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ABREVIATURAS:

Ace: Acetato

AceCoA: Acetil coenzima
AdoMet: S-adenosil-L-metionina
SAT: Acetil transferasa

Glu: Acido glutamico/Glutamato
APXx: Ascorbato peroxidasa
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CGL.: cistationina g-liasa
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GPx I: Glutatién peroxidasa |
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LOOH: Hidroperoxidos lipidicos
Cth: Cistationina

Cys: Cisteina

HCys: Homocisteina

Lth: Lantionina

OAS: O-Acetilserina

Ser:Serina

NOx: NADPH oxidasas.
NADPH: Nicotiamida adenina dinucleotido fosfato
RNOZ2: Nitro

RNO *: Nitroradical



NO®: Oxido nitrico

H,O,: Peroxido de hidrégeno
ONOO™: Peroxinitrito

PLP: Piridoxal 5-fosfato

OHe: Radical hidroxilo

0,°*": Radical superoxido

SOD: Superéxido dismutasa

TcSODs: Superéxido dismutasas de T. cruzi
T(SH)2: Tripanotion

T(S)2: Tripanotion oxidado

TryR: Tripanotién reductasa

TryS: Tripanotion sintetasa

TXN: Triparedoxina

TXNPx: Triparedoxina peroxidasa

RSH: Tiol

Vmax: Velocidad maxima



INTRODUCCION

1. Enfermedad de Chagas

La enfermedad de Chagas o tripanosomiasis americana es causada por
Trypasonoma cruzi, un parasito flagelado que se transmite en mamiferos (personas
y en mas de 150 especies de animales domeésticos y silvestres) a través de heces
infectadas de los triatominos hematofagos (Ospina et al., 2017). Alrededor de6 a 7
millones de personas en el mundo se infectan con este parasito destacando en
mayor parte las principales zonas rurales de América (Figura 1.1) con 12 mil

muertes al afio (World Health Organization, 2021).

Estimated number of T. cruzi infected cases
e <800 ] No data availatie
® o00-899s0 [ Not applicabie o /

A @ 0000-sm9 e

Figura 1.1. Distribucion de la infeccion por T. cruzi en el mundo entre 2006 y 2010.
Recuperado de: World Health Organization, 2021.

Los tres principales vectores de transmision en América son Triatoma infestante,
Rhodnius prolixus y Triatoma dimidiata (Rassi et al., 2010); mientras que, en México,
los principales vectores infectantes son Triatoma. barberi, Triatoma. Meccus

dimidiata y Meccus phyllosoma; (Figura 1.2)



Figura 1.2. Mapa de las regiones endémicas de la enfermedad de Chagas en
América Central y del Sur con las 14 especies de vectores mas
relevantes.Recuperado de: Patterson & Guhl, 2010.

De acuerdo con el Instituto Nacional de Salud Publica (INSP), en México alrededor
de dos terceras partes de la poblacion viven en condiciones de vulnerabilidad
(estadia en ambientes humedos principalmente en zonas selvaticas) para el
desarrollo de la enfermedad. En 2012 se estimé que alrededor de 1.1 millones de
personas estaban infectadas y que la incidencia era de 0.70 por cada 100,000
habitantes, aumentando dichas cifras en 2017 principalmente en los estados de

Yucatan, Oaxaca e Hidalgo (Rojo-Medina et al., 2018).

El desarrollo de la enfermedad de Chagas ocurre en dos fases: la fase aguda y la
fase cronica (Figura 1.3). En la fase aguda de la enfermedad de Chagas y durante
los primeros dos meses de inicio de la infeccion, la sintomatologia en alrededor del
60 al 70% de los casos es nula; sin embargo, del 20 al 30% de los pacientes pueden
desarrollar sintomas de alerta, tales como chagoma (Figura 1.4A), signo de
Romafa (Figura 1.4B), fiebre, dolor de cabeza, nauseas, diarrea, vomito,
agrandamiento de los ganglios linfaticos, dificultad para respirar, asi como dolores
musculares. Aunque en fase aguda esta enfermedad a menudo cursa con
sintomas que no generan dificultades mayores, del 5 al 10% de los pacientes
presentan complicaciones en esta fase que los llevan a la muerte (Rassi et al.,
2010).
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Figura 1.3. Desarrollo de la enfermedad de Chagas en fase aguda
sintomatica,asintomatica y fase cronica. Del 30 al 40% de los casos llegan a la
fase cronica.
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Figura 1.4. Signos presentes durante la fase aguda de la infeccion
con Trypanosoma cruzi (Rojo-Medina et al., 2018). A) Nodulo inflamatorio o
chagoma; B) Inflamacion periorbital o signo de Romafa

La mayoria de los pacientes, no desarrollan sintomas de alerta y presentan la forma
indeterminada previo al desarrollo de los trastornos en la fase cronica. La forma
indeterminada de la enfermedad de Chagas esta definida por serologia anti-T. cruzi
positiva (ver mas en el apartado 2: Pruebas de diagnéstico para la enfermedad de
Chagas), ausencia de signos o0 sintomas fisicos de la enfermedad,
electrocardiograma (ECG) y radiografias normales de torax, esofago y colon
(Nunes et al., 2018).



La fase cronica se presenta después de 10 a 30 afios del inicio de la infeccion y
alrededor del 30% de los pacientes pueden presentar trastornos cardiacos, mientras
que el 10% desarrolla trastornos digestivos. Las alteraciones cardiacas que se
presentan con el paso de los afios y el transcursode la enfermedad representan un
problema de salud grave porque pueden llevar a la muerte (Rojo-Medina et al.,
2018). De acuerdo con Nunes et al. (2018); la muerte subita debido a la enfermedad
de Chagas es la causa general mads comun de muerte (55 al 60%), seguida de
insuficiencia cardiaca (25 al 30%) y eventos embdlicos (10 al 15%). Los principales
hallazgos encontrados a nivel cardiaco como consecuencia de la enfermedad de
Chagas son cambios del ritmo y conduccion, aneurismas, tromboembolismo y
anomalias miocardicas que conducen al desarrollo de insuficiencia cardiaca,
producto de la destruccién progresiva del masculo cardiaco y otras alteraciones

descritas en la Figura 1.5.

Cabe mencionar que ademas también ha sido relacionada con alteraciones en el
tubo digestivo a nivel del es6fago y colon, asi como del vaciamiento gastrico y
trastornos motores de la vesicula biliar (Organizacion Panamericana de la Salud &

Organizacion Mundial de la Salud, 2021)
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2. Pruebas de diagnéstico de la enfermedad de Chagas

El diagnéstico de la enfermedad de Chagas durante la fase aguda se realiza a partir
de un examen directo de sangre fresca (capilar o venosa) del paciente infectado
para la observacién de tripomastigotes en movimiento (Rassi et al., 2010); o
medianteun frotis con tincién de Wright, Field o Giemsa para la identificacion
morfolégica del cinetoplasto, nucleo, flagelo y membrana (Ospina et al., 2017)
(Figura 2.1A). Ademas, durante esta fase, también puede ser diagnosticada por
PCR en tiempo real para la deteccion y cuantificacion de DNA satelital de T. cruzi
(Ospina et al., 2017) (Figura 2.1B).
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Figura 2.1. Técnicas de diagnostico de la enfermedad de Chagas en fase
aguda.A) Observacion microscoépica: El ensayo en fresco se realiza a 10x y 40x,
mientras que el frotis es fijado con metanol y tefiido para su observacion en 100x.
B) PCR entiempo real: Es realizada con sondas Tagman (marcadas con dos
fluorocromos) - gPCR Tagman Multiplex. El aumento en la sefial de fluorescencia
es proporcional aal aumento de los fragmentos de DNA amplificados a través de los
ciclos de rtPCR(Ospina et al., 2017).




En fase cronica se realizan pruebas seroldgicas para la deteccion de anticuerpos
anti-T. cruzi mediante ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima (ELISA, Figura
2.2A), inmunofluorescencia (IFI, Figura 2.2B) o Western Blot (WB, Figura 2.3C).
(Organizacién Panamericana de la Salud, 2021). Para ello se considera que
durante los primeros 60 dias (fase aguda) de la infeccion existe la presencia de

anticuerpos IgMy posteriormente se incrementan los anticuerpos IgG (Ospina et al.,
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Figura 2.2. Técnicas de diagnostico de la enfermedad de Chagas en fase cronica.
A) ELISA: Se utilizan antigenos purificados comerciales que reaccionan con
muestras de suero con anticuerpos especificos para T. cruzi. El conjugado es IgG
humano marcado con una enzima de fosfatasa alcalina o peroxidasa que reacciona
con un sustrato cromogénico para desarrollar color y obtener la concentracion de
anticuerpos anti-T. cruzi. B) IFl: Los anticuerpos especificos anti-T. cruzi de la
muestra se unen a antigenos de T. cruzi (epimastigotes) fijados en laminas para
formar complejo Ag-Ac. Se afiade ademas un conjugado de IgG marcado para
desarrollar fluorescencia detectada por microscopia de fluorescencia UV. C) WB:
Se separan por peso molecular las proteinas de la muestra por electroforesis y los
antigenos transferidos por membrana son reconocidos por anticuerpos especificos
Anti-T.cruzi detectados por actividad enzimatica cromogena o fluorescencia (Ospina
etal., 2017).



3. Trypanosoma cruzi

T. cruzi (Figura 3.1A) es un parasito flagelado de la familia de los Tripanosomatidae
gue sufre varios cambios morfologicos durante su ciclo de vida. Se presenta en su
forma infectiva en la sangre de los mamiferos infectados como tripomastigote (Fig
3.1B) con una longitud de 20 um (Maya et al., 2007). En el intestino del triatomino se
encuentra en su forma proliferativa de epimastigote (Fig. 3.1 A) con una longitud de
20 a 25 ym, mientras que en las células de los mamiferos su forma proliferativa es

en amastigote (Figura 3.1C) con un tamafio de 2 a 2.5 ym (Maya et al., 2007).

Figura 3.1. T. cruzi. A) Forma proliferativa en triatominos: Epimastigote, B) Forma
infectiva en sangre periférica de mamifero: Tripomastigote, C) Forma proliferativa
en tejido cardiaco de mamifero: Amastigote. Recuperado de Bern et al., 2019.

