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Resumen

Trypanosoma cruzi es el agente causal de la enfermedad de Chagas.
Actualmente, los farmacos que se utilizan para su tratamiento son el nifurtimox y
benznidazol, los cuales actian generando estrés oxidante en el parasito. Sus efectos
secundarios en los pacientes, alto costo, baja efectividad en la fase crénica de la
enfermedad y la aparicion de cepas resistentes han promovido la busqueda de nuevos
blancos terapéuticos en el metabolismo antioxidante del parasito.

En los tripanosomatidos, el tripanotién [T(SH).] junto con la tripanotion reductasa
(TryR), reemplazan al sistema glutation/glutation reductasa (GSH/GR) de mamiferos. El
T(SH), es el metabolito central de la via de reduccién de hidroperéxidos ya que cede
sus equivalentes reductores a metabolitos y proteinas antioxidantes; dentro de las
Ultimas se encuentran la triparedoxina (TXN) que es una proteina exclusiva de
tripanosomatidos similar a la tioredoxina (Trx) de mamiferos, la cual en su forma
reducida, es sustrato de la glutation peroxidasa A (GPxA) y de la triparedoxina
peroxidasa (TXNPXx), que son las enzimas del parasito responsables de reducir a los
hidroperoxidos.

Una caracterizacion cinética previa de este sistema reductor de hidroperéxidos
sugirié que la transferencia de electrones del T(SH), hacia la TXN era el paso limitante
en la via debido a que tenia el menor potencial catalitico (kcat/Km) y, por lo tanto, se
propuso esta reaccion como un blanco de intervencion terapéutica. Sin embargo, las
condiciones experimentales que utilizaron los autores subestimaron los valores de kcat.
Ademas, debido a que en dicho trabajo la caracterizacion cinética no se realizé bajo
condiciones fisiol6gicas de pH y temperatura, sus datos no permiten identificar los
pasos menos eficientes del sistema y por lo tanto aquellos con mayor potencial
terapéutico.

El objetivo de este trabajo es determinar los valores de kcat/Km de las enzimas
recombinantes TXN, GPxA y TXNPx de T. cruzi bajo condiciones pseudo-fisiolégicas de
pH y temperatura (7.4/37°C, respectivamente) para identificar el paso menos eficiente
del sistema reductor de hidroperoéxidos en el parasito.

Los genes que codifican para la TXN, GPxA y TXNPx se amplificaron por PCR a
partir de ADN gendmico de T. cruzi de la cepa Ninoa, y se clonaron y secuenciaron



para confirmar su identidad. Posteriormente, las proteinas se sobre-expresaron en
bacterias y se purificaron con alto grado de pureza. La caracterizacion cinética de las
enzimas se llevé a cabo mediante la reconstitucion in vitro de la via y monitoreando la
oxidacion de NADPH a 340 nm en un espectrofotometro.

A partir de los valores de velocidad méaxima (Vmax) y Km obtenidos para cada
una de las enzimas por sus respectivos sustratos, se pudieron determinar sus kcat/Km.
Se determiné que el paso menos eficiente de esta via es la reduccion del hidroperoxido
(CumOOH) catalizado por la TcGPxA, ya que tiene el menor potencial catalitico (10° M’
's1); sin embargo, debido a los altos potenciales cataliticos del sistema reductor de
peréxidos comparado con los menores potenciales encontrados para las enzimas que
sintetizan el T(SH), (~10° Olin-Sandoval, tesis de doctorado en curso ), ninguna de las
enzimas del sistema de desintoxicacién de perdxidos puede considerarse como un

blanco potencial de intervencion terapéutica.
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Abreviaturas

ADN:
APX:
ATP:
BSA:
BZ:

C:

Cat:
Cf21:
CumOOH:
Cys:
dNTPs:
DO:

Gly:

GPx, GPxA:
GR:

GSH:

adenina
acido desoxirribonucleico
ascorbato peroxidasa
trifosfato de adenosina
albamina bovina sérica
benznidazol
citosina
catalasa
Peroxiredoxina 21 de Crithidia fasciculata
hidroperdxido de cumeno
cisteina
desoxynucleétidos trifosfatados
densidad optica
ditiotreitol
acido etilen diamina tetraacético
potencial redox
especies reactivas de nitrégeno
especies reactivas de oxigeno
complejo de hierro(lll) con naranja de xilenol
forward (hacia adelante)
gamma glutamil cisteina
gamma glutamil cisteina sintetasa
guanina
glutamato
glicina
glutation peroxidasa de Trypanosoma cruzi
glutation reductasa
glutation (forma reducida)



