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ANALISIS DEL DOMINIO
CARBOXILO- TERMINAL DE LA
FITOQUELATINA SINTASA DE
Euglena gracilis

Interaccion del extremo amino terminal (también llamado dominio amino
terminal) de la fitoquelatina sintasa de Euglena gracilis (EgPCS) con el sustrato
glutation (GSH). ElI modelo reportado se obtuvo mediante un analisis de
docking y la informacion cristalografica de la fitoquelatina sintasa trunca de la
cianobacteria Nostoc sp. (NsPCS) debido que hasta la fecha no se ha reportado
ningun otro cristal. EI modelo representa a la enzima acilada con una molécula
de y-glutamilcisteina (y-Glu-Cys) proveniente del GSH. La formacion de este
intermediario EgQPCS-(acil-(y-Glu-Cys)), depende de la triada catalitica Cys-70,
His-179 y Asp-197. Figura modificada de Garcia-Garcia et al., 2014. Este
mecanismo se analiza con mayor detalle en la Seccion 1.5.
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ABREVIATURAS

AtPCS Fitoquelatina sintasa de
Arabidopsis thaliana

Cd-GS: Bis-glutationato de cadmio
C-terminal Extremo carboxilo
terminal

Cys Cisteina

DTNB 5'-ditiobis-(4cido 2-
nitrobenzoico)

EEA Espectro de Absorcion
Atomica

EgPCS Fitoquelatina sintasa de
Euglena gracilis
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Euglena gracilis-acil-(y-
glutamilcisteina)

Glu Acido glutamico

Gly Glicina

GSH Glutation reducido

GSSG Glutation oxidado

His Histidina

HPLC Cromatografia liquida de alta
eficiencia

Me Metal pesado

MTs Metalotioneinas

NsPCS Fitoquelatina sintasa de
Nostoc sp.

N-terminal Extremo amino terminal
PCs Fitoquelatinas

PCS Fitoquelatina sintasa
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-SH grupo tiol

Zn-GS; Bis-glutationato de zinc
BME 2-mercaptoetanol
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RESUMEN

Dentro de los mecanismos de resistencia ante la exposicion a metales pesados,
en plantas y microorganismos, se encuentra la sintesis de fitoquelatinas (PCs).
Las PCs son péptidos que funcionan como uno de los principales ligandos del
Cd?*. La enzima que cataliza la sintesis de PCs es la fitoquelatina sintasa (PCS),
quien utiliza glutation (GSH) y bis-glutationato de metal (Me-GS,; dos
moléculas de GSH unidas a un metal pesado) como co-sustratos.

El analisis de aminoacidos de las PCSs ha demostrado que el extremo amino
terminal de la enzima se encuentra muy conservado, y que en esa region se
localiza el sitio de unidn al sustrato GSH; mientras el extremo carboxilo
terminal es altamente variable. Cabe destacar que el sitio de unién del co-
sustrato Me-GS; no ha sido localizado en ninguna PCS. Dentro de las enzimas
caracterizadas, se encuentra la del protista de vida libre Euglena gracilis, la
EgPCS que consta de 476 aminoacidos. Entre las caracteristicas que hacen
diferente a la EQPCS de otras PCSs, se encuentra que cuando solo se compone
del extremo amino terminal, no es activa y que su mejor co-sustrato es el bis-
glutationato de zinc (Zn-GS,). Asi mismo, la PCS de Arabidopsis thaliana, la
AtPCS si presenta actividad cuando consiste sélo del extremo amino terminal y
presenta mayor actividad con el bis-glutationato de cadmio (Cd-GSy).

En este proyecto se determind el efecto que tiene la trasformacion de levaduras
Saccharomyces cerevisiae sensibles a cadmio con diferentes secuencias truncas
de la EgPCS. En la exposicion a 50 uM de CdCl,, se observo un fenotipo de
resistencia a Cd?* en las levaduras transformadas con una EgPCS de 435
aminoacidos 0 mayor; en contraste, el crecimiento se vio afectado en las
levaduras transformadas con secuencias de la EgPCS menores a 435
aminodcidos. El andlisis por cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC),
sugiere que las células transformadas con la EgPCS de 435 aminoacidos y la
EgPCS nativa de 476 aminoécidos (EgPCS 435 y EgPCS nativa,
respectivamente) fueron resistentes a la exposicion a Cd?* debido a que
presentan un contenido de moléculas tioladas de bajo peso molecular superior
al de las células no resistentes. Ademas, las células transformadas con la



EgPCS_435 y EgPCS_nativa son capaces de sintetizar PCs, mientras en las
células no resistentes, no se detecto la produccion de estas moléculas.

Por otra parte, la caracterizacion cinética de la EQPCS_435 muestra que esta
enzima trunca conserva las siguientes caracteristicas de la EQPCS_nativa: 1) es
capaz de sintetizar PC,.4 a pH alcalino, 2) conserva la preferencia por el co-
sustrato Zn-GS, sobre Cd-GS, y 3) tiene un comportamiento hiperbolico-
sigmoide con Zn-GS; fijo y GSH variable. Con respecto a la caracteristica
numero 3, previamente Garcia-Garcia et al. (2014) sugiridé que este
comportamiento se debe a que la enzima posee dos sitios de union a GSH. Por
otra parte, la EgPCS_435 presento una inhibicion por el co-sustrato Zn-GS;
(Ki(zn-gs,) = 9.7 - 23.9 uM), a diferencia de la enzima nativa que no se ve

afectada a concentraciones de hasta 400 uM.

Los resultados obtenidos plantean la posibilidad de que dentro de la secuencia
comprendida entre los residuos 416 y 476 de la EgPCS, existen aminoacidos
indispensables para la actividad de la enzima. Dicha secuencia solo se encuentra
en la EQPCS y comprende los residuos Cys-421, Cys-422, His-424, His-426,
His-428, His-429 e His-430 que podrian intervenir en el reconocimiento del
Me-GS,.






1. ANTECEDENTES

1.1 Introduccion al estudio de los metales pesados

1.1.1. Funcion de los metales pesados en los organismos

Las biomoléculas se componen principalmente de carbono, hidrégeno, oxigeno,
nitrégeno, fosforo y azufre (simbolizados mnemotécnicamente como
CHONPS). Aunqgue se han identificado méas de 30 elementos en las células, los
bioelementos CHONPS constituyen cerca del 98% (Banfalvi, 2011); el 2%
restante, corresponde a los macro y micronutrientes esenciales. En humanos, se
requiere de mas de 100 mg/dia de macronutrientes y menos de 100 mg/dia de
micronutrientes (Frassinetti et al., 2006). En el grupo de los micronutrientes se
encuentran los metales pesados (Serra-Majem y Aranceta-Bartrina, 2006).

Los metales pesados, objeto de estudio de esta tesis, se clasifican de distinta
forma a partir de sus propiedades fisicoquimicas. El término metal pesado no
ha sido definido por IUPAC (por las siglas en inglés de International Union of
Pure and Applied Chemistry), por lo que muchos autores consideran a un metal
como “pesado”, si su densidad es > 3, > 5, incluso > 7 g/cm?, sin llegar ain a
un consenso (Bjerrum, 1936; Moreno-Sanchez et al., 1999; Banfalvi, 2011). A
pesar de lo anterior, el termino metal pesado se refiere generalmente a un metal
de transicion (cationes de los grupos 3 al 12 de la tabla periddica), que pueden
desempefiar tanto funciones esenciales como tédxicas (Seccion 1.1.2).

Metales pesados como el cobalto, cobre, hierro, manganeso, molibdeno,
vanadio y zinc son esenciales en muchas moléculas debido a que, entre otras
funciones, pueden estabilizar cargas, participar en reacciones redox y ionizar
moléculas de agua durante la catélisis enzimética (Berg et al., 2002; Banfalvi,
2011). Por otra parte, la exposicion a metales esenciales a concentraciones
supernormales y de metales no esenciales como el cadmio, mercurio, niquel y
plomo, generalmente tienen efectos toxicos en higado, rifiones y sistema
nervioso (Stohs y Bagchu, 1995; Seccion 1.2.).



1.1.2. Propiedades de los metales pesados y toxicidad

Para entender un poco mas acerca del comportamiento quimico de los metales
y sus funciones, es imperativo conocer los siguientes aspectos:

e Propiedades acido base: La teoria acido-base fuerte-suave de Pearson
(HSAB, por sus siglas en inglés), ordena a los metales de transicion de
acuerdo con sus preferencias por ligandos organicos especificos
(revisado en Lemire et al., 2013). A un ligando lo podemos definir como
un ion o molécula que se une a un atomo metalico central para formar un
complejo coordinado (Dwyer, 1964; Song et al., 2014). Por ejemplo,
acidos suaves como Cd?*, Cu*y Hg", asi como acidos intermedios tales
como Cu?*, Co?*, Ni%*, Pb?" y Zn?*, tienden a asociarse fuertemente con
bases suaves como los grupos tiol (R-SH, también llamados sulfhidrilo),
que se encuentran en diversos péptidos y proteinas (Lemire et al., 2013).

e Propiedades rédox: Algunos metales participan en reacciones rédox,
debido a que tienen la capacidad termodinamica de adquirir o donar
electrones (Chang, 2011; Lemire et al., 2013). El potencial reductor
influye en la reactividad de los metales hacia las biomoléculas, y esto a
su vez puede influir en su toxicidad (Lemire et al., 2013).

e (Capacidad para generar radicales libres: Entre los efectos tdxicos que
ejercen los metales pesados, se encuentra que contribuyen fuertemente
en la produccion de radicales libres. Un radical libre es un atomo o
compuesto que tiene por lo menos un electrén no pareado en su orbital
externo por lo que es inestable y consecuentemente reactivo. En la célula
se encuentran normalmente radicales, pero los niveles aumentan durante
el envenenamiento por metales. Estas especies reactivas toman
indiscriminadamente los electrones de atomos que se encuentran
cercanos, y asi los convierten en radicales libres secundarios en un
fendmeno que se extiende como una reaccion en cadena (Banfalvi, 2011).
Otro producto de la interaccion de los metales pesados con las células es
la acumulacion de especies reactivas del oxigeno (ROS, por sus siglas en
inglés), que tienen la capacidad de causar dafio oxidante a proteinas,
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acidos nucleicos y lipidos (Apel y Hirt, 2004). La produccion de estas
entidades reactivas, provoca dafio celular que se traduce
mayoritariamente en envejecimiento (Banfalvi, 2011).