3.1 Ciclo de vida de T. cruzi

El ciclo de infeccion se ilustra en la Figura 3.2, cuando el insecto vector triatomino
pica y defeca en zonas de la piel expuestas del mamifero liberando tripomastigotes
metaciclicos cerca de wuna lesibn cutanea (Rassi et al., 2010). Los
tripomastigotes meta ciclicos al ingresar al organismo del mamifero invaden células
cercanas al sitio de inoculacion diferenciandose en amastigotes y replicandose por
fisibn binaria. Posteriormente, se transforman en tripomastigotes provocando lisis
celular e infectando a células de diversos tejidos. Una vez que han invadido nuevas
células, se transforman nuevamente en amastigotes en los nuevos sitios de

infeccion para replicarse (Centers for Disease Control and Prevention, 2019). El



vector triatomino también puede adquirir al parasito en forma de tripomastigote al
picar a un hospedero infectado. En el intestino medio adquieren su forma proliferativa
de epimastigotes para replicarse y al migrar al recto se diferencian en
tripomastigotes metacicliclos (Rassi et al., 2010).

R, Tripomastigotes

Q{yfﬁ, Epimastigotes

‘ Amastigotes

Figura 3.2. Ciclo de vida de T. cruzi. [1] Los mamiferos pueden ser infectados a
través de la picadura de un insecto triatomino. T. cruzi ingresa al organismo del
mamifero en su forma detripomastigote. [2] Dentro de las células del hospedero los
amastigotes se replican por fision binaria y [3] se transforman a tripomastigotes
lisando las células para invadir otras células o llegar al torrente sanguineo. [4] Los
triatominos también pueden infectarse con tripomastigotes al picar a un mamifero
infectado y replicarlos en el intestino medio a partir de su forma proliferativa de
epimastigotes.

El parasito puede transmitirse también a través de alimentos contaminados, por
contacto con heces; transfusion de sangre u 6rganos de personas infectadas y de
madre a hijo en el embarazo, aunque esto ocurre en menor proporcion (Rassi et
al., 2010). De acuerdo con Ospina et al. (2017), en Latinoamérica alrededor de 2
millones de mujeres en edad feértil son susceptibles a transmitir el parasito al feto y
se hanreportado al menos 15,000 neonatos infectados cada afio en Latinoamérica

y 2,000 en Norteamérica.



3.2. Sistema antioxidante

El sistema antioxidante de T. cruzi es indispensable para su supervivencia durante
el proceso de infeccion, esto se debe a que cuando el parasito es fagocitado por las
células del sistema inmune, se genera una gran cantidad de especies reactivas de

oxigeno (ROS) y nitrégeno (RNS) que pueden ser nocivas para el parasito.

Al ser fagocitados los tripomastigotes llevan a la activacion de la NADPH oxidasa
(NOx) que se encuentra en la membrana de los macrofagos. Esto lleva a la
produccion delradical anion superéxido (O2°*) que se convierte en perdxido de

hidrogeno (H202) por la superoxido dismutasa (SOD) presente en el hospedero.

El sistema antioxidante de T. cruzi (Figura 3.3) esta constituido por varias enzimas
ymoléculas antioxidantes distribuidas en citosol, reticulo endoplasmico, mitocondria
y glucosomas. El donador final de los electrones para todos los sistemas
enzimaticos es el NADPH y sus equivalentes reductores son distribuidos a los
sistemas de desintoxicacion a través de tripanotion (T(SH)2) y de la triparedoxina
(TXN). (Cardoso et al., 2016).

T. cruzi posee 4 superoxido dismutasas (TcSODs) dependientes de hierro que
metabolizan al O2* en H202. Las TcSODs se encuentran distribuidas en la
mitocondria (SOD A y C), en citosol (SOD B1) y en glucosomas (SOD B1-2). El
H202 y otros hidroperoxidos lipidicos (LOOH) son desintoxicados por las 5
peroxidasas de T. cruzi, las cuales son: la triparedoxina peroxidasa (TXNPX)
citosdlica y mitocondrial; la ascorbato peroxidasa (APx) presente en reticulo
endoplasmico; la glutation peroxidasa | (GPxl) localizada en glucosomas y
citosol; y la glutation peroxidasa Il situada en reticulo endoplasmico (GPxIl)
(Cardoso et al., 2016).
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Figura 3.3. El sistema antioxidante le permite a T. cruzi contender contra las
especies reactivas de oxigeno (ROS) producidas por las células del hospedero
durante el proceso de invasion o en procesos celulares propios del parasito como
en la cadena de transporte de electrones mitocondrial. El sistema antioxidante de
T. cruzi esta constituido de moléculas acarreadoras de electrones y enzimas que
transfieren dichos electrones a las ROS. Las moléculas acarreadoras de electrones
en T. cruzi son: tripanotion (T(SH)2), glutation (GSH), ascorbato (Asc) y
triparredoxina (TXN). Las enzimas antioxidantes son: superoxido dismutasa (SOD),
triparredoxina peroxidasa (TXNPx), glutation peroxidasa (GPx), Ascorbato
peroxidasa (APx), peroxidasa mitocondrial (MPX) y tripanotion reductasa (TryR).

A través del sistema antioxidante, el parasito evita la acumulacion de O2*"y H202,
lo que permite su supervivencia en el hospedero. Actualmente este sistema es de
interés en el disefio de estrategias terapéuticas, ya que al exponer al parasito a
elevadas concentraciones de ROS y RNS, se puede inducir la muerte de estos
(Figura 3.3).

4. Tratamientos farmacologicos en la enfermedad de Chagas

Desde la década de los afios 70’s se han utilizado dos farmacos para combatir la
enfermedad de Chagas, el nifurtimox (NFX) y el benznidazol (BNZ) (Figura 4 .1);
sin embargo, ambos farmacos producen efectos secundarios que provocan el
abandono del tratamiento en cerca del 40% de los pacientes (Arce et al. 2017). El

tratamiento con estos farmacos ha demostrado efectividad cuando es administrado
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en la fase aguda de la enfermedad y en pacientes entre 19 a 50 afios sin cardiopatia
avanzada. En mayores de 50 afios no ha demostrado beneficio. Esta contraindicado

en insuficiencia renal o hepética grave y en el embarazo (Rassi et al., 2010).

A) B)
ety ¥

Figura 4.1. Estructura quimica de los antichagasicos usados como terapia en la
enfermedad de Chagas. A) Benznidazol (BNZ) y B) Nifurtimox. (NFX)

Las dosis varian de acuerdo con la edad del paciente. Para el benznidazol, en nifios
se administran dosis de entre 5 a 10 mg/kg al dia en dos o tres tomas durante 60
dias, mientras que en adultos las dosis diarias son de 5 mg/kg (Rassi et al., 2010).
Con respecto al NFX en nifios las dosis maximas son de 15 mg/kg al dia en tres
tomas y de 8 a 10 mg/kg en adultos de 60 a 90 dias (Rassi et al., 2010). Las dosis
en adultos son mas bajas debido a que se ha visto falta de adherencia al tratamiento
de acuerdo con un estudio realizado en Morelos en 2017 donde el 35%de los
pacientes tratados con estos medicamentos abandonaron el tratamiento porla

presencia de efectos adversos (Arce et al., 2017).

Un estudio realizado por Jackson et al. (2010) reportd que los pacientes tratados
con BNZ desarrollaron reacciones cutaneas, como prurito (37%) y salpullido
(29.3%). Los principales efectos adversos digestivos fueron anorexia (21.7%),
nauseas (35.9%) y dolor abdominal (21.7%), mientras que dentro de los efectos
neuropsiquiatricos se encontraron el dolor de cabeza (40.2%) y los cambios de
humor (31.5%); finalmente, los efectos a nivel sistémico y respiratorio fueron menos

frecuentes (Figura. 4.2).

Con respecto al nifurtimox, se presentd prurito (17%) y salpullido (12%). Los

principales efectos adversos digestivos fueron anorexia (73.8%), nauseas (54.8%)
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y dolor abdominal (39.3%); mientras que los efectos neuropsiquiatricos incluyeron
dolor de cabeza (72.4%), cambios de humor (46.4%) y vértigo (27.4%). A nivel
sistémico se presentaron mayores efectos adversos en comparacién con
benznidazol siendo la fatiga (69%), la artralgia (26.2%) y la mialgia (26.2%) los
principales y en menor proporcion se desarrollaron efectos adversos a nivel

respiratorio como disnea y tos (Figura 4.2) (Jackson et al., 2010).

Efectos adversos en tratamientos de la
enfermedad de Chagas.
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Figura 4.2. Efectos adversos desarrollados por pacientes adultos tratados con
benznidazol (verde) y nifurtimox (azul) de acuerdo con Jackson et al. (2010). Los
pacientes tratadoscon nifurtimox presentaron mayores efectos adversos a nivel
digestivo, neuropsiquiatrico, sistémico y respiratorio.

Los mecanismos de accién de ambos farmacos consisten en la generacion de ROS
y RNS que causan dafio en las biomoléculas del parasito o dafian su sistema

antioxidante (ver Apartado 3.2) (Figura 4.3).

El benznidazol es reducido por una nitroreductasa tipo | para generar una
hidroxilamina (RNHOH) que al reducirse produce una amina (RNH3) (Maya et
al.,2007). Esta a su vez, puede formar conjugados con moléculas que poseen
grupos tiol (RSH) como el tripanotion, al unirse en la posicion cuatro del anillo de
imidazol (Trochine et al., 2014).

Por su parte, el nifurtimox (NFX) actia mediante la formacién de radicales libres. La
citocromo P450 reductasa transfiere un electron proveniente del NADPH al grupo
nitro del NFX y genera un radical nitro (RNO2™) cuyo electron es tomado por el
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oxigeno molecular para regenerar O>™ el cual es metabolizado por la SOD para
formar H202 (Maya et al., 2007). El H202 puede tomar la via de desintoxicacion del
parasito (descrita en el apartado3.2) o bien participar en la reaccion de Fenton en
presencia de Fe?* para la produccién de radical hidroxilo (OH") dafiando asf a las
biomoléculas del parasito (Maya et al., 2007).
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Figura 4.3. Mecanismos de accién del Benznidazol (BNZ) y Nifurtimox (NFX). A) El
BNZ (Bnz-NO2) es reducido por nitroreductasas de tipo | (NRI) para producir
hidroxilamina (Bnz-NHOH) que es un electréfilo capaz de unirse a tioles y dafiar a
las biomoléculas del parasito. B) El NFX (Nfx-NOz) es reducido a través de la
citocromo P450 reductasa (CPR), que genera un nitro radical (Nfx-NO2*) el cual
puede transferir un electrén a una molécula de oxigeno y formar radical anién super
oxido (O2*). La superoxido dismutasa (SOD) cataliza la dismutacion del O,* para
formar peroxido de hidrogeno (H202), que es capaz de interaccionar con algunos
metales de transicion como el hierro Il (Fe?*) y descomponerse en radical hidroxilo
(HO®) y anion hidroxilo (HO") (reaccién de Fenton). El HO® es extremadamente
inestable y puede reaccionar virtualmente con todas las biomoléculas incluyendo
los lipidos de las membranas celulares, produciendo peréxidos lipidicos (LOOH) en
un proceso denominado peroxidacioén lipidica.

