cada una de
las curvas. Estos datos se graficaron contra la concentracién de proteina para
determinar que la actividad fuera lineal con respecto a la cantidad de proteina en
el ensayo enzimatico (Fig. 28).

1.8 =
1.4 -
1.2

1.0 4

0.6

pmol/min

0.4 4
0.2 4

-0.2 r—r—r—7—r—a v
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2
mg AdoMetDC

Fig. 28 Gréfica que muestra la linealidad de la actividad al variar la cantidad de la
AdoMetDC presente en el ensayo.

A partir de la pendiente de la grafica anterior se calcul6 la actividad
especifica promedio de la AdoMetDC, la cual fue de 1.3 umoles/min*mg de
proteina; esta grafica también demuestra que la actividad obtenida en cada caso,

es proporcional en un amplio intervalo de cantidad de proteina.
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8. DISCUSION DE RESULTADOS.

En este trabajo de tesis se lograron clonar los genes que codifican para la
AdoMetDC y SpdS de Trypanosoma cruzi. La identidad de la secuencia de
aminoacidos de la AdometDC y SpdS es de 99.5% y 99.6%, comparadas con las
secuencias respectivas reportadas para la cepa CL Brener.

Las proteinas se sobre-expresaron y se purificaron con altos grados de
pureza (mayor al 80%) en ambos casos con rendimientos de 5-10 mg para la
AdometDC y de 20-30 mg de SpdS. La AdometDC recombinante obtenida en
este trabajo, fue capaz de llevar a cabo los mecanismos de auto-procesamiento,
para dar como producto una enzima activa de 42 kDa (32 kDa para la subunidad

oy 10 kDa para la subunidad ).

A pesar de todos los ensayos que se realizaron para determinar la actividad
especifica de la AdoMetDC recombinante por el método espectrofotométrico, la
cuantificacion por cromatografia de gases fue el que nos permitié determinar una
actividad especifica de la proteina de 1.3 U/mg de proteina a un pH de 6.5/37°C.
El valor reportado por Kinch et al, (1999) de actividad de AdoMetDC
recombinante fue de 0.045 U/mg de proteina a pH 8.0 y 37°C. Dicha
caracterizacion de la enzima se realizé empleando concentraciones de AdoMet
marcada con "*C y monitoreando la liberacién de CO, radiactivo. Se utilizaron
concentraciones del sustrato radiactivo de 0.0045 a 0.3 mM mientras que el valor
reportado para la Km por ese mismo grupo fue de 0.11 + 0.033 mM por lo tanto
el valor de actividad especifica no se obtuvo en concentraciones saturantes de
su sustrato por lo que podrian haber subestimado la actividad especifica. En
este trabajo de tesis se utilizé una concentracion de AdoMet de1.1 mM lo que
podria explicar la diferencia de 29 veces en la actividad de las enzimas. Ademas
se utilizaron las mismas concentraciones del activador Put (20 mM). Otra
posibilidad es que el dato que obtuve se encuentre sobreestimado ya que
solamente se realiz6 una vez. Por lo tanto se requieren hacer mas

determinaciones para confirmar el valor de velocidad.
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Otro de los objetivos de este trabajo fue caracterizar la AdometDC bajo
condiciones cercanas a las fisiolégicas (pH7.4/37 °C) ya que nuestro laboratorio
esta interesado en construir un modelo cinético-matematico del metabolismo de
las poliaminas y del T(SH). en T. cruzi, para lo cual debido a que hay muy pocos
datos para la enzimas de este parasito, se requiere caracterizar a todas las
enzimas en condiciones cercanas a las fisiologicas. Debido a la incompatibilidad
del método para determinar la actividad a pH 7.4 por la alta solubilidad del CO. a
este pH, unicamente fue posible determinarla a pH 6.5 a 37°C. Sin embargo, el
haber podido establecer una metodologia para determinar la actividad de esta
enzima en nuestro laboratorio abre la posibilidad de caracterizarla cinéticamente
para obtener sus parametros cinéticos. Tal vez sea necesario que se realice la
clonacién, sobreexpresién y purificacion de la pro-enzima de AdoMetDC ya que
este es un mejor activador que la Put. Datos reportados por Willert et al.,2007
indican que el heterodimero formado por la AdoMetDC y la proenzima es
cataliticamente funcional y su capacidad catalitica (kcat) incrementa 1200 veces
mas que el monémero de la AdoMetDC (35 M s para la AdoMetDC sin la pro-
enzima con 5 mM de putrescina como activador mientras que la del

heterodimero es de 1.1 x 10 * M s™ empleando la misma concentracion de Put).