Muchos metales pueden ejercer su toxicidad en los sistemas bioldgicos por
medio de maltiples vias y de manera simultanea. Entre los mecanismos toxicos
que pueden ejercer los metales y que son de interés para esta tesis, se
encuentran:

1. Sustitucion de metales: Un ion metélico reemplaza a otro, de modo que
se altera o se destruye la funcién de la molécula blanco (Seccion 1.2.).

2. Oxido reduccion con tioles: La molécula principal en este proceso es el
glutation (GSH). Este fenomeno puede liberar ROS como producto de la
reduccion (Seccion 1.4.3.).

Ahora, independientemente de si un metal es esencial o no para la vida, un
aumento en la concentracion intracelular de metales resulta toxico para las
celulas, por lo que éstas deben tener mecanismos que regulen su concentracion
(Mendoza-Cdzatl, 2005).

1.2. Cadmio

Dentro del estudio de los efectos de los metales pesados en las plantas, el
cadmio es el metal mas estudiado. El cadmio es un metal de transicion que
pertenece al grupo IIB de la tabla periddica, se encuentra usualmente como
mineral y se combina con otros elementos como el oxigeno (CdO), cloro
(CdCly) o azufre (CdSQ4, CdS) (Faroon et al., 2012). Su nimero de oxidacion
méas frecuente es 2+, aunque también se presenta como 1+ en algunos
compuestos. Tiene una densidad de 8.64 g/cm? y se puede clasificar como un
acido suave (IARC, 1993; Lemire et al., 2013). El cadmio se encuentra en la
corteza terrestre a una concentracion de 0.1 a 0.5 ppm y estd cominmente
asociado al zinc, plomo y cobre (Faroon et al., 2012).



A pesar de su abundancia, el cadmio se encuentra dentro de las seis sustancias
mas toxicas (IARC, 1993) debido a que lo podemos encontrar en aire, agua y
suelo (Faroon et al., 2012); ademas en los sistemas bioldgicos, cuenta con una
vida media de entre 10 y 40 afios (EI-Shahawi et al., 2015). El cadmio se utiliza
en una amplia variedad de materiales industriales entre los que destacan las
baterias y el plastico donde se destina el 83y el 1.2 % del cadmio total utilizado
(Faroon et al., 2012). Tanto las baterias como el plastico en general, son
residuos comunes que se desechan de manera incorrecta.

A nivel fisioldgico, se ha encontrado que en humanos y ratas, el cadmio tiene
repercusiones en el sistema cardiovascular, digestivo, nervioso, renal,
reproductor y respiratorio; ademas, es catalogado como un agente
carcinogénico (IARC, 1993; Faroon et al., 2012). A nivel celular, sus efectos
estdn relacionados con la inhibicion del crecimiento, inhibicion de la
fotosintesis, inhibicion de la respiracion celular, inhibicion de la division
celular, la multinucleacion, el aumento en el contenido de DNA, cambios en la
estructura del cloroplasto y de la mitocondria, induce la lipoperoxidacion, asi
como el aumento de tioles acido-solubles y la generacién de ROS (revisado en
Mendoza-Cozatl, 2005). Ademas, se ha reportado que iones Cd?*, pueden
desplazar iones Ca?*, Cu?*, Fe?* y Zn?* de proteinas (Stohs y Bagchu, 1995), lo
que conlleva a la modificacion o pérdida de funcion de la molécula (Harrison et
al., 2007).

1.3. Mecanismos de resistencia ante metales pesados: los complejos metal-
ligando

1.3.1. Mecanismos bioldgicos de resistencia a metales pesados

Los seres vivos son sistemas abiertos que interaccionan con el medio que los
rodea. A partir de esta interaccion, responden a los diferentes estimulos que hay
en su entorno, particularmente, existen diversos organismos que implementan
diferentes mecanismos para protegerse del estrés provocado por los metales
pesados. Dentro de estas estrategias, los organismos pueden tomar al metal para
transformarlo, confinarlo o transportarlo. Por ejemplo, pueden unirlo a la pared
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celular o la membrana plasmatica, reducir su transporte hacia el interior celular,
expulsarlo en forma activa, precipitarlo por excreciones celulares, bio-
transformarlo, acomplejarlo con metabolitos intracelulares y almacenarlo en
organelos como vacuolas, cloroplastos y mitocondrias (Moreno-Sanchez et al.,
1999; Garcia-Garcia et al., 2016).

La interaccion del metal con metabolitos y el almacenamiento en organelos, es
una estrategia para disminuir la intoxicacion por metales pesados a partir de la
formacién de complejos metalicos. Estos complejos metalicos se forman con
moléculas que poseen grupos hidroxilo (-OH), amino (-NH,, -NRH y -NRy) y/o
tiol (-SH). Una caracteristica de un complejo metéalico, es que el metal ocupa
una posicion central dentro del complejo (Dwyer, 1964).

Practicamente todos los metales pueden funcionar como atomos centrales,
aunque los atomos de los metales de transicion son mucho mas comunes que
los atomos de metales alcalinos para esta funcion. Una convencién para
designar las partes de los complejos metalicos que no alude la naturaleza del
enlace, es designar a cualquier ion negativo o molécula polar que se une al
atomo metalico como ligando, y al enlace entre el ligando y el metal como
enlace metal-ligando (Dwyer, 1964).

En algunos complejos metal-ligando, el &tomo metélico se encuentra unido a
mas de un ligando, de tal manera que se forma un anillo heterociclico. Este tipo
de anillo recibe el nombre de anillo quelante o quelato, y la molécula o ion con
la que se forma es conocida como agente quelante. El proceso en el que se forma
un anillo quelante se llama, reaccion de quelacion. Las moléculas capaces de
quelar son conocidas como quelantes, cuyo nombre deriva del griego chele que
se refieren a las quelas o tenazas de los artropodos, especificamente de los
crustaceos. Cabe destacar que un guelante también puede ser denominado como
agente secuestrador o antagonista de metales pesados (Dwyer, 1964).



1.3.2. Complejos metal-ligando: fitoquelatinas y metalotioneinas

Para el cadmio, los ligandos mas favorables son los tiolatos (Clemens, 2006).
Los dos ligandos mejor caracterizados de tipo tiol (-SH) que forman complejos
metal-ligando, son las fitoquelatinas (PCs) y las metalotioneinas (MTs). Las
PCs y las MTs son péptidos ricos en cisteina (Cys) cuya sintesis se induce por
la presencia de metales pesados a los que posteriormente se unen (Cobbett y
Goldsbrough, 2002; Garcia-Garcia et al., 2016). Antiguamente, las PCs se
clasificaban como MTs clase Ill. Sin embargo, las PCs son el producto de una
reaccion enzimatica (Seccion 1.4.4.) y las MTs estan codificadas dentro de un
gen (Cobbett y Goldsbrough, 2002)

Las PCs estan ampliamente distribuidas pues se han encontrado en plantas,
protistas, hongos, bacterias e incluso nematodos. Las PCs son péptidos simples
en cuanto a estructura, tienen una masa molecular menor a 10 kDa y son
sintetizados por la enzima fitoquelatina sintasa (PCS). Las PCs fueron
descubiertas y caracterizadas por primera vez en la levadura
Schizosaccharomyces pombe y recibieron el nombre de cadistinas (Murasugi et
al., 1981; Kondo et al., 1984). El estudio de las PCs tomo relevancia al
descubrirse que son pieza clave en la desintoxicacion y homeostasis de metales
pesados; méas aun al funcionar como uno de los principales ligandos de cadmio
en células vegetales (Grill et al., 1985; Clemens, 2006).

1.3.3. Estructura de las fitoquelatinas

Las PCs forman una familia de péptidos derivados del glutation (GSH), que
generalmente consisten en repeticiones del dipéptido formado por acido
glutamico (Glu) y cisteina (Cys), seguido de una glicina (Gly) terminal. Las PCs
pueden ser representadas como (y-Glu-Cys),-Gly donde n =2 - 11 (Grill et al.,
1989), y generalmente dentro de 2 a 5 (Cobbett y Goldsbrough, 2002; Figura
1). Por otro parte, el valor de n depende del organismo y del metal al que se
exponga (Rauser, 1999).



Dentro de la estructura de las PCs, los
residuos de Glu y Cys estan unidos
mediante un enlace y-peptidico, es decir,
el enlace ocurre entre el grupo
carboxilato (-COQO") del C-y del Glu y el
grupo amino protonado (-NHs*) del C-a
de la Cys. Con base en el numero de
subunidades de y-Glu-Cys que posean, se
denominan como PC; (n = 2), PC; (n =
3), etcetera.

La actividad de las PCs se debe al grupo
—SH del residuo de Cys que poseen, el
cual, es fuertemente nucleofilico y
confiere la capacidad de reaccionar con
los metales pesados (Rea et al., 2004). En
la Figura 2 se ilustra la interaccion de la
PC, con el cadmio.

Complementando la informacion previa,
se ha reportado la presencia de PCs con
una estructura alterna a la que fue

Figura 1. Formula estructural de
las fitoquelatinas  canonicas.
Cuando n = 1, la estructura es una
molécula de glutation reducido
(GSH). Figura modificada de Berg
et al., 2002.

descrita anteriormente. Estas PCs alternas se han encontrado en plantas y
protistas como Euglena gracilis (Grill et al., 1986; Klapheck et al., 1994; Zenk,

1996; Sanchez-Thomas et al., 2016).

Con base en su estructura, las PCs se dividen en cinco clases, las cuales, constan
de la subunidad y-Glu-Cys pero varian en el residuo que poseen en su extremo
carboxilo terminal (C-terminal). Las PCs denominadas como canonicas
(Sanchez-Thomas et al., 2016) poseen una glicina en el C-terminal, mientras
que las homo-PCs tienen una B-alanina; las hidroxi-PCs tienen una serina; y las
is0-PCs tienen un &cido glutamico (Zenk, 1996). La distribucion y abundancia
de las distintas clases de PCs varia entre los diferentes organismos (Rauser,

1999).



Figura 2. Interaccion entre cadmioy moléculas de PC,. (A) A concentraciones
equimolares, la interaccion entre Cd-PC:es 1:1 en donde el grupo —COO" de la Gly
y los grupos —S- de las Cys interaccionan con el cadmio, esto se complementa con
una interaccion débil con el grupo C=0 de la Cys unida a la Gly. (C) En presencia
de una alta cantidad de PC>, el cadmio es completamente quelado por cuatro grupos
—S~ que provienen de dos moléculas de PC,. Los péaneles (B) y (D) son
representaciones de (A) y (C), respectivamente. Figura tomada de Garcia-Garcia et
al., 2016.