Aungque estos farmacos actuan dafiando la supervivencia del parasito en el
hospedero, la presencia de los efectos adversos sefialados anteriormente, alteran

la calidad de vida del paciente durante el tratamiento, provocando la falta de
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adherencia terapéutica. Por ello, es necesaria la busqueda de nuevas estrategias
terapéuticas considerando su eficacia y seguridad en los pacientes que se infectan

con T. cruzi y desarrollan la enfermedad de Chagas.

5. Importancia de la cisteina (Cys) en el sistema antioxidante de T. cruzi

La cisteina (Cys) juega un papel fundamental en T. cruzi para el manejo del estrés
oxidante, debido a que es utilizada para sintetizar moléculas antioxidantes, como el
glutatiéon (GSH) y el T(SH)2 que le permiten a la célula defenderse contra el dafio
oxidante provocado por especies quimicas reactivas como las ROS y las moléculas
electrofilicas (ver Apartado 3.2). El grupo tiol(-SH) que contiene la Cys puede
funcionar como donador de electrones en las reacciones de Oxido-reduccion
involucradas en la desintoxicacion de dichas especies reactivas (Figura 5.1). La
sintesis de T(SH)2 puede dividirse en dos etapas, la primera en la que se condensan
la Cys, el acido glutamico (Glu) y la glicina (Gly), para formar glutatiéon (GSH) y una
segunda etapa donde dos moléculas de GSH secondensan con una molécula de

espermidina (Spd) para finalmente formar T(SH)2.

Experimentos de suplementacion con Cys muestran un incremento de hasta cuatro
veces la concentracion intracelular de T(SH)2 en epimastigotes de T. cruzi
expuestos a 100 uM del aminoéacido, sugiriendo que la Cys es el reactivo limitante
para la sintesis de T(SH)2 (Vazquez et al., 2017). Por lo que partir de los
experimentos de suplementacion surgio el interés por estudiar las vias que utiliza

T.cruzi para obtener a la Cys.
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Figura 5.1. Sintesis de tripanotion (T(SH)2). La +y- Ha:
glutamilcisteina sintetasa (YECS) condensa a la cisteina (Cys) @

o

con el glutamato (Glu) para la formar y-glutamilcisteina (yEC),
y posteriormente la glutation sintetasa (GS) condensa una S ",
molécula de glicina (Gly) con la yEC para formar glutation 3‘{_\5}
(GSH). Finalmente, dos moléculas de GSH son condensadas H "
con una molécula de espermidina (Spd) en una reaccién o=>_‘s-s’_{=o
catalizada por la tripanotion sintetasa (TryS) para formar g’:o
tripanotion (T(SH)2). EIT(SH)2 actia como donador de 2e’, A /_/NH
propiedad que puede ser aprovechada para la desintoxicacion 2_}“

de especies reactivas como el peroxido de hidrogeno (H202)

en una reaccion catalizada por el sistema de tripanotion

peroxidasa (TPx).

5.1.Suministro de Cys en T. cruzi

El suministro de Cys en T. cruzi es posible a través de tres vias (Figura 5.2): 1) La
Cys extracelular puede ingresar al parasito a través de un transportador membranal
(Canepa et al., 2009); 2) T. cruzi posee las enzimas para la sintesis de novo de
Cys, la cual comienza con la condensacién de serina (Ser) con el grupo acetilo de
la Acetil-CoA, lo que genera O-Acetilserina (OAS) en una reaccion catalizada por la
serina acetil transferasa (SAT). Finalmente, la OAS sufre un ataque nucleofilico por
parte del bisulfuro (SHY) en una reaccion catalizada por la cisteina sintasa (CS)
(Nozaki et al., 2001); y 3) La via de transulfuracion inversa esta también presente
enel parasito e inicia con la condensacién entre Ser y homocisteina (HCys),
produciendo cistationina (Cth) en una reaccién catalizada por la cistationina B-
sintasa (CBS). Finalmente, la Cth es hidrolizada por la cistationina y-liasa (CGL) lo

gue da como producto final a la Cys (Nozaki et al., 2001).
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Figura 5.2. Vias de suministro de cisteina (Cys) en T. cruzi. La Cys intracelular de T.
cruzi, esadquirida a partir de 3 vias. [1] Transporte: el paso de Cys extracelular al
interior de la célula ocurre a través de una proteina transmembranal; [2] Sintesis
de novo: se da a partir de la condensacion entre serina (Ser) y acetil-CoA en
presencia de serina acetil transferasa (SAT) para formar O-acetilserina (OAS) que
sufre un ataque nucleofilico por el bisulfuro (SH") catalizado por la cisteina sintasa
(CS). [3] Via de transulfuracion inversa: A partir de la reaccién canonica de la
cistationina p- sintasa (CBS) entre Ser y la homocisteina (HCys) para la generaciéon
de cistationina (Cth), la cual es finalmente hidrolizada por la cistationina y-liasa
(CGL).

6. Cistationina B-sintasa (CBS)

La CBS es la enzima que cataliza la primera reaccion de la via de transulfuracion
para la sintesis de Cys. La catdlisis mediada por la CBS es una de las vias que
permite la eliminacion de HCys, aminodacido relacionado con enfermedades
cardiovasculares, defectos del tubo neural y la enfermedad de Alzheimer en
mamiferos (Banerjee et al., 2003). En humanos se encuentra en menor
proporcién en forma de mondémero y homodimero, y en mayor proporcion en forma
de tetramero con un dominio hemo N-terminal de 70 aminoacidos, un dominio
catalitico que se une a piridoxal 5-fosfato (PLP) y un dominio C-terminal que le

confiere la capacidad de unirse a un activador alostérico S-adenosil-L-metionina
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(AdoMet) (Figura 6.1A) (Banerjee et al., 2003). La CBS de T. cruzi se encuentra en
forma homotetramero con una masa molecular de 155 kDa y no presenta el dominio
hemo N-terminal, ni el dominio de union a AdoMet (Figura 6.1B) (Nozaki et al.,
2001).

. 70 Lys119 386 412 551
HscBS N—{ J__PLp —{eaw =
H_A 'Y' - r
Hemo 3 Modulo
Dominio catalitico Bateman
1 Lys64 303
TeCBS N—{_PLP =C N

-

-
Dominio catalitico

Figura 6.1. Comparacion de la cistationina B-sintasa (CBS) humana (HsCBS) y la
de T. cruzi (TcCBS). A) Estructura basica de la secuencia de aminoacidos de
HsCBS y TcCBS. B) Estructura tridimensional de HsCBS en su forma dimérica.
Figura modificada de Zuhra et al 2020 (PDB 4PCU).

7. Ciclo catalitico de la CBS

La CBS posee una molécula de piridoxal 5-fosfato (PLP) como grupo prostético, el
cual forma una aldimina interna con el grupo amino del residuo de Lisina 119 en la
CBS humana o la 64 en T. cruzi que se encuentra en el sitio activo de la enzima.
La aldimina interna de la CBS provoca que esta enzima posea un maximo de
absorcion a 412 nm. El ciclo catalitico inicia con la adicién de un primer aminoacido
que desplaza la union de PLP con Lisina, dando lugar a la formacion de una aldimina
externa; posteriormente, hay una disociacion del grupo que se encuentra en el
carbono B del aminoacido, formando un intermediario aminoacrilato que absorbe a
460 nm (Figura 7.1). El ciclo continta con el ataque de alguna molécula nucleofilica
sobre el carbono B del aminoacrilato, lo cual produce un nuevo aminoacido que
forma una aldimina externa que al final del ciclo sera desplazada por la Lys de la
CBS (Banerjee et al., 2003).
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Figura 7.1 Ciclo catalitico de la cistationina B-sintasa (CBS). La CBS tiene un
dominio catalitico donde el piridoxal 5-fosfato (PLP) interacciona con un residuo de
lisina y es visible a 412 nm (aldimina interna). La unién de un primer aminoacido
desplaza al residuo de lisina y da lugar a la formacién de una aldimina externa. La
ruptura del enlace en el carbono B lleva a la formacion del intermediario
aminoacrilato que en presencia de un nucledfilo, forma un nuevo aminoéacido.

8. Mecanismo cinético de la CBS

El ciclo catalitico de CBS es consistente con un mecanismo cinético de tipo ping-
pong (Jhee et al., 2000), el cual es un sistema ordenado donde un sustrato A
interactta con una enzima E formando el complejo E-A, posteriormente ocurre una
reaccion quimica que resulta en la liberacion de un primer producto P y en la
formacion de un aducto en la enzima generando una forma modificada de la misma
(F). Un segundo sustrato B interactua con la enzima en su forma “F’ y se produce
un segundo evento catalitico, formando un segundo producto Q y regenerando la
forma original de la enzima E (Figura 8.1).

En el caso de la actividad de CBS (Figura 8.2), cuando la Ser llega al sitio activo de
la enzima, su grupo amino sustituye al grupo amino de la Lisina de la aldimina
interna que se encuentra unida al PLP liberando a su vez una molécula de agua

para formar la aldimina externa y al intermediario aminoacrilato. Cuando llega el
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segundo sustrato, el tiol de la homocisteina (HCys) ataca al atomo de carbono 8 del
aminoacrilato para liberar Cistationina (Cth) como producto y regenerar la aldimina

interna formada entre el PLP y la enzima (Jhee et al., 2000).

[ D

E EA—FP F FB—EQ E
%_I

%_J
1er evento 2do evento
catalitico catalitico

Figura 8.1. Esguema cinético del mecanismo enzimatico de tipo ping-pong. E = forma
libre de la enzima; A = primer sustrato; P = primer producto; F= Enzima modificada; B=
segundo sustrato; Q = segundo producto.
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Figura 8.2. Mecanismo cinético de la reaccion candnica de la cistationina p-sintasa
(CBS). La serina (Ser) sustituye al residuo de lisina de la CBS generando una
aldimina externa y provocando un cambio estructural en la enzima durante la
formacion del intermediario aminoacrilato (representado en CBS*) para la liberacion
de un primer producto. La homocisteina (HCys) puede unirse a la CBS* para liberar
el segundo producto cistationina (Cth) y recuperar a la CBS en su forma original.

De acuerdo con el mecanismo de tipo ping-pong explicado anteriormente, la

ecuacion de velocidad de la CBS en su reaccion canonica es la siguiente:
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V.[Ser|[HCys]
KycyslSer] + Kser [HCys] + [Ser][HCys]

v =

Donde v es la velocidad de la reaccion catalizada por CBS; Vm es la velocidad
méaxima; Ser y HCys son el primer y segundo sustrato respectivamente; Kser y
Khcys son las constantes de Michaelis-Menten para ambos sustratos.