Por otro lado, hasta el momento solamente se ha caracterizado la SpdS de
T. brucei (Taylor et al, 2008). A pesar de que en este trabajo de tesis se obtuvo
la enzima recombinante en alta cantidad y estado de pureza, no fue posible
obtener un valor de su actividad especifica debido a que no se vende
comercialmente su sustrato. Por lo tanto se requiere obtener la AdoMetDC con
una alta actividad para sintetizar el sustrato de la SpdS (dAdoMet) en la mezcla
de reaccién. Una vez confirmada que la AdoMetDC que obtuve es activa se
puede utilizar para medir la actividad de la SpdS. Sin embargo, cabe la
posibilidad que se requiera utilizar gran cantidad de AdoMetDC en el ensayo
para que se pueda sintetizar de manera rapida la dAdoMet de tal manera que la
SpdS pueda catalizar la reaccién y poder medir la formacién de Spd por HPLC.
Por lo tanto, todavia hace falta una mayor caracterizacién cinética de la

AdoMetDC para utilizarla como sistema acoplante para medir la actividad de la

63



SpdS. Hasta ahora existe muy poca informacion sobre la SpdS en
tripanosomatidos, la mayoria de los estudios de esta enzima se han hecho en
plantas por lo que urge la necesidad de encontrar nuevas metodologias para
poder caracterizarla en estos microorganismos ya que esta enzima no solo se
encuentra implicada en la sintesis del T(SH). sino es precursora de otras
poliaminas como la espermina lo que contribuiria al estudio de la caracterizacion

de estas y del papel que desempefan en T.cruzi

La caracterizacion de estas dos enzimas recombinantes también es
determinante para establecer una técnica que permita determinar las actividades
enzimaticas en epimastigotes de T.cruzi. La determinacion de los datos de los
parametros de afinidad por los sustratos y actividad de las enzimas en los
parasitos se utilizaran para actualizar el modelo del metabolismo del T(SH); el
cual se esta desarrollando en el laboratorio. Con el modelo se puede evaluar la
importancia de la via de sintesis de novo de Spd (AdoMetDC y SpdS) para la
sintesis del T(SH). esencial para el parasito. Asi mismo, nos podria permitir
evaluar si la AdoMetDC o la SpdS también pueden considerarse como blancos
terapéuticos para interferir el metabolismo del T(SH). del parasito tal como se
obtuvo para la YECS y TryS obtenidos por el modelado metabdlico (Olin-
Sandoval, et al 2012). Al respecto, la secuencia de aminoéacidos de la
AdoMetDC de T. cruzi cuenta con un 68-72% de identidad con aquellas de
T.bruceiy Leishmania donovani, ambos parasitos tripanosomatidos y solamente
tiene un 25% de identidad con la AdoMetDC humana (Persson, 1998) por lo que
esclarecer los parametros cinéticos de esta enzima y su diferencias con las del
humano podria ser de gran ayuda para establecer una mejor terapéutica contra

la enfermedad de Chagas.

La obtencion de estas dos enzimas dentro del laboratorio deja un campo
abierto para poder realizar otros protocolos de investigaciéon no solo en torno a
su caracterizacién sino también en su estructura que permitan esclarecer

muchas de las dudas que hasta hoy dia se tienen en torno a ellas.
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9. CONCLUSIONES.

La AdoMetDC y la SpdS pueden ser enzimas de vital importancia para el
aporte de Spd celular ademas de la que proviene del transporte de Spd

extracelular .

A pesar de que no se pudo completar la caracterizacién cinética de la
AdoMetDC, en esta tesis se logré desarrollar un protocolo para su obtencién en

forma recombinante y para medir su actividad enzimatica.

De acuerdo al analisis de los datos cinéticos reportados en la literatura, la
via de sintesis de novo de poliaminas constituida por la AdoMetDC y la SpdS
podria contribuir de manera importante al control de la sintesis de T(SH). en los
parasitos debido a la poca eficiencia catalitica que tienen estas enzimas. Por lo
tanto es relevante continuar con los avances hasta ahora obtenidos para
caracterizar a estas enzimas de T.cruzi ya que pueden ser posibles blancos
terapéuticos para el tratamiento de la enfermedad de Chagas.
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10. PERSPECTIVAS

La baja actividad especifica de la AdoMetDC indica que es necesario
obtener a su proenzima para poder incrementar su actividad, lo que facilitara su
caracterizacion cinética y a su vez nos permitira utilizarla para caracterizar

cinéticamente a la SpdS.

La caracterizacion de estas enzimas abre un amplio campo de investigacién
para contestar las preguntas que se tienen en torno a la via de sintesis de

poliaminas:

-¢Quién aporta mas Spd en el parasito, los transportadores o la sintesis de

novo?
-¢,Bajo qué condiciones el parasito demanda mas Spd?

-Si los transportadores son altamente eficientes ¢ Por qué o para qué se
encuentra presente la via de sintesis de novo de Spd?

-¢, Qué control tiene la AdoMetDC y la SpdS sobre el flujo de la via del

metabolismo del tripanotién en T.cruzi?
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