1.4. La via de asimilacion de azufre, sintesis de cisteina, glutationy
fitoquelatinas

Los compuestos con azufre como la cisteina y el glutation (Cys y GSH,
respectivamente), son esenciales para el metabolismo de todas las células. La
Cys es un aminoacido que forman parte de las proteinas y que, debido a su
estructura, es capaz de formar puentes disulfuro y ser un buen agente
nucleofilico. Por otra parte, el GSH es un metabolito esencial que funciona
como agente antioxidante al proteger a las células de diferentes tipos de ROS;
y en este proyecto, es de nuestro interés puesto que es precursor de PCs. A
continuacion, se describe la via de asimilacion de azufre y posteriormente la
sintesis de Cys, GSH y PCs. Si el lector desea consultar informacién mas
detallada, puede consultar Mendoza-Cozatl et al.,, 2004. Este capitulo se
escribid con el fin de describir los pasos previos a la sintesis de PCs y para
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demostrar que la modificacion de una sola enzima o un intermediario, tiene
cierto grado de repercusién sobre la via puesto que los pasos en la ruta estan

interconectados.

1.4.1. La via de asimilacion del azufre

La via de asimilacion del azufre
(Figura 3) puede ser descrita en 4
pasos principales:

1. Entrada de SO.*. El sulfato
inorganico  (SO4*) se co-
transporta dentro de las células
con tres protones (3H") a
travées de HAST y LAST
(transportadores de sulfato de
alta y baja afinidad, <100 o
>100 uM, respectivamente).

2. Activacion del SO4%. La ATP
sulfurilasa (ATPS) activa al
SO.4* por medio de adenosin

trifosfato  (ATP), lo que
produce adenosina-5'-
fosfosulfato (APS) y

pirofosfato (PP1).

3.Reduccion del SO+ a SOsZ.

3H*  SO,~
HAST/LAST x
50,2
ATP
ATPS
PPi
2 GSH APS ATP
APSK B
ADP
APSR PAPS
TrXeq
PAPSR B
TrXox
GSSG
SO,%
AMP 3 NADPH

SiR
3 NADP*

0

§*

Figura 3. Via de la asimilacion del
azufre generalizada.

Este proceso puede darse en dos vias, y dependera del organismo:

3.A. Via APSK. La APS cinasa (APSK) fosforila el APS para producir
fosfoadenilil-sulfato (PAPS). Después, la PAPS reductasa (PAPSR)
reacciona con tiorredoxina reducida (Trx;) y PAPS para generar sulfito

(8032').



3.B. Via APSR. La APS reductasa (APSR) reacciona con GSH y APS
para producir SOz

4. Reduccion del SOs? a S%. El SOs% producido tanto por la via APSK como
por la APSR se reduce a sulfuro (S?) por la sulfito reductasa (SiR).

1.4.2 La sintesis de Cys

A partir de S%, se han reportado dos diferentes vias para la sintesis de Cys
(Figura 4); la ruta a seguir varia entre los organismos.

A. Via OAS. El S* es condensado con O-acetilserina (OAS) por la O-
acetilserina(tiol)liasa (OAS TL, también llamada OAS sulfihidrilasa) para
formar Cys de manera directa.

B. Via hCys. LA OAS TL también cataliza la condensacién del S* con O-
acetilhomoserina (OAH) para formar homocisteina (hCys). La hCys se
asocia con serina (Ser) para formar cistationina (CT) por la accion de la
cistationina f-sintasa (f-CTS). Posteriormente, CT es disociada en Cys por
la cistationina y-liasa (y-CTL).

Por otra parte, la produccion de Cys puede derivar de la sintesis de serina (Ser)
y glicina (Gly). Ser y Gly son aminoécidos que pueden ser sintetizadas por
diferentes vias, aunque ambos aminoacidos provienen del 3-fosfoglicerato que
es un intermediario tanto de la glucolisis como del ciclo de Calvin.

1.4.3. La sintesis de GSH

El GSH es sintetizado desde Cys en dos reacciones consecutivas y dependientes
de ATP como se describe a continuacion:

1. La y-glutamilcisteina sintetasa (y-ECS) une Cys y Glu para formar el
dipéptido y-glutamilcisteina (y-Glu-Cys o y-EC).
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2. La glutation sintetasa (GS) une un residuo de glicina (Gly) al extremo
carboxilo del dipéptido y-Glu-Cys para formar GSH.

El GSH esta presente en todos los
organismos, forma parte de mas
del 90% del azufre no-proteico y se
encuentra en una concentracion de
0.1 a 10 mM en plantas, levaduras,
bacterias, animales y protistas
como Euglena gracilis (Meister,
1995; Lushchak, 2012; Montero et
al., 2013). El GSH forma parte del
mecanismo contra estrés oxidante,
tiene la capacidad de reducir
puentes disulfuro de otras
moléculas y formar complejos con
compuestos  toxicos para su

OASTL k

s>

OAS
hCys ‘ OAS TL

CT ———» Cys «—
v-CTL

ATP + Glu

TECS | _waDP+Pi

v-Glu-Cys

ATP + Gly
GS ADP +Pi

degradacion, transporte, excrecion GSH
y/o compartimentacion. Mecanismos /
contra estrés

oxidante

Formacion
de complejos

El GSH es un metabolito en (PCs)

encrucijada debido a que es
sustrato de multiples enzimas
(Mendoza-Cozatl et al., 2001;
Mendoza-Cdzatl et al., 2004; Harrison et al., 2007; Figura 4).

Figura 4. Via de sintesis de Cys y GSH.

1.4.4. La sintesis de PCs

Una de las rutas que puede tomar el GSH es hacia la sintesis de PCs, la cual, se
induce por la presencia de metales pesados, principalmente el cadmio. Este
mecanismo consiste en la formacion de PCs a partir de GSH y bis-glutationato
de metal (Me-GS;; dos moléculas de GSH que se unen a un &tomo metalico) o
de PCs de cadena mas corta a través de la fitoquelatina sintasa (PCS).
Posteriormente, las PCs sintetizadas quelan al metal libre formando un
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complejo metal-PC de 1 a 7 kDa (Mendoza-Cozatl, 2005; Garcia-Garcia et al.,
2016; Figura 2).

Los complejos metal-PC pueden ser transportados a organelos como vacuola,
mitocondria y cloroplasto en donde se incorporan otros metabolitos como
aminoécidos, GSH y SZ. Particularmente, en E. gracilis, el resultado es la
formacién de complejos de alto peso molecular de 30 a 40 kDa, los cuales,
tienen una mayor capacidad de quelar metales y son mas estables que los
complejos metal-PCs (Mendoza-Cozatl, 2005).

1.5. Mecanismo catalitico de la PCS

1.5.1. Generalidades de la PCS

La enzima que cataliza la biosintesis de PCs es la y-glutamilcisteina-dipeptidil-
transpeptidasa (EC 2.3.2.15) cuyo nombre coloquial es fitoquelatina sintasa
(PCS; Pal y Rai, 2010). La PCS fue aislada y caracterizada por primera vez en
1989 por Grill et al. de extractos de Silene cucubalus. A partir de este hecho, se
han caracterizado cinéticamente las PCSs de otros organismos como la de
Araboidopsis thaliana, y la de E. gracilis (Vatamaniuk et al. 1999; Vatamaniuk
etal., 2000; Garcia-Garcia et al., 2014). Se ha reportado que el gen que codifica
a la PCS es constitutivo, por lo que su expresion no es dependiente de la
exposicion a metales pesados (Garcia-Garcia et al., 2014).

Se ha postulado que la PCS es una metalo-enzima porque el metal puede actuar
como activador, y formar parte de uno de los sustratos de la enzima (Grill et al.,
1989; Garcia-Garcia et al., 2014). Sin embargo, debido a que la posibilidad de
encontrar iones metalicos libres dentro de la célula es extremadamente limitada
(Rae et al., 1999), Vatamaniuk et al. (2004) propusieron que el metal “libre” no
se une directamente a la PCS, sino que la interaccion se da con el complejo Me-
GS; (dos moléculas de GSH unidas a un metal pesado). Para la mayoria de las
PCSs el mejor sustrato Me-GS; es el que se forma con el cadmio (Cd-GS;; bis-
glutationato de cadmio); aunque también se ha reportado que otros iones como
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el Cu?*, Hg?*, Pb?* y Zn?*, pueden funcionar como sustratos de la PCS (Grill et
al., 1989; Garcia-Garcia et al., 2014).

Mediante el andlisis cinético de la PCS de A. thaliana (AtPCS), se determind
que esta enzima cataliza una reaccion bisustrato en la cual, el Cd-GS, y el GSH
libre son co-sustratos de alta afinidad y baja afinidad, respectivamente (Rea et
al., 2004). VVatamaniuk et al. (2000), propusieron que la AtPCS es una enzima
que cataliza por medio del mecanismo Bi Bi Ping Pong. En el mecanismo
propuesto por este grupo de investigacion, el GSH se une en primera instancia
a la AtPCS, produciendo un intemediario AtPCS-(acil-(y-Glu-Cys)) vy la
liberacion de un residuo de Gly. En el siguiente paso, el Cd-GS; interacciona
con la enzima acilada; de este modo, una de las moléculas de GSH que
provienen del Cd-GS; acepta el dipéptido y-Glu-Cys del complejo enzimatico
AtPCS-(acil-(y-Glu-Cys)). Finalmente, se libera el complejo PC,-Cd-GSH y la
enzima se regenera para un nuevo ciclo catalitico (Figura 5).

GSH Gly Cd-GS, PC,-Cd-GSH

| | | |

E E-GSH F—=0G G-(Cd-GS,) E

Figura 5. Diagrama de Cleland del mecanismo cinético Bi Bi Ping Pong
propuesto por Vatamaniuk et al. (2000) para la produccion de PC; por la
AtPCS. E es la enzima libre, AtPCS; F es la enzima acilada con el residuo y-Glu-
Cys, AtPCS-(acil-(y-Glu-Cys)); G es la enzima acilada con el residuo y-Glu-Cys
que interacciona con el segundo sustrato, Cd-GSa.