9. Versatilidad catalitica de la CBS.

La CBS es una enzima con una amplia versatilidad catalitica, esto se debe a que
puede unir aminoacidos con buenos grupos salientes en el carbono B para formar
un intermediario aminoacrilato comun, posteriormente puede unir moléculas

nucleofilicas para generar aminoacidos nuevos (Figura 9.1).

1er sustrato 2do sustrato Producto
o) . .
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Figura 9.1. Versatilidad catalitica de cistationina -sintasa (CBS). La union de los
primeros sustratos serina (Ser), cisteina (Cys),O-acetilserina (OAS) a la aldimina
internay la liberacion de su grupo saliente llevan a la generacionde un intermediario
en comun (aminoacrilato). La formacién de este intermediario favorece la union de
los segundos sustratos nucledfilicos como son homocisteina (HCys), cisteina (Cys),
bisulfuro (SH") y anion hidréxido (OH"). Los productos posibles de la actividad de la
CBS dependiendo del segundo sustrato nucleofilico son cistationina (Cth),
lantionina (Lth), Cys y Ser.

La versatilidad catalitica de CBS plantea algunas cuestiones que son importantes
de resolver para entender el papel que juega esta enzima en la homeostasis de la
Cys en T. cruzi. Por ejemplo, la CBS puede catalizar la reaccion entre Ser y SH-
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para producir Cys, lo que podria representar una tercera via de sintesis de Cys. La
CBS también puede llevar a cabo la misma reaccion que la CS de la via de sintesis
de novo; lo cual genera la pregunta ¢ cuales serian las condiciones para que actue
una enzima o la otra? Es de llamar la atencion que ademas de participar en la
sintesis de Cys, la CBS es capaz de consumir Cys para producir SH"y Cth lo cual
alimentaria tanto la via de transulfuracion inversa, como la via de sintesis de novo;
sin embargo, esto resultaria en un posible ciclo inutil (Figura 9.2). Hasta la fecha,
no se han descrito los pardmetros cinéticos completos de reacciones no canoénicas
mediadas por CBS que pueden llevar a ciclos indtiles, por lo que resulta necesario

caracterizarlas con el fin de evaluar su importancia en la sintesis de Cys y a nivel

bioldgico.
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Figura 9.2. Posibles reacciones mediadas por la cistationina 3-sintasa (CBS) en T.
cruzi. La CBS puede catalizar reacciones no candnicas con serina (Ser), O-
acetilserina (OAS) y cisteina (Cys) en presencia de homocisteina (HCys), sulfuro
(SH-) y Cys para generar Cys, lantionina (Lth) o cistationina (Cth) que favorecen a
su vez la propia sintesis de Cys. También puede llevar a cano la reaccion catalizada
por cisteina sintasa (CS) en la via de sintesis de novo.

I. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La enfermedad de Chagas afecta a alrededor de 6 a 7 millones de personas en el
mundo y en América en gran parte de las zonas rurales se estiman alrededor 12

mil muertes al afio. Los farmacos utilizados para el tratamiento de la enfermedad
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de Chagas: Nifurtimox y Benznidazol; han demostrado efectividad durante la fase
aguda de la enfermedad, y no asi en fase cronica. Ademas, los efectos adversos
durante el tratamiento provocan el abandono de este, por lo que es necesario

buscar nuevas estrategias terapéuticas.

Las enzimas que participan en la sintesis de cisteina (Cys) son candidatos para
desarrollar farmacos antichagasicos, esto se debe a que algunas de estas enzimas
son exclusivas de T. cruzi o tienen diferencias sustanciales con las enzimas del
hospedero. La cistationina -sintasa (CBS) es una enzima que participa en la
sintesis de Cys y que podria ser un buen blanco terapéutico debido a su diferencia
estructural comparada con la presente en humanos y a su gran versatilidad

catalitica.

La CBS actla a través de un mecanismo cinético de tipo ping-pong y su reaccion
canonica consiste en la condensacion de la Homocisteina (HCys) y la Serina (Ser)
para la formacion de Cistationina (Cth), constituyendo el primer paso para la
sintesis de Cys en la via de transulfuracion inversa. Sin embargo, CBS puede
catalizar reacciones usando multiples sustratos como lo son la O-acetilserina

(OAS), sulfuro (SH-) y Cys dando lugar a la formacion de multiples productos.

Aungue se han evaluado algunas reacciones no canonicas, no se ha realizado una
caracterizacion cinética completa que permita entender su importancia dentro de
las vias de sintesis de Cys. Por lo que a través de este trabajo se caracterizara
cinéticamente a las reacciones no canénicas de CBS para evaluar su aporte a las
vias de sintesis de Cys en T. cruzi y brindar un posible acercamiento al disefio de

nuevas estrategias terapéuticas para la enfermedad de Chagas.

. HIPOTESIS

La enzima CBS es capaz de catalizar las reacciones no candnicas con parametros

cinéticos comparables a los de su reaccion candnica.
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V. OBJETIVO GENERAL

Caracterizar la cinética de las reacciones no canoénicas de la CBS.

V. OBJETIVOS PARTICULARES

e Purificar la CBS recombinante de T. cruzi

e Estandarizar los métodos analiticos utilizados para la cuantificacion de los
productos de la reaccion canonica y no canolnicas para la obtencion de
pardmetros cinéticos confiables.

e Obtener los parametros cinéticos utilizando sustratos candnicos y nho canonicos
de la CBS.

VI. METODOLOGIA:

10. Purificaciéon de CBS recombinante

Se cultivaron colonias de E. coli de la cepa Rosetta que contenian el vector de
sobreexpresion p28 recombinado con el gen de CBS de T. cruzi. La induccién de
se realiz6 en medio LB con IPTG 0.2mM a 24°C durante toda la noche. Las
proteinas sobreexpresadas en el vector p28 contienen una etiqueta de 6 histidinas
las cuales son utilizadas para realizar una purificacibn a través de una
cromatografia de afinidad utilizando resinas que contienen metales, en nustro caso

utilizamos una resina que contenia cobalto (TALON® superflow™).

11. Cuantificacién de proteina

El contenido de proteina de las preparaciones de CBS fue evaluado por el método
de Lowry utilizando como referencia una curva patrén de albumina sérica bovina

(BSA). Previo a la cuantificacion de proteina, las muestras fueron precipitadas
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utilizando acido tricloro acético (TCA) al 13% a 4°C durante toda la noche, esto para
eliminar posibles interferencias en la técnica de Lowry como el glicerol y el imidazol
(Figura 12.1) (Anexo ).

Transformacién Sobreexpresion Purificacion &
-7[7 Co? coh

Boss - oA \

e y Y TALON®
e A s
~gn R
6xHis IPTG I I L

— —) ot

cCBS Prensa Co*
‘ ’ < , AN
francesa 5

Rosetta

Figura 10.1. Esquema general para la obtencion de CBS de T. cruzi. La
transformacién de céluas Rosetta con el vector pET 28 que contenia el gen de CBS
de T. cruzi (TcCBS) permitié la sobreexpresion de la proteina al utilizar IPTG.
Finalmente, la proteina fue purificada utilizando una cromatografia de afinidad por
metales.

12. Identificacién de la pureza e identidad de proteina

La evaluaciéon de la pureza de las preparaciones de CBS se realiz6 mediante una
electroforesis desnaturalizante en gel de acrilamida al 10% (SDS-PAGE) con la CBS
precipitada. Para la identificacion se utiliz6 un marcador de masa molecular de 10 a
250KDa (PAGE Ruler Plus Prestained Protein Ladder, Thermofisher). Las imagenes de los
geles fueron analizadas con el software Image J para calcular el porcentaje de pureza
(figura 12.1) (Anexo I).

13.Interacciéon de CBS-sustrato

Los estudios de afinidad enzima-sustrato se realizaron mediante la técnica de
diferencia espectral utilizando un espectrofotometro a de haz dividido (Shimadzu
UV-Vis 1900i) conservando una absorbancia constante de la CBS por repeticion. Se
incrementd la concentracion de los sustratos sucesivamente para la medicion de su
afinidad a 10, 20, 50, 100, 200, 500, 800 y 1000 uM. (Figura 13.1) (Anexo ).
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Figura 12.1. Andlisis generales de las preparaciones de CBS. La concentracion
de proteina se determiné a través del método de Lowry y la pureza utilizando el
analisis densitométrico de geles desnaturalizantes de poliacrilamida.
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Figura 13.1. Esquema general del sistema de haz dividido. Este tipo de equipos se
utilizé en los estudios de unién enzima-sustrato

14.Cinética de reacciones de la CBS

La caracterizacién cinética de las reacciones de CBS se realizaron en ensayos
continuos y de punto final. Para la cuantificacion de Cth y Cys se utiliz6 la técnica
de derivatizacién con ninhidrina en condiciones acidasusando una mezcla de HAcO
/ H3POa4 2:1 para la cuantificacion de Cth y una mezcla de HAcO/ HCI 2:1 para la
cuantificacion de Cys (Figura 14.1). La velocidad de la reaccion candnica en sentido
inverso se determind utilizando un reactivo general de grupos tiol como el acido

5,5’-ditiobis-(2-nitrobenzdico) (DTNB) en un ensayo cinético continuo (Figura 14.1).
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Para la cuantificacion de SH-se utiliz6 la derivatizacion con dimetil-4- fenilendiamina
(DMPD) que da lugar a la formacion de azul de metileno. Las condiciones
experimentales para determinar la linealidad del ensayo con respecto al tiempo y la
concentracion de proteina fue probada en la estandarizacion de la metodologia
(Figura 14.1). Posteriormente, se llevé a cabo la variacion de sustratos para el

calculo de los parametros cinéticos.

Los ensayos enzimaticos se llevaron a cabo en amortiguador HEPES 40 mM EDTA
1mM pH 7.4 a 37°C. La mezcla de reaccion contenia PLP 0.1 mM, el primer sustrato
(Ser, OAS o Cys) en un intervalo de concentracion de 0.5-10 mM y CBS (0.01-0.02
mg/mL). El arranque de la reaccién se dio a partir de la adicion del segundo sustrato
en un intervalo de concentracion de 0.5-10 mM para el caso de HCys y un intervalo
de 0.5 a 2 mM para el SH". Para los ensayos de punto final se tomaron muestras a

diferentes tiempos y se mezclaron rapidamente con la solucién &cida de ninhidrina.

La reaccién con ninhidrina para desarrollar el complejo colorido se llevé a cabo al
incubar las mezclas acidas en bafio Maria durante 10 min para la deteccion de Cys
y 20 min para la deteccion de Cth. Una vez enfriada la mezcla con ninhidrina, las
reacciones se transfirieron a placas de 96 pozos para su lectura de absorbancia a
455 nm para Cth y 560 nm para Cys (Gaitonde, 1967). Con respecto a la técnica de
medicion del producto SH-, las muestras de la reaccién se colocaron en una placa
de 96 pozos con una mezcla de DMPD 1 mg/mL en HCI 5 Ny FeClz 0.0115 M en
HCI 0.6 N (Kong & Salin, 2012). Durante el muestreo e incubacion la placa se
mantuvo en oscuridad debido a la fotosensibilidad del producto. Se incubd a
temperatura ambiente durante 30 min y transcurrido este tiempo se leyeron las
absorbancias a 670 nm. Las técnicas colorimétricas utilizadas en este trabajo se

describen con mayor detalle en el Anexo I.