En el mecanismo propuesto por Vatamaniuk et al. (2000), la PC, forma parte
de un complejo PC,-Cd-GSH que es transportado directamente a la vacuola en
donde se forman los complejos de alto peso molecular (Seccion 1.4.4.). Sin
embargo, el mecanismo propuesto por VVatamaniuk et al. (2000) no esta basado
en una caracterizacion cinética rigurosa, en la cual, se definan pardmetros
cinéticos reales.
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Otros autores como Garcia-Garcia et al. (2014) proponen que los productos de
la PCS son una molécula libre de PC; y el complejo inestable “~Cd-GS”. Estos
productos son liberados en la reaccion donde el dipéptido y-Glu-Cys del
complejo PCS-(acil-(y-Glu-Cys)) se transfiere a una molécula de GSH del
complejo Me-GS; (Ecuacién 3). En un segundo ciclo de reaccion en donde
sigue existiendo un exceso de GSH y ya existe PC; en el medio, otra molécula
de GSH es tomada para volver a formar al complejo PCS-(acil-(y-Glu-Cys));
sin embargo, en la reaccion de transpeptidacion, el dipéptido y-Glu-Cys del
complejo PCS-(acil-(y-Glu-Cys)) ahora puede ser transferido a otra molécula
de GSH que proviene del co-sustrato Me-GS; 0 a una moléecula de PC; de los
complejos putativos Me-(PCy), o0 GS-Me-PC,. Como se ha expuesto
anteriormente, la hipotesis sobre la liberacion de los productos PC, y el
complejo inestable —Cd-GS propuesta por Garcia-Garcia et al. (2014) difiere
de la hipdtesis propuesta por VVatamaniuk et al. (2000). En conclusion, ain se
necesita de un analisis méas detallado para determinar cdmo es que funcionan
las PCSs.

Con base en el mecanismo propuesto por Garcia-Garcia et al. (2014), la
produccion de la PC méas pequefia, la PC,, puede ser descrita mediante la
siguiente ecuacion global irreversible (Ecuacion 1), en la cual, el “-Me-GS” es
el intermediario inestable que al salir como producto podria interaccionar con
otra molécula de GSH del medio de reaccion para volver a formar el co-sustrato
Me-GS; o interaccionar con una molécula de PC, recién sintetizada para formar
el sustrato putativo PC,-Me-GS.

GSH + Me-GS; = Gly + PC, + -Me-GS Ecuacion 1

1.5.2. Funcion del “sitio 1" en la catalisis de la PCS

El mecanismo cinético de la reaccion bisustrato que lleva a cabo la PCS aun
estd en controversia; sin embargo, tras la resolucion del cristal de la PCS trunca
de la cianobateria Nostoc sp. (NsPCS), en presencia de GSH, se confirmé que
la escision de la Gly del GSH (y-Glu-Cys-Gly), para dar lugar al dipéptido vy-
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Glu-Cys (Ecuacion 2) se da en el denominado sitio | de la enzima (Vivares et
al., 2005). Este sitio I estd formado por tres residuos de aminoacidos que forman
la triada catalitica: en la NsPCS son Cys-70, His-183 y Asp-201; en la AtPCS
son Cys-56, His-162 y Asp-180; y en la EgPCS son Cys-70, His-179 y Asp-197
(Vivares et al., 2005; Garcia-Garcia et al., 2014).

PCS + GSH > PCS-(acil-(y-Glu-Cys)) + Gly Ecuacion 2

Cuando la triada catalitica Cys-56, His-162 y Asp-180 es sustituida mediante
mutagénesis sitio dirigida, la actividad enzimatica en la AtPCS se abate
completamente (Rea et al., 2004). En esta primera reaccion (Ecuacion 2), la
presencia de GSH libre de iones metalicos es suficiente para la acilacion de la
Cys-56, una reaccion gque parece no estar acomparada de sintesis neta de PCs
(Rea et al., 2004). La Cys-56 ejerce un ataque nucleofilico sobre el enlace
peptidico entre los residuos de Cys y Gly del GSH; de esta manera se da la
formacion de un tioéster acil y-Glu-Cys y se libera Gly.

Al igual que en las proteasas de cisteina en general, se sugiere que el caracter
nucledfilo de la Cys-56 es potenciado por su proximidad a la His-162 y al Asp-
180. Ademas, el protdn sulfhidrilo de la Cys-56 se transfiere al anillo imidazol
de la His-162, cuyo caracter electrofilico se ve potenciado por su proximidad
inmediata al B-carboxilato del Asp-180 (Rea et al. 2004; Vivares et al., 2005).

1.5.3. Funcion del “sitio I’ en la catalisis de la PCS

La existencia y funcion de un “sitio II” en las PCSs aln se encuentra bajo el
escrutinio de la comunidad cientifica. En general, se piensa que la segunda
reaccion de la catalisis de la PCS, la transferencia del residuo y-Glu-Cys del
complejo PCS-(acil-(y-Glu-Cys)) a una molécula de GSH del complejo
metalico Me-GS; ocurre en dicho “sitio II” (Rea et al. 2004; Clemens, 2006;
Garcia-Garciaet al., 2014). Esta reaccion (Ecuacion 3), es dependiente de iones
metélicos y se desconoce el sitio donde se realiza (Rea et al. 2004; Clemens,
2006; Garcia-Garcia et al., 2014).
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PCS-(acil-(y-Glu-Cys)) + Me-GS; - PC; + -Me-GSH Ecuacion 3

1.6. La estructura de la PCS como la clave de su funcion

El analisis de la secuencia de aminoacidos de diferentes PCSs, ha demostrado
que el extremo N-terminal de la enzima se encuentra conservado, con una
identidad de aproximadamente de 30 al 45 % entre los diferentes organismos
que la poseen, mientras que el extremo C-terminal es altamente variable
(identidad menor al 15%). En eucariontes, las PCSs costan de 421 a 506
residuos; mientras en procariontes, quienes carecen de extremo C-terminal,
constan de de 220 a 237 residuos. En el extremo N-terminal de todas las PCSs,
se encuentra el extremo 05023 Pfam, una secuencia consenso de 133
aminoacidos con la que se identifica si una proteina forma parte de la
superfamilia PCS (Harada et al., 2004; Garcia-Garcia et al., 2014).

La NsPCS consta de 242 aminoacidos, los cuales alinean con el extremo N-
terminal de la mayoria de las PCSs (Tsuji et al., 2004). La NsPCS es capaz de
remover el residuo de Gly del GSH (Ecuacion 2) y hacer la transpeptidacion
para producir PCs ineficientemente (Ecuacién 3; Tsuji et al., 2004). Por otra
parte, cuando la AtPCS (enzima completa de 485 aminoacidos) es sometida a
protedlisis por la proteasa V8, se generan dos fragmentos N-terminales, que
finalizan en las posiciones 372 (PCS_Nt1) y 283 (PCS_Nt2). Ambas enzimas
modificadas, son capaces de sintetizar PCs a partir de GSH en presencia de
Cd?*, a una velocidad de aproximadamente 5 veces menor que la de la AtPCS
completa (Ruotolo et al., 2004).

Estos hallazgos en la NsPCS y AtPCS fueron pieza clave para hipotetizar que el
extremo catalitico de todas las PCS es el N-terminal y que la funcion del
extremo C-terminal era darle estabilidad al polipéptido de longitud completa y
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participar en el reconocimiento de la gama de metales con los que la enzima es
activa (Ruotolo et al., 2004).

Cobbett (2000), fue el primero en proponer que el C-terminal variable podria
unir, via residuos de Cys conservadas, los iones metalicos para asi transferirlos
al extremo N-terminal catalitico. Después, Maier et al. (2003), examinaron la
unién a Cd?* de las PCSs de S. pombe y Triticum aestivum por medio de
fragmentos de las enzimas de aproximadamente 25 aminoacidos cada uno.
Maier et al. (2003) encontraron que residuos de Cys que se encuentran
conservados en el extremo N-terminal, podrian estar implicados en la union a
Cd?* en la enzima completa y consecuentemente en la sintesis de PCs.

Posteriormente, VVatamaniuk et al. (2004) y Tsuji et al. (2005), modificaron las
cuatro Cys antes mencionadas y observaron que ninguno de estos cambios
representa una disminucion significativa en la habilidad de la AtPCS para
conferir la tolerancia a Cd?* o catalizar la sintesis de PCs. Vivares et al. (2005),
a partir de la resolucion del cristal de la NsPCS, determinaron que estos cuatro
residuos de Cys podria estar lejos del sitio activo.

A pesar de maltiples intentos, hasta el momento so6lo se cuenta con el cristal de
la NsPCS en donde se muestra que la reaccion descrita en la Ecuacion 2 se
lleva a cabo en el extremo N-terminal (Vivares et al., 2005). Y como fue
expuesto antes, el sitio donde se lleva a cabo la interaccion con el Me-GS; sigue
siendo incierto.
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2. JUSTIFICACION

La bio-recuperacion de metales pesados es una estrategia potencial para la
remocion de los mismos mediante el uso de organismos con alta capacidad de
acumulacion. Sin embargo, en sistemas contaminados por metales pesados aun
no es completamente aplicable ni eficiente (Garcia-Garcia et al., 2016). Asi, la
investigacion acerca de los mecanismos bioquimicos relacionados con la
remocion de metales pesados puede permitir la identificacion de blancos
génicos y quimicos que, mediante su manipulacion, provean organismos con
una mayor capacidad de remocion.

La PCS es una enzima de interés biotecnologico puesto que su producto esta
directamente relacionado con la inactivacion intracelular de metales pesados
que son toxicos. Sin embargo, existen muchas interrogantes sobre su
mecanismo cinético y de regulacién, aspectos de suma importancia en la
manipulacion de vias metabolicas. También, cabe destacar que la PCS presenta
una baja eficiencia catalitica (Vmax/Kn), debido a que es una enzima lenta (Vmax
baja) y a que tiene baja afinidad por uno de sus sustratos (KmsH) mayor a la
concentracion fisioldgica de GSH). Es decir, los parametros cinéticos sefialan
que, la produccion de PCs es un proceso lento y que solo se activa cuando las
concentraciones de GSH suben debido al efecto téxico provocado por la
exposicion a metales.

Dentro de las PCSs caracterizadas cinéticamente, se encuentra la del protista
hiper-acumulador de Cd?*, E. gracilis, la EgPCS. La EgPCS guarda similitudes
con otras PCSs, sin embargo, tiene las siguientes particularidades: 1) su mejor
co-sustrato es el bis-glutationato de zinc (Zn-GSy); 2) la falta del extremo C-
terminal inactiva a la enzima; y 3) posee los residuos Cys-421, Cys-422, His-
424, His-426, His-428, His-429 e His-430 en la region del C-terminal.

Debido a que en otras proteinas se han encontrado residuos tanto de cisteinas
como de histidinas que estan involucrados en la interaccion con metales como
Cd?* y Zn?*, el presente trabajo se enfocd en analizar la contribucion sobre la
actividad de la EgPCS conferida por el extremo C-terminal que contiene los
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residuos Cys-421, Cys-422, His-424, His-426, His-428, His-429 e His-430. Con
este estudio y los que lo sucedan, se busca proporcionar informacion sobre la
estructura y mecanismo cinético de las PCSs, que podria ser utilizada en el
disefio de enzimas mas eficientes que mediante sobre-expresion heteréloga
formen parte de organismos con mayor capacidad de bioremediar sistemas
contaminados por metales.

3. HIPOTESIS
Los residuos Cys-42, Cys-422, His-424, His-426, His-428, His-429 e His-430

contenidos en el extremo C-terminal de la EgPCS forman parte de la secuencia
minima y esencial para la actividad de la enzima.

4. OBJETIVOS

Objetivo general

Analizar la contribucion del extremo C-terminal de la EgPCS sobre la actividad
de la enzima, a partir del analisis de enzimas con diferente longitud del C-
terminal.

Objetivos particulares

Medir el crecimiento celular de levaduras transformadas con enzimas C-
terminal truncas de la EQPCS expuestas a CdCl,.

Cuantificar moléculas con grupos tiol (Cys, y-Glu-Cys, GSH y PCs) en
levaduras transformadas con las distintas versiones de la EgPCS.

Cuantificar el contenido de cadmio total en las levaduras de interés.

19



Sobre-producir, purificar y obtener los parametros cinéticos, Vimax, Km Y Vinax/Km
de las variantes truncas de la EQPCS que provean proteccién a las levaduras
contra el estrés provocado por Cd?*.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Crecimiento de las células Saccharomyces cerevisiae AycfI transformadas
con las diferentes secuencias de la EgPCS ante la exposicion a CdCl,

Previo a este trabajo, en el laboratorio del Dr. Jorge D. Garcia-Garcia se
generaron variantes truncas del extremo C-terminal de la EgPCS usando
herramientas de biologia molecular. Las enzimas truncas evaluadas en este
proyecto constaron de 257, 296, 315, 335, 355, 379, 395, 415, 435, 443 y 468
aminoacidos; ademas se incluyeron la EQPCS_nativa (476 aminoéacidos) y a la
EgPCS_Nter (235 aminoacidos que corresponden al extremo N-terminal).
Todas estas secuencias fueron clonadas en el vector de sobre-expresion de
proteinas especifico para levadura, pYES2, mientras que el vector vacio se
utilizo como control. Con estas construcciones se transformaron celulas
sensibles a cadmio, S. cerevisiae Aycfl que fueron seleccionadas
auxotroficamente.

En el presente proyecto de tesis, las células S. cerevisiae Aycfl transformadas
fueron expuestas a CdCl, (0-70 uM) hasta 48 horas. El medio de cultivo
utilizado fue YNB-URA (1.7% p/v de Yeast Nitrogen Base sin uracilo (BD),
0.2% p/v de Yeast synthetic Drop-out medium (Sigma-Aldrich) suplementado
con 2% p/v de glucosa o 2% p/v de galactosa con/sin 1% p/v de rafinosa para
inducir la expresion de las proteinas. Las celulas se incubaron a 28° C y 200
rpm. Los cultivos se iniciaron a partir de un preinoculo suficiente para alcanzar
una densidad éptica a 600 nm (DOgqo) de 0.2.

5.2. Cuantificacion de cadmio intracelular en S. cerevisiae Aycf1

Se prepararon medios de cultivo YNB-URA+Galactosa de volimenes de 10 mL
sin CdCl, y de 100 mL con 50 uM de CdCl;, Los cultivos se iniciaron con 0.2
y 0.4 unidades de DOgoonm €n los medios sin y con metal, respectivamente.
Después de 48 horas de incubacién, las células fueron cosechadas y lavadas con
100 mM de KH,PO,4 + 5 mM de EGTA (&cido tetra-acético etilenglicol) a pH
7.4 en dos ocasiones para retirar el Cd?* extracelular. En 1 mL de H,O mQ se
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resuspendieron las células; de la suspension se tomaron 50 pL para medir la
DOgoonm Y €l resto se digirié con 2.5 mL de HNO3 70% v/v y 0.5 mL de H,SO,
99% v/v por 2 horas a 100 °C. Las muestras digeridas se aforaron a 5 mL con
H,O mQ para cuantificar el cadmio intracelular por espectrometria de absorcion
atdmica (EEA; Varian SpectrAA-640, Australia) a 228.8 nm a partir de un
estandar certificado (Sigma-Aldrich).

5.3. ldentificacion y cuantificacion de péptidos con grupos -SH de S. cerevisiae
Aycf1 por HPLC

Para determinar y cuantificar la sintesis de PCs y de otros péptidos con grupos
-SH en las células S. cerevisiae, se iniciaron cultivos con voliumenes de 100 mL
sin CdCl, y de 150 mL con 50 uM de CdCl;,, Los cultivos se iniciaron con 0.2
y 0.4 unidades de DOgponm €n los medios sin y con metal, respectivamente.
Después de 48 horas de incubacién, las células fueron cosechadas y lavadas con
amortiguador de 200 mM de sorbitol, 10 mM de HEPES y 1 mM de EGTA. Las
celulas se resuspendieron en 1 mL del mismo amortiguador suplementado con
1 mM de DTT (ditiotreitol). Las células se rompieron con perlas de vidrio de
0.5 mm en Mini-Beadbeater (Biospec Products) en cinco ciclos de 1 minuto de
disrupcion, seguido de 5 minutos en hielo. Las muestras se centrifugaron
(20,379 RCF, 10 minutos, 4 °C) para separar los restos celulares de los péptidos
con grupos —SH a analizar por cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC).

Al sobrenadante se le determing la proteina total por el método de Lowry a 660
nm con BSA (albmina sérica bovina) como estandar y después se le afiadi6 2.7
% v/v de PCA para la precipitacion de sustancias acido-sensibles. Después de
centrifugar, el sobrenadante se filtré con un poro de 0.45 uM de didmetro y 50
UL fueron inyectados para su analisis por HPLC (Waters 1525 system; Milford,
MA, USA). Se utilizd una columna de fase reversa C18. La columna se
equilibré con TFA (acido trifluoroacético; Sigma) 0.1% v/v en agua y se eluyé
con un gradiente de acetonitrilo (Sigma-Aldrich) 100% a un flujo neto de 1
mL/min.

Los compuestos con grupos -SH se derivatizaron con 0.1 mM de DTNB (5'-
ditiobis-(&cido 2-nitrobenzoico)). EI DTNB se disolvié en amortiguador 0.1 M
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de KH,PO,4 a pH 8. Los analitos se identificaron mediante el uso de estandares
internos (PC,.4) y se cuantificaron como equivalentes de Cys a partir del area
debajo de la curva de los cromatogramas obtenidos.

5.4. Sobre-produccion y purificacion de enzimas EgPCS

Previo a este trabajo, las secuencias modificadas de la EGQPCS analizadas en el
presente proyecto, se clonaron en el vector pET-DEST42 (Invitrogen) con la
etiqueta 6xHis en el C-terminal. Las proteinas recombinantes fueron sobre-
expresadas en el sistema Escherichia coli BL21(DE3) (Novagen) en 500 mL de
medio LB (Luria Broth) suplementado con 100 pug/mL de carbenicilinaa 37 °C
hasta alcanzar un DOgoonm Cercana a 1. Para la induccion del promotor T7lac
que expresa la RNA polymerasa T7, se afiadio 400 uM de IPTG (isopropil-f-
D-1-tiogalactopiranosido). La induccion se realizd a 25 °C y 200 rpm por
aproximadamente 16 horas.

Las células se cosecharon por centrifugacion (4,534 RCF, 10 minutos, 4 °C). El
botdn celular fue resuspendido en 6 mL de amortiguador de lisis para bacterias
(100 mM de trietanolamina pH 7.4, 300 mM de NaCl y 2 mM de imidazol). La
suspension se sonico por 10 segundos, tres veces en un bafio de hielo (20% de
amplitud; Branson sonicator). La suspension se cosechd para recuperar el
sobrenadante. La purificacion se realizd por cromatografia de afinidad por
metales inmovilizados (IMAC) con resina a base de cobalto (TALON® Metal
Affinity Resin, Clontech) previamente equilibrada con amortiguador de lisis
para bacterias. Se realizaron tres lavados con amortiguador de lisis 10 mM de
imidazol. La resina que contenia la proteina recombinante fue vaciada dentro
de una columna de flujo por gravedad donde se realizd la elucion con
amortiguador de lisis 100 mM de imidazol. Posteriormente, se centrifugo el
eluato en un Amicon 3,000 MWCO (Millipore). La solucion final fue
almacenada a -20 °C en 50% v/v de glicerol a un pH final de 8.

Una alicuota de solucién de enzima de entre 12.5 y 50 pL fue precipitada con
13% v/v de TCA para eliminar la interferencia por el amortiguador de imidazol
y asi cuantificar la proteina por el método de Lowry previamente descrito. La
presencia y peso molecular de las enzimas recombinantes fue determinada a

23



través de electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)
con 12% p/v de acrilamida, mientras que el grado de pureza fue analizado
mediante el software ImageJ 1.48v (Wayne Rasband National. Institutes of
Health, USA).

5.5. Determinacion de la actividad enzimatica

La actividad de la enzima EgPCS_435 se determin6 usando una mezcla de
reaccion que contenia 0.01 mg/mL de BSA, 10 mM de BME (2-
mercaptoetanol), 40 mM de GSH, 50 uM de ZnSO,y 4-170 pg/mL de proteina
del extracto enzimatico parcialmente purificado. En la mayoria de las
reacciones se utilizo una solucién amortiguadora de 50 mM de HEPES pH 8, lo
cual fue diferente cuando se determind el pH optimo (Seccidon 5.6.). Después
de incubar las reacciones a 35 °C y a distintos tiempos de interés, estas se
detuvieron con 2.7% v/v de PCA y se congelaron con nitrégeno liquido. Las
muestras se almacenaron a -20 °C hasta su analisis por HPLC como se indica
en la Seccion 5.3.