26



s
A er H,0 B)

Ser H,0 ©:§<ou
OH
Ni h'dq Product N
inhidrina roducto v
SH- Cys \S Producto
! S b 7 %s 560nm
OH
Cth

HCys

C) D)
HO  Ser _OA Cys Lt W Y
\S—CZ—"‘)’ Producto Hye” ’ Ha EHD
00

N S
N
“ooc, N
+
Cth HCys OzN—DA\ cys SH- Producto

s—HCys 670nm

Z =)

Figura 14.1. Métodos colorimétricos estandarizados para estimar los parametros
cinéticos de las reacciones de cistationina B-sintasa (CBS). La ninhidrina es un
compuesto de identificacion de aminoéacidos. A) En condiciones acidas con acido
acético (HAcO) y acido fosforico (HsPOa4) puede reaccionar deforma selectiva con
Cistationina (Cth) formando un complejo de color naranja medible a 455 nm, B)
mientras que en presencia de HCI puede reaccionar con Cisteina (Cys) para la
formacion de un complejo de color rosa medible a 560 nm (Gaitonde, 1967). C) La
reaccion candnica en sentido inverso puede ser determinada con un reactivo
general de grupos tiol como el DTNB. D) EI DMPD en condiciones &cidas (HCI5 N,
FeCl30.0115 M en HCI 0.6 N) permite la formacién de azul de metileno en presencia
de SH-, esta reaccion es medible a 670 nm (Kong & Salin, 2012).

15. Evaluacion de la estabilidad de OAS

Con la finalidad de tener la mayor certeza posible en los datos generados durante
este trabajo, se utilizaron reactivos de alta calidad y en la medida de lo posible se
caracterizé su concentracion real y su pureza. Uno de los reactivos que podria ser
inestable en solucion acuosa es la OAS, debido a que el grupo éster presente en la
molécula podria ser susceptible de hidrolisis, lo que resultaria en la formacion de
Ser y acetato. Esto seria un inconveniente para los ensayos enzimaticos debido a

gue la Ser es un sustrato de CBS.
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Figura 15.1. La hidrdlisis de la O-acetilserina (OAS) forma acetato (Ace) y serina
(Ser).

Para determinar la estabilidad de la OAS se utilizé una columna “Phenomenex” 5u
C18 110%, 150 x 4.60 mm 5 micrén para HPLC y se preparé una solucién 1 mM del
aminoéacido en amortiguador de EDTA 1 mM, Tris 1 mM, MES 1mM y HEPES 20
mM, pH 7.4 para cuantificar mediante la formacion de complejos con o-
ftaldialdehido (OPA 5 mg/mL en 50 uL MeOH, 50 uL pB-mercaptoetanol, 900 uL de
acido bérico 0.4 M pH 9.0) (Garcia-Garcia et al., 2018) empleando un detector de
fluorescencia (Aex 340nm, Aem 460nm) Waters 2475 (Figura 15.2). Para la
separacion se utilizé un gradiente de dos fases, una acuosa y una organica, la fase
acuosa consisti6 en amortiguador de fosfatos 10 mM pH 7.8 y la fase organica

estaba constituida de una mezcla de Metanol / Acetonitrilo / H20 (1:1:2) (Anexo I)

Buz, B,
B-ME
0 HS~oH 0
CH; _l
L\ ©:£ _g; HPLC -
OPA
Derivado .___c:,/

Tiempo (min)

tioisoindol

Figura 15.2. Derivatizacion de O-acetilserina (OAS) con O-ftaldialdehido (OPA) y
B-mercaptoetanol (B-ME) para su analisis cromatografico.
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VIl. RESULTADOS Y DISCUSION

16.Purificacion, cuantificacion e identificacion de la CBS

La CBS en T. cruzi forma un homotetrametro con una masa molecular de 155KDa
(Nozaki et al. 2001), por lo que cada mondmero tendria una masa de 38.75 KDa.
El gel obtenido de la electroforesis SDS-PAGE para la CBS recombinante purificada
en las repeticiones 1, 2 y 3 (Figura 16.1), muestra que la banda principal tiene un
peso que se encuentra entre la marca de los 35 y 55KDa, coincidiendo con lo

reportado por Nozaki et al. (2001).

kDa CBS1 CBS2 cBS3

~250

~130

~100

Peso ~55
molecular de

cBs:387kDa [ s —
(Nozaki, et. al. e W“”

2001) ~35

/

ks

~15

Figura 16.1. Electroforesis en SDS-PAGE al 10%. PMces = 38.7 kDa por subunidad.
N1, N2 y N3 corresponden a preparaciones de muestras independientes.

La cuantificacion de la pureza se realizo mediante el analisis densitométrico del gel
de acrilamida con el software Image J (https://imagej.nih.gov/ij/download.html). Se
obtuvieron porcentajes de pureza de alrededor del 90% para las preparaciones

realizadas. (Figura 16.2).
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Figura 16.2. Andlisis densimétrico del gel obtenido de la electroforesis SDS-PAGE
en el software Image J (https://imagej.nih.gov/ij/download.html). Los picos de mayor
area corresponden a las marcas de mayor intensidad del gel (38.7 kDa-flecha azul).

La cuantificacion de proteina de la CBS recombinante se realizé6 mediante el método
de Lowry y se cuid6 que la sefial de las muestras estuviera en un intervalo lineal de
cuantificacion, lo cual se logré mediante la realizacion de una curva patron,

empleando albumina sérica bovina como estandar (Figura 16.3).

Curva patrén de BSA

0.700
0.600
0.500
0.400
0.300

0.200 y A Absorbancia = 9.4817 [Proteina] (ug/uL)
0.100 . R?=0.9952
.

A Absorbancia

0.000
0 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06 0.07

[BSA] (ug/uL)

Figura 16.3. Curva patron de albumina sérica bovina [BSA] y cuantificacion de
proteina con el método de Lowry.

Se obtuvo una mayor concentracion de proteina para CBS N1y N2 con respecto a
N3; las absorbancias se encontraron entre 0.200 y 0.700. La [CBS] (mg/mL) para

cada muestra se muestra en la tabla 16.4.
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Tabla 16.4. Concentracion y pureza de la CBS purificada por triplicado.

Muestra de CBS [Proteina] (mg/mL) Pureza(%)

N1 48 93
N2 111 88
N3 30 90

Respecto a la concentracién y pureza de la proteina purificada se puede observar
de acuerdo con latabla 16.4 que se obtuvieron concentraciones variables de la CBS

recombinante, con un porcentaje de pureza de aproximadamente el 90%.

17. Interaccién CBS-Sustrato

Para medir la interaccion de los sustratos de estudio con CBS se emplearon estudios
de afinidad por el método descrito en el apartado 13. La absorbancia a 460 nm
(intermediario amino acrilato) es registrada y graficada contra la concentracién del
sustrato (Figura 17.1) observandose un comportamiento hiperbdlico que permitié

estimar la constante de disociacién del complejo enzima-sustrato.

Los espectros de la Figura 17.1 en los paneles A-C muestran que existe uniéon de los
sustratos a la aldimina interna de CBS por el cambio notable en la absorbancia a 460 nm
que indica la formacion del intermediario aminoacrilato. Al graficar el cambio en la
absorbancia a 460 nm respecto a la concentracion de sustrato, se obtuvo un

comportamiento hiperbdlico que puede ser descrito por la siguiente ecuacion:

AADbS, 4. [SUStrato]
Kd + [sustrato]

AAbS,60nm =

Donde AAbsmax €S el cambio de absorbancia cuando la [sustrato]—«. La Kd es una
constante de disociacion definida como: Kd = [E][S)/[ES]. En los espectros de la
figura 17.1 en los paneles A-C se observa que existe union de los sustratos a la

aldimina interna de CBS por el cambio notable en la absorbancia a 460nm.
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Figura 17.1. Espectros de interaccion enzima-sustrato. Los paneles A, By C
corresponden a los espectros de interaccion con los sustratos serina (Ser), cisteina
(Cys) y O-acetil serina (OAS), respectivamente. Los paneles D y E corresponden a
los espectros de interaccion con los sustratos nucleofilicos homocisteina (HCys) y
bisulfuro (HS), respectivamente. El panel F corresponde al espectro de interaccion
con el producto cistationina (Cth). En cada panel se muestra insertado un gréfico
de la Abs a 460nm (sefial del aminoacrilato) vs la concentracion de cada

compuesto.
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En los paneles D y E (correspondientes a los sustratos nucleofilicos) de la Figura
17.1 no se observa un incremento en la absorbancia de 460 nm, por lo que el
comportamiento del grafico de absorbancia con respecto a la concentraciénde
sustrato es una linea constante indicando que estos sustratos no forman el
intermediario aminoacrilato. Finalmente, en el panel F de la Figura 17.1 se muestra
el espectro de interaccion con el producto Cth, y se puede observar un ligero
incremento en la absorbancia de 460 nm lo cual indica que existe la posibilidad de

generar el intermediario aminoacrilato.

Tabla 17.2 Constante de disociacion (Kd) para los sustratos estudiados en la
cistationina 3-sintasa (CBS).

Sustrato A ADSmax Kd (uM)

Ser 0.19+0.01 114+15
Cys 0.15+0.002 64+4
OAS 0.19+0.01 190+ 26
H2S ND ND
HCys ND ND
Cth 0.04 +0.01 161 +45

ND: No detectada, Ser (serina), Cys (cisteina), OAS (O-acetilserina), H2S
(sulfuro), HCys (Homocisteina) y Cth (Cistationina).

18.2 Estudios cinéticos de la CBS

Variacion de la concentracion de proteina

Con el objetivo de establecer las condiciones Optimas de los ensayos cinéticos, se
realizaron ensayos donde se seguia la formacion de producto a través del tiempo y

variando la concentracion de proteina.
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Variacion de [CBS] (ug/uL) con [Ser] (10 mM) y B Variacion de [CBS] (pg/pL) con [OAS] (10 mM) y [SH]
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Figura 18.1. Establecimiento de las condiciones Optimas de los ensayos
enzimaticos. A) Ser + SH = OH" + Cys; B) OAS + SH = Ace + Cys; C) Ser + HCys
=H20 + Cth; y D) Cys + Cys = SH-" + Lth.

Cinética de la reaccion candnica e inversa de la CBS

La reaccion candnica de CBS pudo caracterizarse cinéticamente en los dos sentidos
de la reaccién. En la figura 18.2 se presentan los graficos de variacion de la
velocidad en el sentido de la formacion de cistationina (Cth) con respecto a la
concentracion de los sustratos. A partir de los datos obtenidos de esta cinética de
saturacion, se pudieron estimar los parametros cinéticos de Km (Kser 3.6 £ 1.7 mM;
Kheys 1.4 = 0.5 mM) y una kearde 698 + 154 min™, lo cual quiere decir que la CBS
puede completar 698 ciclos cataliticos de la reaccién canénica cada minuto, o en
otras palabras tarda 0.09 s en completar un ciclo catalitico de formacién de Cth a

partir de los sustratos Ser y HCys (Tabla 20.5).
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Figura 18.2. Cinética de saturacion de la reaccion candnica de cistationina B-sintasa
(CBS). Los puntos son el promedio de los valores de velocidad inicial obtenido en
tres experimentos independientes. La curva se obtuvo mediante el ajuste no lineal
de estos datos a la ecuacion de Michaelis Menten. A) homocisteina [HCys] variable

y serina fija a 20 mM, B) [Ser] variable y [HCys] fija a 10 mM.

De acuerdo con Nozaki et al., 2001, la Cth es hidrolizada por la cistationina vy liasa
(CGL) en la segunda reaccion de la via de transulfuracion inversa para el suministro
de Cys. Sin embargo, estructuralmente ademas de poseer un carbono y que
favorece dicha reaccion, la CBS puede actuar sobre el carbono p favoreciendo asi

a la reaccién reversa de la reaccion canonica (Figura 18.3).

NH3

CBS CGL

Figura 18.3. Reaccién reversa de cistationina p-sintasa (CBS). La cistationina (Cth)
es una molécula asimétrica sobre la cual la CGL puede llevar a cabo la reaccion de
hidrolisis al actuar sobre el carbono vy, o favorecer la reaccién reversa de CBS para

la produccion de serina (Ser) y homocisteina (HCys).
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La cinética obtenida de la reaccion reversa de CBS produce un patron de inhibicion
por sustrato (Figura 18.5), por esta razén, planteamos tres modelos que pudieran
explicar el comportamiento obtenido (Figura 18.4). Los modelos de inhibicion por
sustrato pueden ser competitiva, incompetitiva y mixta, de estos tipos de inhibicién
s6lo la incompetitiva y la mixta muestran un patron similar a la cinética de hidrdlisis

de Cth por CBS, por lo que se realizaron los ajustes a ambos modelos (Figura 18.5).

Inhibicidn por sustrato Inhibicién por sustrato
competitiva incompetitiva
Ks Kear Ks Kear Ks Kear
E+S +—=-ES—> E+P E+S =—=ZES— E+P E+S —ZES—™— E+P
+ + + +
S S S S
‘| d
aK,
SE SES SE+S =—= SES
o ws s - an
- 5] - 51 N 51 [S]
K, (1 + Kgs) +[5] K, + 5] (1 + Kis) K, (1 + Kis) + 5] (1 + aKis)

920 704 70

75 60+ 60

60

S

40
45

Velocidad

30

30 20

=
o
o

]
Velocidad
3 B 8 &
Velocidad
=

5 % A % T 0 1 20 3 40 50 ) 1 20 30 40 50
[Sustrato] [Sustrato] [Sustrato]

Figura 18.4. Tipos de inhibicién por sustrato, ecuaciones de velocidad deducidas
considerando una aproximacion de equilibrio rapido y una simulacion de la
ecuacién de velocidad llevada a cabo en origin 8®. Las simulaciones consideraron
Vm = 100, Ks = 1, Kis = 1'20 y o =1.

Ambos modelos de inhibicién por sustrato, incompetitiva y mixta, muestran ajustes
similares a los datos experimentales y sin mas evidencia experimental o teorica, no
es posible discernir entre ambos modelos. En la tabla 18.1 se muestran los

parametros cinéticos obtenidos en cada ajuste.
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Figura 18.5. Cinética de la reaccion reversa de CBS. Los puntos corresponden a
tres experimentos independientes ajustados a la ecuacion de inhibicion por sustrato
incompetitiva (A) y a la inhibicién por sustrato mixta (B). En cada curva se presenta el valor
del factor de correlacion R? del ajuste obtenido con el software origin 8®.

Tabla 18.1. ParAmetros cinéticos de lareaccién inversade CBS

Parametro cinético ISIC ISM
Kcat 6.8+2.1 98+1.9
Kcth 3.5+26 51+3.3
Kicth 0.4+0.3 7+0.9

o 0.04 + 0.03

ISIC = Inhibicién por sustrato incompetitiva; ISM = Inhibicién por sustrato mixta

Segun los datos de inhibién por sustrato, la CBS puede catalizar entre 7-10

reacciones por unidad catalitica cada minuto en la reaccion reversa (Figura 18.5) y

tarda entre 6-9s en completar un ciclo; es decir, esta reaccion es alrededor de 60

veces mas lenta comparada con la forward en la que la CBS tarda tan solo 0.5 s en

completar un ciclo catalitico.
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19. Estudio cinético de las reacciones no canénicas de la CBS

Evaluacion de las reacciones de produccion de Cys: Ser+H»>S y OAS+ H.S

La Sery la OAS se unen a la aldimina interna de la CBS mientras que el H2S es un
buen nucleodfilo que de acuerdo con el ciclo catalitico puede interactuar con la CBS
a partir de la modificacion de su sitio activo para la nueva generaciéon de una
aldimina externa. Las reacciones catalizadas por la CBS entre Ser- H.Sy OAS-H2S

se representan en la figura 19.1

A)

o H,S H0 o

_OJY\OH _\ /_" _OJ\'/\SH Figura 19.1. A) Reaccién en.tre Serina

NH NHS (Ser) y Sulfuro (SHY) catalizada por

CBS. Ademas, esta reaccion entre Ser

y SH-, es catalizada originalmente por

0 la cisteina sintasa (CS) en la via de

B) v H 'OJLCH3 sintesis de novo. B) Reaccion entre O-

o o 2 o Acetilserina (OAS) y Sulfuro (SH)

) JH/\ A \ o/ )l\]/\ catalizada por CBS, que lleva a la
0 0 CHy = —_— e} SH ., . ,

i e produccion de Cisteina (Cys).

Para las reacciones de produccion de Cys, los valores estimados de Km para Ser
mMy OAS son 2 + 1y 5.4 £ 3.7 mM, respectivamente; mientras que la Km estimada
para H2S es 2.5 + 1.6 mM para la reaccién con Sery 1.5 £ 0.6 mM para la reaccion
con OAS (Figura 19.2) (Tabla 21.1). La diferencia mas significativa entre las dos
reacciones es la Kcat, teniendo 769 + 216 reacciones por min cuando la reaccion es
con Sery 155 £ 61 reacciones por min cuando la reaccion se lleva a cabo con OAS
(Figura 19.2) (Tabla 21.1).
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Figura 19.2. Cinética de las reacciones no candnicas que producen cisteina.
A) Ser + H2S = Cys + H20; B) OAS + H2S = Cys + Ace

Evaluacion de la reaccion de produccion de H»>S

La reaccién de Cys catalizada por CBS lleva a la produccion de Lth y SH- (Figura
19.3).
o] o] o] (o]
oA o e s

NH; NH3 NH3 NH3

Cys Cys Lth
Figura 19.3. Reaccion de catalizada por CBS con Cys como sustrato. La
condensacion de dos moléculas de Cys conduce a la formacion de Lth y H2S, este

altimo puede ser detectable por el método de DMPD a 670 nm, mediante la
formacion de un complejo con H2S para la produccion de azul de metileno.
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En la reaccion de formacion de H2S a partir de Cys, la CBS cataliza 27 pasos de
sustrato a producto por unidad catalitica por minuto (Figura 19.4); es decir, en 0.04

segundos completa un ciclo catalitico.
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—
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[Cys] (mM)

=
o

Figura 19.4. Grafico de obtencion de la Kcat de la reaccion no candnica de CBS
con Cisteina (Cys). La produccién de Sulfuro (SH™) a partir de Cys se completa en
un ciclo catalitico con duracion de 0.04 s.

20. Inhibicion de la formacién de H2S por Ser

La Cys puede unirse ala CBS como primer sustrato al tener un buen grupo saliente,
pero también es un buen nucledfilo, por lo que puede actuar como primer sustrato
(formando el aminoacrilato) y como segundo sustrato (formando un producto nuevo)
(Figura 20.1). La versatilidad catalitica de la CBS permite que la Ser pueda actuar
como primer sustrato y formar el intermediario aminoacrilato. El aumento en la
concentracion de Ser podria desplazar el equilibrio de la reaccion cinética hacia la
formacion del aminoacrilato con Ser en lugar de la Cys, evitando asi la formacion
de H2S (Figura 20.1).
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Figura 20.1. Via de formacion de Sulfuro (H2S ) y Lantionina (Lth) por la CBS a
partir de Cisteina (Cys) en contraste con la reaccion a partir de Serina (Ser). El
aumento en la concentraciéon de Ser podria provocar la disminucion en la

produccion de H:S.

Para evaluar la inhibicion de la reaccion CBS-Cys por Ser, se determind la

concentracion de sulfuro producido por el método de DMPD (descrita en el apartado

14) obteniendo una disminucién notable en la velocidad de formacion de H:S,

conforme aumenta la concentracion de Ser en el ensayo (Figura 20.2).

Figura 20.2. Inhibicion de la
produccion de Sulfuro (H2S ) por
la Serina (Ser). Los ensayos se
hicieron en presencia de
Cisteina (Cys) 1mM.
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El H2S es una molécula central en el metabolismo de Cys y cuyo papel fisiologico esta
comenzando a entenderse en mamiferos, sin embargo, el papel fisiologico que juega el H2S
y su regulacién en T. cruzi es totalmente desconocido. En nuestro conocimiento este es el
primer reporte donde se observa que la Ser puede inhibir la produccion de HzS, lo que sugiere
gue la proporcion entre Cys/Ser podria ser un tipo de regulacion donde al incrementar la
concentracion de Cys se tendria un incremento en la concentracion de HzS, mientras que se

obtendria el efecto contrario al aumentar Ser.

21. Comparacion de las reacciones no canonicas de la CBS

La tabla 21.1 presenta el resumen de los parametros cinéticos obtenidos a partir de
los ajustes no lineales de la reaccién candnica, asi como las reacciones no

canénicas de CBS.

Tabla 21.1 Parametros cinéticos de las reacciones catalizadas por CBS.