5.6. Determinacion de la relacion entre el pH y la actividad la enzima
EgPCS_435

El medio de reaccion se llevo a un volumen de 500 puL con amortiguador
compuesto por HEPES, MES y Tris, cada uno en concentracion de 50 mM con
valores de pH entre 6.0 y 9.0. Después de la incubacién a 35 °C por una hora,
las reacciones se detuvieron y se almacenaron como se menciona en la seccién
anterior.

5.7. Determinacion de los parametros cinéticos de la EQPCS_435

Una vez que se determind el pH con el cual trabajar, se realiz6 un curso temporal
(0-24 horas) para determinar el tiempo en el que la cinética de reaccion es lineal.
El medio de reaccion fue el previamente descrito con HEPES 50 mM (Seccion
5.5.). Se determind la curva de saturacion por Zn?* (0-100 uM) y por GSH (0-
40 mM) para obtener los parametros cinéticos Vimax, Km Y Vmax/Kn.

24



Finalmente, los graficos fueron realizados en Excel 2013 (Paquete Office), las
pruebas estadisticas por R Project 3.2.3. y los ajustes por regresion no lineal en
Microcal origin 5.0.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Analisis in vivo de las secuencias EgPCS truncas

6.1.1. Crecimiento de las células transformadas con las variantes de la EQPCS

Para determinar la importancia del extremo C-terminal de la EgPCS en el
fenotipo protector contra la toxicidad a Cd?*, se utlizé S. cerevisiae Aycf1, que
es una cepa sensible a Cd?* porque carece del gen Yeast Cadmium Factor (yfcl).
Este gen codifica para un transportador vacuolar tipo ABC (del inglés ATP-
binding cassette) que transporta glutatién-S-conjugados, como el bis-
glutationato de cadmio (Cd-GS;), lo que confiere resistencia a cadmio al
secuestrarlo dentro de la vacuola (Li et al. 1996; Li et al. 1997). Una ventaja
de usar a S. cerevisiae es que no existen reportes de que posea un gen que
codifique para una PCS, por lo que el fenotipo protector contra Cd?'y la
produccion de PCs puede atribuirse a la expresion heterdloga de las secuencias
de la PCS de interés (\VVatamaniuk et al., 1999; Garcia-Garcia et al., 2014).

El crecimiento de las células transformadas con las secuencias truncas de la
EgPCS fue relativamente uniforme cuando no fueron expuestas a CdCl,; pero
en presencia de 50 uM de CdCl, se observo un claro abatimiento en el
crecimiento de las células transformadas con una EgPCS menor a 435
aminodcidos (Figura 6). Las células transformadas con el vector vacio y con la
EgPCS_Nter no presentaron una diferencia significativa en el crecimiento (p =
0.044) durante el estrés con Cd?*, como fue previamente descrito por nuestro
grupo de trabajo (Garcia-Garcia et al., 2014).

El fenotipo de resistencia a Cd?* se observé en las células transformadas con la
EgPCS_nativa y las mutantes de 435 y 443 aminoacidos. Ademas, las células
transformadas con la mutante de 435 aminoacidos crecieron mas que las
transformadas con la enzima nativa (p = 0.002). Estos resultados sugieren que
dichas enzimas son capaces de sintetizar fitoquelatinas que forman complejos
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con el cadmio; de modo que puede contrarrestarse la inhibicion en el
crecimiento que induce el metal (Secciones 1.2.y 1.3.).
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Figura 6. Sensibilidad a Cd?* de las células S. cerevisiae Aycfl transformadas
con las variantes EgPCS truncas. En el tratamiento con 50 uM de CdCl; no existe
una diferencia significativa en el crecimiento de las células con el vector vacio y las
EgPCS_Nter (p = 0.044); mientras que si existe una diferencia significativa en el
crecimiento de las células EQPCS 435aa y EgPCS_nativa (p = 0.002). Medio de
cultivo YNB-URA+Galactosa+Rafinosa; 48 horas; n = 4 — 25; X + DE, Wilcoxon
test.

Para hacer una cinética de crecimiento més detallada, se seleccionaron las
células que presentaron cambios importantes en el crecimiento en presencia de
50 uM de CdCl,. Las ceélulas seleccionadas fueron las transformadas con la
EgPCS_415 (no resistentes) y la EQPCS_435 (resistentes), como controles se
incluyeron las células tranformadas con la EgPCS_nativa (resistente), la
EgPCS_Nter y las transformadas con el vector vacio (ambas no resistentes).
Estos cinco tipos celulares se utilizaron para determinar el crecimiento celular
en presencia de Cd?* desde el tiempo 0 hasta las 48 horas (Figura 7).

Los resultados muestran que en ausencia de Cd?*, las células presentan un
crecimiento con fases lag, exponencial y estacionaria similares. Por otra parte,
ante la exposicion a Cd?*, las células no resistentes al metal sélo presentan la
fase lag, es decir, la exposicion al metal inhibe el crecimiento celular; mientras
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las que son resistentes llegan hasta la fase exponencial siendo la EQPCS 435 la
que presenta la mayor tasa de crecimiento.

DO (600 nm)

Tiempo (horas)

—@—\/ector vacio —ii=—EgPCS Nter —&—EgPCS 415aa —€—EgPCS 435aa —@—EgPCS_nativa

Figura 7. Curva de crecimiento de las células S. cerevisiae Aycfl transformadas
con las variantes en longitud de la EgPCS. Los simbolos con relleno
corresponden a la condicion sin CdCl. y los vacios a la condicién con 50 uM de
CdCl,. Medio YNB-URA+Galactosa+Rafinosa; n =4 - 25, X £ DE.

Para determinar si la diferencia en el crecimiento celular (Figura 6), durante la
exposicion a 50 uM de CdCl,, era debida a la EgPCS con que fueron
transformadas, se crecieron las células con 2% de glucosa que es un inhibidor
del promotor GAL1 del vector pYES2 con el que fueron transformadas. Bajo
esta condicion y para un o = 0.01, no existe diferencia en el crecimiento de los
diferentes tipos celulares a una concentracion de 50 uM de CdCly, este resultado
sugiere que la diferencia en el crecimiento si es debido a la EQPCS que sobre-
producen (Figura 8). Cabe afiadir que las células expuestas a CdCl, crecieron
mas en 2% de glucosa que en galactosa+rafinosa (2 y 1 %, respectivamente).
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Figura 8. Crecimiento de las células S. cerevisiae Aycfl transformadas con las
variantes en longitud de la EGPCS en medio con glucosa. No se presentd una
diferencia significativa en el crecimiento celular (oo = 0.01) en presencia de 50 uM

de CdCl..
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Figura 9. Efecto del CdClI. sobre el crecimiento de las células S. cerevisiae
Aycfl. Medio de cultivo YNB-URA+Galactosa+Rafinosa; tiempo de cultivo 48

horas; n =4 - 25; X + DE.

Se realizaron curvas de crecimiento con diferentes concentraciones de CdCl,
afiadidas, lo que mostr6 que a concentraciones por debajo de 30 uM CdCl; no
hay diferencia en el crecimiento celular, pero que a partir de 40 uM se empieza
a manifestar el fenotipo resistente y el no resistente a Cd?*. Ademas, en
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concentraciones > 40 puM las células transformadas con la EgPCS 435
mostraron una mejor capacidad para contender frente a la inhibicion del
crecimiento que las células con la EgPCS_nativa (Figura 9).

Para dilucidar a qué se debe la diferencia en el crecimiento celular (Figura 6),
y especificamente para buscar evidencia que demuestre que es debido al efecto
protector que ejerce la EgPCS que se produjo, se determind el contenido de
cadmio intraceluar y de PCs. Para realizar estas determinaciones se necesitan
volumenes muy grandes de medio cultivo, por lo que se decidié optimizar el
costo del medio de cultivo de induccidn al eliminar la adicion de rafinosa. Se
ha reportado que la rafinosa promueve una sobre-produccion de proteinas mas
rapida pero que no es inductor del promotor GAL1 del vector pYES2
(Invitrogen user manual).

Debido a que el fin de los experimientos era caracterizar el efecto protector que
proveen las diferentes EQPCSs y no la rapidez de sobre-produccion de las
proteinas, las ceélulas se expusieron a 50 uM de CdCl,, en medio YNB-
URA+Galactosa (Figura 10). Los resultados mostraron que para un o = 0.05
no existié una diferencia significativa en el crecimiento de las levaduras al
poner o no rafinosa en el medio de induccion.

Por lo tanto, los experimentos para determinar cadmio intraceluar y el contenido
de PCs se realizaron en medio de induccién sin rafinosa, es decir, en YNB-
URA+Galactosa. De este modo, el cambio en el protocolo represent6 un ahorro
econdmico aproximado del 43% al disminuir el costo del medio de cultivo de
$516.00 a $292.00 por litro.
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Figura 10. Comparacion en el crecimiento celular en medio sin/con rafinosa y
sin/con CdCl; afiadidos. No se observo una diferencia significativa (o = 0.05) en
el crecimiento celular al adicionar o no rafinosa al medio de induccién. n = 4 - 25,
X = DE.

6.1.2. Cuantificacion del cadmio intracelular

Para demostrar que la diferencia en el crecimiento de las diferentes células se
debe al efecto protector que proveen las diferentes mutantes de la EGQPCS y no
a la entrada diferencial de Cd?* a la célula, se midi6 el cadmio intracelular total
por Espectrometria de absorcion atomica (EEA; Tabla 1).

Tabla 1. Cuantificacion de cadmio intracelular en
las células expuestas a 50 pM de CdClz, en medio
de induccién YNB-URA+Galactosa.

Vector vacio 12+£1.9

EgPCS_Nter 04+05

EgPCS_415 15+26

EgPCS_435 1.0+1.7

EgPCS_nativa 1.3+1.8

nmol/1 x 107 células. n =3, X + DE, p = 0.959, Kruskal-
Wallis test.