Reaccion Sustrato Km (mM) Kcat (Mint)  Keat /Km (Mmin-tmM-1)
HCys 1.4+£05 545+ 75
|:> *
HCys + Ser Cth + H20 Ser 36+17 698 + 154 192 + 15
Km=35%226
Cth + H20 = *HCys + Ser Cth 72 3+25
Ki=0.4+0.3
+ +
Ser + Hz2S = *Cys + Hz0 HzS 2.5+16 769 +216 423+ 182
Ser 21 309 £ 96
OAS + HzS o *Cys + Ace 12> Tedesllie 155 + 61 157+ 98
OAS 54+3.7 25+ 10
Cys + Cys = *H2S + Lth Cys 0.15+0.1 276 180 + 22

*Productos monitoreados para la determinacién de los parametros cinéticos

En comparacion con la reaccion candnica de formacion de Cth, la reaccién reversa
de la CBS es considerablemente mas lenta de acuerdo con las kcat de ambas
reacciones, por lo que esta reaccion estaria favorecida en el sentido hacia adelante.
Otra caracteristica a destacar es que la reaccién candnica en sentido inverso

presenta una cinética de inhibicion por sustrato.
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La Ser, es sustrato en la reaccion canonica de la CBS pero también participa en la
reaccion de formacion de Cys en presencia de H2S. Esta reaccidn presenta
parametros cinéticos similares a la reaccion candnica, sin embargo la Km de CBS
por H2S es cercana a 2mM y la concentracion intracelular en varios modelos
celulares se estima en el rango de 20-160-uM (Marciano, et. al. 2012), por lo que
se espera que la contribucién de esta reaccion a la concentracién de Cys sea muy

limitada.

Por otro lado el H2S es utilizado como sustrato en la reaccion con OAS para la
produccién de Cys en una reaccion mas lenta en comparacion con la de Ser- HzS,
sin embargo, la Km por H2S también se encuentra alrededor de 2mM, por lo que

tampoco se espera que esta reaccion sea importante para la produccion de Cys.

En lo que respecta a la reaccion de produccion de HzS por la condensacion de dos
moléculas de Cys, al parecer si podria suceder en un contexto celular, ya que la
concentracion de Cys en T. cruzi es de alrededor de 500uM (Vazquez, et. al. 2017)
y la Km por Cys fue de 150uM. Por lo que adquiere mas relevancia la inhibicion de
la produccion de H2S por Ser y es importante obtener una caracterizacion cinética
completa de este hecho para valorar el posible papel regulatorio de Ser en la

concentracion de H»2S.

VIIl. CONCLUSIONES

El estudio cinético de las reacciones de CBS nos permiten concluir que las
reacciones no canodnicas de la CBS recombinante son comparables con la reaccion
canonica de acuerdo con sus parametros cinéticos. Sin embargo al analizar la
concentracion intracelular de los metabolitos involucrados, podemos concluir que
la reaccion candnica de CBS es la mas importante para la produccién de Cys,
también que la CBS puede consumir Cys para producir H2S y que la concentracion

de Ser podria jugar un papel importante en la regulacion de H2S.
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IX. PERSPECTIVAS

Este estudio sirve como punto de partida para estudiar el papel que juega el H2S
en la fisiologia de T. cruzi y sus mecanismos de regulacion. Al entender los
mecanismos de regulacion de esta importante molécula sefializadora en T. cruzi se
pueden buscar estos mecanismos en otros organismos 0 en padecimientos que

involucren a la CBS y a la desregulacion del H2S.
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ANEXO |. TECNICAS.

Purificacion de cistationina B-sintasa (CBS):

. Cultivar células E. coli (Rossetta) con el plasmido pET28a(+) que contienen el

gen de CBS de T. cruzi en 2L de medio LB a 37°C hasta alcanzar una densidad
Optica de 0.7 a 600nm.

Inducir con 0.4 mM de IPTG toda la noche a 24 °C.

Cosechar a 3500 rpm, 10 min.

Resuspender el boton en 30 mL totales de amortiguador de lisis (Trietanolamina
0.1M, NaCl 0.3M, imidazol 2mM, ¥z pastilla de cocktail de inhibidores de
proteasas, pH 7.4) y romper las células en la prensa francesa con una presion
de 1500psi.

. Centrifugar el lisado a 10,000 rpm, 15 min.
. Agregar el sobrenadante a 4 mL de resina (TALON® superflow™) de cobalto

empacada y equilibrada. Incubar en agitacion por 1 h a 4°C.

7. Centrifugar a 2000 rpm, 15 min.
8.

Realizar dos lavados a la resina, agregando 10 mL de amortiguador de lisis,
agitar 10 min y centrifugar a 2000 rpm, 5 min.

Agregar 10 mL de mortiguador de lisis, agitar 10 min y poner en una jeringa con
un filtro en la salida para formar una columna.

10.Lavar con 20 mL de amortiguador de lisis con 10mM de imidazol.
11.Eluir la proteina con 20 mL de amortiguador de lisis con 100mM de imidazol.
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Precipitacion de proteina:

1.

Realizar una mezcla con 20 pL de proteina, 200
pL de agua y 26 uL deacido tricloroacético al
13% viv

Incubar toda la noche, 4°C
Centrifugar con velocidad maxima, 20 min a

4°C vy retirar elsobrenadante.

Una vez obtenido el boton, resuspender en 100
pL de solucion A delLowry.

Realizar una curva patron con albumina sérica

bovina (BSA) enconcentracién 1 mg/mL.

H20 (uL) BSA (uL) Reactivo
de Lowry
(ML)

20 0 200

19 1 200

18 2 200

16 4 200

12 8 200

8 12 200

4 16 200

Realizar la preparacion de la muestra considerando 12y 16 pyL

de H20 en conjunto con 4 y 8 uL de muestra de CBS.

6. Incubar a temperatura ambiente, 10 min.
7. Agregar 20 pL de reactivo de Folin (1:1).
8.
9

. Leer absorbancia a 660 nm.

Incubar 10 min a temperatura ambiente.

48



Evaluacion de la afinidad enzima-sustrato:

Utilizar el espectro de haz dividido, en la primera cubeta se
coloca el blanco de proteina y en la segunda se realizan las

adiciones sucesivas.

Preparacion de CBS: Master mix de CBS hasta obtener
absorbancia constante entre 0.4 y 0.6.
Realizar espectros por separado con lecturas de
concentraciones sucesivas para sustratos Ser, Cys, OAS, y

HCys, considerando la siguiente tabla:

[Sustrato] mM Volumen de | Concentracion
sustrato (uL) | final (UM)

10

20

50

100

200

500

800

1100

10

| O O N| | W| |

Nota: Para obtener HCys, se debe considerar que el reactivo
es HCys tiolactona, por lo que a partir de este se requiere de

la obtencion de HCys.

Para obtener HCys 500 mM a partir de HCys tiolactona 2 M
se toman 40 pL de HCysy se transfieren a un tubo con 40
puL de amortiguador HEPES 40 mM, pH 7.4 mas 80 L de
NaOH. Se incuba a 100°C por 3 min. Terminado el tiempo
de incubacion de conserva en hielo para neutralizar a pH

7.0 con aproximadamente 7 uL de HCI
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Cuantificacién de tioles:

Preparacion de 5,5’-ditiobis(2-nitrobenzoico) (DTNB) 0.1 mM: Tomar 10 pL de

DTNB en 5 mL de amortiguador de fosfatos.

Realizar lecturas de absorbancia a 455 nm del tiol en una dilucién 1:250 con 1 mL
de DTNB 0.1 mM.

Electroforesis SDS-Page

Preparacion de los reactivos:

A) Amortiguador de muestra:

Glicerol: 1 mL

SDS 10%: 2 mL

Azul de bromofenol: 2 mg

B-mercaptoetanol: 1 uL por cada 20 puL de amortiguador de muestra

Amortiguador concentrador: 1,25 mL

B) Amortiguador separador:

Tris: 18.17 g

SDS 10%: 4 mL

Llevar a pH 8.8 con HCI 12 N
Aforo a 100 mL

C) Amortiguador concentrador:
Tris: 6.06 g

SDS 19%: 1 mL
Llevar a pH 6.8 con HCI 12 N
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Aforo a 100 mL

D) Gel separador:
H20: 3.1 mL
Acrilamida: 2.4 mL

Amortiguador separador pH 8.8: 1.9 mL
APS: 112 pL

Tetrametiletilendiamina (TEMED): 5 pL

E) Gel concentrador:
H20: 1 mL
Acrilamida: 300 pL
Amortiguador concentrador pH 8.8: 444 pL

APS: 28 uL

TEMED: 2.5 pL

Nota: Agregar al gel separador y concentrador al final la acrilamida y el
TEMED.

Incubar la CBS en amortiguador de muestra a 100°C, 1 min. Transcurrido este
tiempo, cargar 10 uL de muestra y de marcador de peso molecular en cada pozo

del gel de acrilamida al 10% con amortiguador de corrida.
Iniciar la electroforesis a 120 V durante 60 min.
Cinética de reacciones. Variacion de proteina.

1. Preparar un master mix de 3 mL con 60 uL de Sery 60 pyL de PLP. En tubos
eppendorf de 500 pL y agregar las cantidades de master mix, proteina y

sustrato de acuerdo a las tablas All a Al4.

Tabla Al.1 Variacion de proteina en ensayo Ser + HCys -> Cth + H20
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# Ensayo Master mix Proteina (1:10) HCys (500 mM)
1 480 uL 1uL 20 uL
2 478 UL 2 uL 20 uL
3 475 L 5puL 20 uL
4 470 pL 10 pL 20 uL

Tabla Al.2 Controles de proteina en ensayo de Ser + HCys -> Cth + H20

# Ensayo | Master mix o HEPES/ PLP | Proteina (1:10) | HCys (20 mM)
5 500 uL (Master mix) NA NA

6 490 uL (Master mix) 10 uL NA

7 470 JLHEPES + 10 yLPLP | NA 20 L

8 480 yLHEPES + 10 L PLP [ 10 L NA

Tabla Al.3 Variacion de proteina en ensayo Ser + SH- -> Cys + H20

# Ensayo Master mix Proteina (1:10) SH- (Cf: 2 mM)
1 490 L 1yl 10 L
2 488 uL 2 uL 10 pL
3 485 L 5uL 10 L
4 480 uL 10 uL 10 pL

Tabla Al.4 Controles de proteina en ensayo de Ser + SH- -> Cys + H20

# Ensayo | Master mix o HEPES/ PLP | Proteina (1:10) | SH- (Cf: 2 mM)
5 500 yL (Master mix) NA NA

6 490 pL (Master mix) 10 uL NA

7 470 pyL HEPES + 10 uL PLP NA 10 uL

8 480 YL HEPES + 10 pL PLP 10 L NA

2. Incubar a 37°C los ensayos 1 a 8 y comenzar el arranque con HCys o SH-
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4.
5.
6.

segun sea el caso.

En una placa de 96 pozos con ninhidrina (preparada de acuerdo a los puntos
3.1y 3.2) agregar 100 yL para el ensayo de Cth alos 2.5, 5.0, 7.5y 10 min
del arranque de la reaccion y 50 pL para el ensayo de Cysalos0.5,1.5,2.5y
3.5 min del arranque de la reaccion.
3.1 Preparacion de ninhidrina para la identificacion de Cth
Pesar 0.0625 g de ninhidrina y disolver en 6 mL de acido acético (vortéx).
Agregar 4 mL de H3PO4 concentrado y agitar.
3.2 Preparacion de ninhidrina para la identificacion de Cys
Pesar 0.0625 g de ninhidrina y disolver en 6 mL de acido acético (vortéx).
Agregar 4 mL de HCI concentrado y agitar.
Incubar a 100°C, 20 min para ensayo de Cth y 10 min para ensayo de Cys.
Agregar 100 pL de etanol absoluto a la placa del ensayo de Cys.
Leer de 455-800 nm para Cth y de 560-800 nm para Cys.

Curva patrén de Cys.

[Cys] (200 mM)

1.

Zul +58 pl HO

» C1

1:20
20 pl +40 pl HO

[Cys] (10 mM) BuL+52 pul H:0 c3
AuL+SEULHO |

20 pl +40 pl H:O

[C'_l,l'S] |:1 ITi|"u"|]| BulL+52ul H]D » cﬁ
4ul + 56 pl H:O

»CT

En una placa de 96 pozos con 50 yL ninhidrina agregar 60 uL de Cys a

distintas concentraciones de acuerdo al diagrama.
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2. Incubar a 100°C, 10 min.
3. Agregar 100 pL de etanol absoluto.
4. Leer a 560-800 nm para Cys.

ANEXO Il. ESTANDARIZACION DE LOS ENSAYOS ENZIMATICOS

Previo a la realizacion de los ensayos cinéticos de las reacciones no canonicas, se
realizo la evaluacién de las técnicas y reactivos empleados con la finalidad de
controlar las variables no asociadas a la medicién de los productos de estudio y
mejorar las metodologias descritas en la literatura de cuantificacion de Cysy SH-
en reacciones enzimaticas para lograr la obtencion de parametros cinéticos

robustos.

Evaluacion de la estabilidad de OAS por HPLC

La OAS es una molécula cuya estructura, al hidratarse podria llevar a cabo la

reaccion que conduce a la formacién de Ser como se muestra en la figura All.1

0 0 0
_QJ\J::DJ\CH, + HzD => HD/\lH);‘l\D- + Hu“Jl‘CH + H

Figura All.1 Reaccién de formacién de Ser a partir de OAS. Al hidratarse, la OASpuede

conducir a la formacién de Ser y acetato.

El interés en la evaluacion de la estabilidad de este reactivo surge a partir de la
consideracion de que la OAS se almacena a -20°C, lo que podria conducir a que debido
a las condiciones de almacenamiento ocurra la reaccion de formacion de Serpor la

hidratacion del reactivo consecuente de la congelacion y descongelacion.

¢,Cudles serian las consecuencias de realizar un ensayo enzimatico con OAS
hidratada? Considerando la gran versatilidad catalitica de la CBS, en los ensayos en
los que se utilicé la OAS se observaria sefial de formacion de Cys no solo debidoa este

sustrato, sino también debido a la presencia e incremento de Ser.
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Para evaluar la estabilidad de la OAS utilizada para los ensayos de la CBS se
llevo a cabo un ensayo de HPLC (descrito en metodologia apartado 15) por dia
con un control de Ser y una preparacion de OAS almacenada durante 160 h a

-20°C obteniendo los cromatogramas de la figura All.2
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Figura All.2. Cromatogramas de HPLC. A) Control de Ser. B) OAS pH 7.4 después
de 24 h almacenada a -20°C. Para OAS existe la aparicion notable de un primer pico
tras las 24 h de almacenamiento a -20°C cuya aparicion cualitativamente coincide con
el del pico del control Ser.
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En los cromatogramas de la muestra de OAS se observaron dos picos. El primero con
tiempo de retencion de 23 min; mientras que el segundo pico con tiempo de retencion
entre 35 min (Figura All.2). Estos resultados sugieren que el primer pico en la muestra
de OAS corresponde a la Ser ya que es comparable con el control de Ser (Figura All.2
A). Ademas, durante el analisis cada 24 h de almacenamiento se observé un

incremento notable de Ser y disminucion de OAS (Figura All.3).

90 00

80 - a0

70 170
=50 | leowy
D 50 ] 0 E
%40.‘ _40%
SS 39 | 30°

20 120

10 , | o

0 24 48 72
Tiempo (h)

Figura All.3 Porcentaje de Ser en OAS almacenada a -20°C durante 72 h (n=3): En la
preparacion en fresco la OAS esta presente en un 80% mientras que el 20% restante
es de Ser, conforme aumenta el tiempo de almacenamiento el %Ser es mayor.

El porcentaje de OAS disminuye con respecto al tiempo transcurrido (Fig All.3),
mientras que se observa un incremento notable en el porcentaje de Ser bajo las
condiciones de almacenamiento, por lo que a partir de estos resultados para todos
los ensayos se considera trabajar con la preparacion de OAS en fresco para obtener
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una mayor robustez en los analisis realizados con este reactivo y evitar la

interferencia que pudiera causar la presencia de Ser debido a su hidratacion.

Evaluacién de la cuantificacion de Cys por la técnica con ninhidrina

La Cys, es el producto de la reaccion catalizada por CBS entre Ser y SH-asi como
de la reaccion entre OAS y SH'. De acuerdo con Gaitonde, 1967; la ninhidrina puede
formar un complejo visible a 560 nm con Cys en condiciones &cidas (HAcO/HCI).
Para las reacciones cinéticas se utilizaron concentraciones variables de sustrato A
y sustrato B con la finalidad de tener un comportamiento cercano a la saturacion de
la enzima que permita obtener el ajuste global del modelo cinético. Para evaluar la
sensibilidad de la técnica de identificacion de Cys con ninhidrina se realiz6 un
ensayo de curvas patrén de Cys en presencia de las concentraciones utilizadas en

los ensayos cinéticos de Ser, OAS y SH- (Fig. All.4).

%2 Variacién de absorbancias en curva patrén
0.18 de Cys con Ser
2 0.16
| 0.14 ] e $
\ Lo012 J e ’
I 5 o1 1
| 8 5 008 s
[d [ _2 1.C .
i A 0.06 B urva patron
l' L nt 2 Curva patrén + Ser 2 mM
1\ i\ 0.04 { i i‘ 3® Curvapatrén + Ser 5 mM
K- © (4) 0.02 4 Curvapatrén + Ser 10 mM
g N AN AN N, / o$ 5® Curva patrén + Ser 10 mM + SH 0.5 mM
1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 B) 0 001 0.02 0.03 0.04
- e, - A 8 - [Cys] (mM)

0.2 | Variacion de absorbancias en curva patrén 024 |Variacién de absorbancias en curva patrén
0.18 de Cys con OAS 022 de Cys con SH- $
0.16 e 0.2 ® Curva patron de Cys
014 e 0.18 | 1 o curva patrén +SH0.1mM i o T

o . © 0.16 9 Curva patrén + SH 0.2 mM ] ¢
S0.12 - I 2 014 10 « curva patrén +SH 0.5 mM 4 H
S8 01 e 2 iR 11 e Curva patrén + SH 1 mM > = 3
5 i ? 1 5 012 12 e Curva patrén + SH2mM ’
20.08 4 2 o1 ~ g
0.08 e T s
0.06 4 1 i ® Curva patrén de Cys & ' - %
0.04 6 o Curva patron + 0AS 2 mM 006 | g e G
: 7 Curva patrén + OAS 5 mM 0.04 i P "
0.02 [ 8 o Curva patrén + 0AS 10 mM 002 | o8 i
0 & 9 ® Curva patrén OAS 10 mM + SH 0.5 mM 0 ‘-'-5'!"'
c 0 0.01 0.02 0.03 0.04 0 0.01 0.02 0.03 0.04
LS [oys] (mw) [sH] (mv1)

Figura All.4. Ensayo de evaluacion de la técnica de identificacion de Cys a
concentraciones variables de sustratos. A) Placa de ensayo con ninhidrina: En las
filas 1 a 12 se encuentran curvas de [Cys] (mM). B) Variacion de absorbanciasde [Cys]
a diferentes concentraciones de [Ser] (mM): En las filas 2 a 4 se encuentran
concentraciones de 2 a 10 mM de [Ser] y en la fila 5 se tiene el control [Ser] (10 mM) y
[SH] (0.5 mM) utilizadas para el ensayo cinético de CBS. C) Variacion de
absorbancias de [Cys] a diferentes concentraciones de [OAS] (mM): En las filas 6
a 8 se encuentran concentraciones de 2 a 10 mM de [OAS]. D) Variacion de
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absorbancias de [Cys] a diferentes concentraciones de [SH] (mM): En las filas 9 a
11 se encuentran concentraciones de 2 a 10 mM de [SH-].

En relacidn con la figura All.4, se concluye que no existe una variacion significativaen
la disminucion de absorbancias por el método de ninhidrina con respecto a la curva
control de Cys, incluso en presencia de las concentraciones mas altas de sustrato
empleadas (Ser y OAS) para los ensayos enzimaticos de CBS, mientras que es
importante considerar no trabajar a concentraciones superiores a 2 mM de SH- para
evitar interferencia en la absorbancia. Por lo que al emplear esta técnica para la
obtencion de los pardmetros cinéticos dentro de las concentraciones de 2 a10 mM para
Sery OAS y de 0.1 a 2 mM de SH-, se afirma que no existiran variaciones significativas
debido a interferencias entre la técnica y los sustratos parala cuantificacion de la

formacion del producto C

ANEXO Ill. BIOLOGIA MOLECULAR DE LA CBS RECOMBINANTE.
Se ligd un fragmento obtenido por PCR de la CBS recombinante al
vector de clonacién pJET1.2/blunt para la obtenciéon de un plasmido

recombinante.

El vector de clonacién pJET1.2/blunt contiene un sitio de multiple de restriccion y un
sitio de resistencia a Kanamicina.

Una vez obtenido el plasmido recombinante se realiz6 la transformacion

en célulascompetentes de E. coli Top10.

El gen obtenido del plasmido recombinante se purifico y se ligd al vector de expresiéon
pET18a(+) para la obtencion de un nuevo plasmido recombinante que se afadi6 a
células competentes de E. coli BL21 por transformacion para la obtencion del gen
gue codifica para la CBS recombinante y llevar a cabo el proceso de purificacion

descrito en el apartado 7.1 y anexo |.
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