Para la determinacion de cadmio intracelular en las células tratadas con 50 uM
de dicho metal, se tomé la sefial del EEA de las células no expuestas como cero.
El nimero de células se determinind por hemocitometro y microscopio optico
con un aumento total de 400x.
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Como lo denotan las cifras reportadas en la Tabla 1, los resultados (X £ DE) no
muestran diferencias significativas. Esto pudo deberse a errores acumulados por
el operador y a que los niveles de cadmio medidos pudieron encontrarse por
debajo del limite de deteccion del EEA que se utilizo. Sin embargo, los datos
fueron analizados mediante la prueba Kruskal-Wallis que es una alternativa no
paramétrica al ANOVA de un solo factor. La prueba no requiere que los datos
se distribuyan de manera normal, y para el analisis no utiliza el valor real de los
datos sino que los clasifica en rangos. Mediante este analisis, los resultados
muestran que la cantidad de cadmio intracelular en las diferentes transformantes
no vario (p = 0.959), por lo que la diferencia en el crecimiento celular debe
atribuirse a otra variable.

6.1.3. Determinaciony cuantificacion de péptidos -SH intracelulares por HPLC

Para examinar si la diferencia en el crecimiento en presencia de Cd?* se debi6 a
la produccion de Cys, y-Glu-Cys, GSH y polimeros de GSH, se hizo un anélisis
por HPLC de las levaduras transformadas con las distintas versiones de la
EgPCS y expuestas a 50 uM de CdCl; (Tablas 2 y 3). Las moléculas tioladas
son importantes porgue se han postulado como los ligandos intracelulares méas
favorables para el Cd?* (Clemenes, 2006) y ante una exposicion a este metal se
activa la sintesis de PCs, lo que incrementa la demanda en la produccion de
metabolitos precursores como lo son Cys, y-Glu-Cys y GSH (Mendoza-Cozatl
et al., 2004).

Los resultados indican que si hubo un aumento notorio en el contenido de
moléculas con grupos —SH en presencia de Cd?* (Tabla 3). Estos resultados
sugieren gue las células transformadas con la EgPCS_435 y la EgPCS_nativa
fueron mas resistentes a la exposicion a Cd?* debido a que presentan un
contenido de moléculas con grupos -SH superior a las células no resistentes.
Ademas, estos tipos celulares resistentes son capaces de sintetizar PC, (valor
que se agrupa en la categoria Pol-GSH).
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Tabla 2. Identificacion y cuantificacion de moléculas con grupos -SH en medio
de induccion YNB-URA+Galactosa sin exposicion a Cd?*,

Cys GSH v-Glu-Cys Pol-GSH
Vector vacio 3.7+15 41.0+13.9 147+7.0 06+ 0.3
EgPCS N-ter 3.8x20 425+16.4 195+84 0.7+ 0.4
EgPCS_415 5.4 52.4 23.9 0.8
EgPCS_435 44+32 39.2+13.0 16 £6.0 1.2+0.8
EgPCS_nativa 3523 355+125 15+5.1 1.1+04

nmol / mg de proteina, n =2 - 3; X £ DE. GSH, y-Glu-Cys y Pol-GSH se
determinaron como equivalentes de Cys.

Tabla 3. Identificacidn y cuantificacion de moléculas con grupos -SH en medio
de induccion YNB-URA+Galactosa expuestas a 50 uM de CdCl,.

Cys GSH v-Glu-Cys Pol-GSH
Vector vacio 13.7 128.9 67.7 6.7*
EgPCS_Nter 10.9 89.0 44.0 4.4*
EgPCS_415 13.3 57.3 26.2 1.8*
EgPCS_435 9.3 87.6 52.0 18.8**
EgPCS_nativa 11.6 98.9 57.5 11.7**

nmol / mg de proteina, n = 2, X. GSH, y-Glu-Cys y Pol-GSH se determinaron
como equivalentes de Cys. * No se identifico la presencia de PCy; ** si se
identifico la presencia de PC.. Debido a la interferencia con otros analitos en el
cromatograma, no se cuantifico la cantidad de PC..

6.2. Analisis in vitro de las secuencias EgPCS truncas

6.2.1. Sobre-produccion y aislamiento de enzimas recombinantes

Para complementar el analisis que se hizo a nivel celular, se realizd la
caracterizacion cinética de las enzimas in vitro. Se seleccionaron las enzimas
EgPCS_415y EgPCS_435 debido a que el fenotipo y el contenido de Pol-GSH
que proveen son altamente contrastantes. La EQPCS_435 proveyo el fenotipo
resistente a Cd?* en la caracterizacion in vivo y su secuencia comprende a la
triada catalitica y los residuos Cys-421, Cys-422, His-424, His-426, His-428,
His-429 e His-430 (Figuras 6 y 18; Tabla 3).
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La EgPCS_nativa fue sobre-producida y aislada con una pureza promedio de
95%. Sin embargo, hubo complicaciones para obtener las enzimas EQPCS_415
y EgPCS 435 con una pureza aceptable como para considerarlas “enzimas
puras” debido a que su nivel de sobre-produccién fue muy bajo (Figura 11).

. Células BL21 EgPCS_435

. Precipitado EQPCS_435

. Sobrenadante EgPCS_435

. Fraccion no unida EQPCS_435
. Lavado 1 EgPCS_435

. Lavado 3 EQPCS_435

. EgPCS_43520:25 (0.5L)

. EgPCS_41520:25 (0.5L)

. EgPCS_43520:25 (1 L)

10. EgPCS_nativa 20:25 (1 L)
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Figura 11. Purificacion de enzimas recombinantes. Gel de poliacrilamida con los
diferentes pasos de la purificacion de la EgPCS_435 (carriles 1-6), asi como el producto
final de los procesos para las EQPCSs 415, 435 y nativa (carriles 7-10). Los porcentajes de
pureza se calcularon mediante el software ImageJ 1.48v y fueron del 41 y 95% para la
EgPCS 435y EgPCS nativa, respetivamente. Por otra parte, no se detecto la presencia de
la EgPCS_415 en ninguno de los ensayos. Entre paréntesis se indica el volumen de medio
de cultivo celular utilizado. En cada carril se inyectd un volumen final de 7 pL.

Para obtener un nivel aceptable de sobre-produccion, se probaron diferentes
condiciones (densidades celulares, temperaturas y tiempos de induccion), se
ensay0 el método de autoinduccion (Studier, 2005), e incluso se utilizaron
otras cepas de E. coli. Sin embargo, no hubo un aumento en el nivel de sobre-
produccién ni en el grado de pureza. A pesar de los niveles de sobre-
produccidn y purificacion bajos de la EgPCS_435, la caracterizacion cinética
se realiz6 tomando en consideracion que la muestra analizada era una enzima
parcialmente purificada.
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6.2.2. Determinacion de la preferencia por metal de la EQPCS_435

La PCS es una enzima que requiere la presencia de diferentes metales que
funcionen como activadores y/o sustratos para que pueda llevar a cabo la
catalisis. En la literatura se ha reportado que los iones Cd?* Cu?*, Hg?*, Pb®" y
Zn?* que provienen de la disociacion de sales de cloruro, nitrato y sulfato,
activan a la enzima en diferente grado (Grill et al., 1989; Garcia-Garcia et al.,
2014). La adicion de Cd?* al medio de reaccion generalmente provee el mayor
grado de activacion para la mayoria de las PCSs; sin embargo, para la
EgPCS_nativa se determind que el Zn?* era un mejor activador que el Cd?
(Garcia-Garcia et al., 2014). Para determinar si la falta de los residuos 436 al
476 de la EQPCS_435 no tuvo efecto en la preferencia por metal, se hicieron
ensayos bajo las mismas condiciones que se utilizaron para caracterizar a la
EgPCS_nativa (Figura 12 y Tabla 4; Garcia-Garcia et al., 2014).

1.01

0,0-_|'-/|=~J r r . T T T T T T T T T T T
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Minutes

Figura 12. Produccion de PC; por la EgPCS_435 versus EgPCS_nativa con 50
MM de ZnSO4 0 50 uM de CdCl2 y 4 pg/mL de proteina incubados por 60
minutos. eEgPCS 435 + Cd?*, e EgPCS 435 + Zn?*, e« EgPCS_nativa + Cd?*, e
EgPCS_nativa + Zn?*.

Como resultado se obtuvo que la EgPCS_435 conserva la preferencia por Zn?*
sobre Cd?*. Sin embargo, la produccién de PC, de la EQPCS_435 con respecto
ala EgPCS_nativa es aproximadamente 38 y 7 veces menor al afiadir 50 uM de
CdCl, y 50 uM de ZnSQ,, respectivamente. Esto podria deberse a que la
EgPCS_435 tenga menor actividad que la EgPCS_nativa, lo que se discute en
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la Seccion 7. En adelante, los experimentos se realizaron Unicamente con
ZnSO0O;.

Tabla 4. Produccion de PC; por la EQPCS_435 versus EgPCS_nativa con 50
UM de ZnSO4 0 50 uM de CdCl, y 4 pg/mL de proteina afiadidos al medio de
reaccion.

Enzima Metal pumol PC»/(mg proteina * min)
EgPCS_435 Cd? 0.0029
EgPCS_435 Zn* 0.0418

EgPCS_nativa Cd?* 0.1099
EgPCS nativa Zn? 0.2762

6.2.3. Relacion entre el pH y la actividad la enzima EgPCS_435

Puesto que la actividad las enzimas varia con los cambios en el pH debido a los
grados de protonacién de los aminoacidos involucrados en la estabilidad y/o la
catalisis de las enzimas, se determind el perfil de pH de la enzima EgPCS_435
para determinar bajo qué condicion es activa. Los resultados muestran que la
EgPCS_435 es capaz de sintetizar PC, en valores de pH alcalinos (Figura 13),
tal como se observo con la EQPCS _nativa (Garcia-Garcia et al., en preparacion).

Mediante el analisis por regresion no lineal se ajustaron los datos a la Ecuacion
4 mediante la cual se obtuvo un valor de pKa de 7.99 + 0.16 (Figura 13).
Debido a que en el sitio activo de en la EGPCS se encuentran los residuos Cys-
70, His-179 y Asp-197 (Garcia-Garcia et al., 2014), el valor de pKa obtenido
podria corresponder al de la cisteina puesto que el valor de su pKa en solucion
es muy cercano (8.3); aunque cabe destacar que los valores de pKa de los
aminoacidos en general, pueden cambiar debido al microambiente
proporcionado por el plegamiento de la proteina (Witt et al., 2008).

V'max Ecuacion 4
1 + 10(PKa-pH)

Vmax app =

Si la propuesta anterior es cierta, el hecho de que la EgPCS_435, muestre una
actividad considerable a pH alcalino no es de sorprender, puesto que la catalisis
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de las PCSs requiere que la Cys reactiva esté en su forma de tiolato (-S°) para
ser reactiva (Seccion 1.5).

Figura 13. Perfil de pH de
la EQPCS_435 con Zn-GS»
y 13 pg/mL de proteina

incubados por 60 minutos.
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6.2.4. Obtencion de los parametros Vmax, Kn ¥ Vma/Km por Zn-GS, de la
EgPCS_435

Para la obtencion de los parametros cinéticos se realizo un curso temporal de la
produccién de PC, para determinar el tiempo en el que la cinética de la reaccion
es lineal y asi obtener los valores de Vimax, Kn Y VimaxKn. Se identifico la sintesis
de PC; a partir de una hora de incubacion asi como la produccién de PC,4
(Figuras 14 y 15). Puesto que en una hora de reaccion, la cantidad de PC; y
PC, es despreciable respecto a la cantidad de PC,, se puede considerar que los
parametros cinéticos de PC, no se ven afectados significativamente por la
presencia de PCz y PC..
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Figura 14. Produccién de PC».4 por la EgQPCS_435 en presencia de Zn-GSo.
Cromatograma representativo que se obtuvo a partir de 60 minutos de incubacion.

Figura 15. Curso

_ 1000 . temporal de Ia
L produccion de PCs
B N 150 por la EgPCS 435
r 100 / en presencia de Zn-
:J-'-‘Q 400 50 — GSo.
% 200 0 A PCy, o PC3y m
£ 0 4 8 12 16 20 24 PC..
0
0 4 g 12 16 20 24

Tiempo de incubacion (horas)

La saturacion de una enzima por su sustrato se estudia variando la concentracion
de sustrato, [S], y graficando la velocidad de formacion de producto, v, en
funcion de [S]. Tipicamente, la relacion v vs [S] se puede describir mediante
una hipérbola rectangular (Ecuacién 5; Segel, 1975). Por otra parte, muchas
enzimas son inhibidas por sus propios sustratos, lo que origina curvas de
velocidad que alcanzan un maximo y luego decrecen a medida que la
concentracion de sustrato aumenta (Reed et al., 2010).

Este comportamiento de inhibicion por sustrato se observo en los experimentos
de la EQPCS 435 con GSH 40 mM fijo y ZnSO, variable (0-100 uM; Figura
16). La hipotesis méas sencilla para explicar este comportamiento es que una
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segunda molécula de Zn-GS; (sustrato) se uni6 al complejo EgPCS_435-(Zn-
GS;) (enzima-sustrato), originando un complejo EgPCS 435-(Zn-GS,),
(sustrato-enzima-sustrato) que es cataliticamente inactivo, es decir, que no
forma producto. Con base en esta hipétesis, los datos se ajustaron por regresion
no lineal a la Ecuacion 6.

by = Ymax [5] Ecuacion 5
* 7 K +[S]
Vinax _ Ecuacion 6
( s GSZ]) [Zn — GS,]
1 + k.
170 L
K
( s GSZ]> + [Zn — GS,]
1 + k'
L

En contraste, se reportd que en la EQPCS_nativa, concentraciones mayores a
400 uM Zn-GS; no tienen un efecto inhibidor (Garcia-Garcia et al., 2014). Este
hallazgo sugiere que la inhibicion de la EQPCS_435 por el Zn-GS; se debe a
una baja en la estabilidad de la enzima provocada por la falta de los residuos
436 a 476. Por ejemplo: la mutacion pudo provocar que el sitio de union al Zn-
GS; quedara mas expuesto al medio de reaccién y por lo tanto que fuera mas
susceptible a altas concentraciones de Zn-GS,. Estas posibles explicaciones
podrian ser examinadas con precision mediante la obtencidn de la estructura
tridimensional de la EgPCS por cristalizacion.
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Figura 16. Curva de
saturacion de la
EgPCS 435 con 40 mM de
GSHy Zn-GS; variable. El
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datos.
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6.2.6. Obtencidn de los parametros Vmax, Kn por GSH de la EgPCS_435

Los datos obtenidos de la EQPCS_435 expuesta a una concentracion fija de 8.5
UM de Zn-GS; (concentracion no inhibitoria) y con concentracion de GSH
variable (0-40 mM; Figura 17), se ajustaron mediante regresion no lineal a una
ecuacién compuesta por una hipérbola rectangular mas una sigmoide
(Ecuacion 7); misma ecuacion que se utilizo para la EgPCS_nativa (Garcia-

Garcia et al., 2014).
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— Vmaxl [S] + VmaxZ [S]n EcuaCién 7
K1 +[S] * Sos™ +[S]*

Vo

El comportamiento dual (hiperbolico-sigmoide) de las enzimas EgPCS 435,
EgPCS_nativay AtPCS, sugiere que la enzima presenta dos afinidades por GSH
(Vatamaniuk et al., 2001; Garcia-Garcia et al., 2014).

No se puede hacer una comparacion cuantitativa entre los resultados obtenidos
con la EQPCS 435 y la EgPCS nativa al variar el GSH, debido al nimero de
repeticiones y grado de pureza de la enzima mutada; sin embargo, resulta
interesante que la modificacion en la enzima trunca sigue mostrando un
comportamiento que sugiere que la enzima aun conserva los dos sitios de union
a sustrato.

Figura 17. Curva de
saturacion de la
EgPCS_435 con 8.5 uM
| de Zn-GS; y GSH
20- variable.

3.0 H

2.5 1

1.5 4 Se muestra una serie de

104 experimentos.

0.5 Vmaxt = 0.6 nmol PC»/ (mg
- proteina* min);
KmisH) = 11.8 mM;

nmol PC,/ (mg proteina * min)

0.0 +

o 10 2 3 40 Vmaxz = 2.7 nmol PC,/ (mg
mM GSH proteina* min);
SosGsH) = 24.9 mM,;
n=4.28.
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7. DISCUSION GENERAL

A partir del andlisis in vivo de las secuencias truncas de la EgPCS, se identifico
que el cambio entre el fenotipo no resistente y resiste a Cd?* de las levaduras,
se encuentra en las células transformadas con las secuencias EgPCS 415 y
EgPCS 435 (Figura 6). Asi mismo, la determinacion de moléculas con grupos
—SH demostro que los extractos celulares de levaduras transformadas con la
EgPCS_415 no contenian PCs; mientras los extractos con la EQPCS 435 si. De
esta manera, se relaciono el fenotipo resistente a Cd?* con la produccion de PCs

y el incremento en la concentracion de sus precursores, Cys, y-Glu-Cys y GSH
(Tablas 2y 3).

Por otra parte, el analisis in vitro mostro que la enzima trunca, EQPCS 435,
presenta un cinética dual de hipérbola-sigmoide (Figura 17); este
comportamiento que no se modifico respecto a la enzima nativa, se ha postulado
como la representacion grafica de los dos sitios de unién a sustrato que posee la
enzima para la produccion de PCs. En contraste con la EQPCS nativa, la enzima
de 435 aminoacidos presento inhibicion por el sustrato Zn-GS,; este hecho
sugiere que la falta de los aminoacidos 436-476, provoca que la enzima sea
susceptible a uno de sus co-sustratos (Figura 16).

Los analisis in vitro y ex vitro, plantearon la posibilidad de que dentro de la
secuencia comprendida entre los residuos 416 y 476 de la EgPCS, existen
aminodcidos indispensables para la actividad de la enzima. Dicha secuencia
comprende los residuos Cys-421, Cys-422, His-424, His-426, His-428, His-429
e His-430) (Figura 18).

Como fue expuesto en la Seccion 1.5.3., el sitio donde se lleva a cabo la
interaccion con el metal libre y el complejo metal-GS; en las PCSs sigue siendo
incierto; pero se ha postulado que el extremo C-terminal de la enzima puede
servir como sensor del metal. Se ha descrito que los sitios de union a metales
consisten en pequefias y contiguas secuencias de residuos de aminoacidos que
se encuentran en muchas proteinas que interaccionan con iones metalicos
(Maier et al., 2003).
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Figura 18. Secuencia de aminoacidos de la EgPCS (GeneBank Accession Number
KF491480.1). La secuencia completa de la EGPCS consta de 476 aminoacidos Yy el
extremo N-terminal de 235. En azul se sefialan los residuos Cys-421 y Cys-422, en
rojo los residuos His-424, His-426, His-428, His-429 e His-430 y en rosa los
residuos que corresponden a la triada catalitica Cys-70, His-179 y Asp-197.

El Zn?* es considerado como un metal &cido intermedio, mientras el grupo
imidazol (grupo ionizable de la His), es una base también de caracter
intermedio; ademas, el Cd?* es un acido suave y el grupo tiol (grupo ionizable
de la Cys), es una base suave. Los sitios ricos en histidinas se han asociado a la
unién de Zn?* en diversas proteinas, por ejemplo, los transportadores de metales
ZIP (Nishida et al., 2008). Por otro lado, se ha demostrado que sitios que poseen
cisteinas e histidinas en proteinas como TFIIIA, pueden quelar al Zn?* para la
formacién de dedos de zinc (Evans y Hollenbergt, 1988). Si lo anterior puede
aplicarse a la EgPCS, los residuos Cys-421, Cys-422, His-424, His-426, His-
428, His-429 e His-430 que posee, podrian formar el sitio de union del Me-GS,,
con preferencia por Zn-GS; sobre Cd-GS,.

43



8. CONCLUSIONES

La trasformacion de células S. cerevisiae con las enzimas EgPCS nativa y de
435 aminoacidos contrarresta la inhibicion del crecimiento provocada por la
exposicion a cadmio.

Los primeros 435 aminoacidos de la EgPCS representan la secuencia minima
necesaria para la formacion de una enzima cataliticamente activa.

Entre los aminoéacidos 416 y 435 de la EQPCS, se encuentra una secuencia que
posibilita que la enzima sea cataliticamente activa.

La falta de los residuos 436 a 476 del extremo C-terminal de la EgPCS no
influye en la pérdida de los dos sitios de unién a GSH; pero si provoca que la
enzima se inhiba por el co-sustrato Zn-GS,.

9. PERSPECTIVAS

Hacer construcciones, via mutagénesis sitio dirigida, que permitan analizar la
funcion de los residuos Cys-421, Cys-422, His-424, His-426, His-428, His-429
e His-430 de la EgPCS.

Obtener un modelo cristalografico de la EgPCS que permita dilucidar la
ubicacién de los residuos involucrados en la union y estabilizacion del Me-GS,.

Realizar un estudio cinético a profundidad que permita determinar el
mecanismo cinético de la enzima asi como el mecanismo quimico.
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