GSSG:

IPTG:
kcat:
kDa:
Ki:
Km:
LB:

LinOOH:

M:

min:
mM:
HM:
mV:
NAD™:
NADH:
NADP™:

NADPH:

NFX:
nm:
°C.
pb:

PCOOH:

PCR:
Prx:
Put:
Rw:

[S]:

disulfuro de glutation

horas

isopropyl-B-D-tiogalactopiranésido

constante catalitica

kilo daltones

constante de inhibicion

constante de Michaelis-Menten

Luria-Bertani

hidroperdxido de &cido linoléico

molar

minuto(s)

milimolar

micromolar

milivoltios
dinucleétido de dicotinamida (forma oxidada)

dinucledtido de dicotinamida (forma reducida)
fosfato de dinucledtido de dicotinamida y adenina (forma oxidada)
fosfato de dinucleétido de dicotinamida y adenida (forma reducida)
nifurtimox

nanometros

grados celsius

pares de bases

hidroperéxido de fosfatidilcolina

reaccion en cadena de la polimerasa (polymerase chain reaction)
peroxiredoxina

putrescina

reverse (reverso)

segundos

concentracion de sustrato
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SDS-PAGE:

SeGPx:
SOD:
Spd:

T:
t-butOOH:
TCA:
TDPx:
TEA:
Trx:
TrxR:
TryP:
TryR:
TryS:
TS,:
T(SH)3:
TXN:
TXNPX:
U:

AV

Vo:
Vmax:
X-GAL:
XO:

electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida

desnaturalizantes (sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel

electrophoresis)

glutatién peroxidasa dependiente de selenio
superoxido dismutasa

espermidina

timina

ter-butil hidroperéxido

acido tricloroacético

triparedoxina peroxidasa tipo Il de Leishmania major

trietanolamina

tioredoxina

tioredoxina reductasa

triparedoxina peroxidasa de Leishmania major
tripanotion reductasa

tripanotion sintetasa

disulfuro de tripanotién

tripanotion (forma reducida)

triparedoxina de Trypanosoma cruzi
triparedoxina peroxidasa de Trypanosoma cruzi
unidades de actividad enzimatica (pmol/min)
ultra-violeta
velocidad inicial

velocidad maxima
5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactosido

naranja de xilenol
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1. INTRODUCCION

1.1 Biologia de Trypanosoma cruzi

Trypanosoma cruzi es un protista flagelado del Orden Kinetoplastida, de la

familia de los Tripanosomatidae, caracterizados por tener dentro de su Unica

mitocondria el llamado cinetoplasto que corresponde al DNA mitocondrial. De acuerdo

a la localizacion del cinetoplasto con respecto al nucleo y a su unico flagelo, el parasito

se clasifica en 3 estadios morfolégicos durante su ciclo de vida (Fig.1) (Tay-Zavala et al.
1995.); Cevallos y Hernandez, 2001; Maya et al. 2007).

Epimastigote: Forma proliferativa, mide de 20 a 25 micras. Se caracteriza por
tener el cinetoplasto antes del ndcleo, en la parte media del organismo. Su
flagelo se localiza en la parte media de la célula (Fig. 1A). Esta forma se
encuentra dentro del intestino del insecto vector (triatdmino).

Tripomastigote: Estadio no proliferativo de 20 micras en el cual el cinetoplasto se
encuentra en la parte posterior de la célula, separado del nucleo mientras que el
flagelo emerge de la parte posterior y recorre toda la célula formando una
membrana ondulante. Este estadio se desarrolla en el intestino posterior del
triatobmino (tripomastigote metaciclico) y en la sangre de los mamiferos
(tripomastigote sanguineo) (Fig. 1B). .

Amastigote: Forma proliferativa dentro de las células de mamiferos,
practicamente carente de flagelo (pues es muy pequefio), de forma ovalada, con
un tamafno de 2 — 2.5 micras, en el que se puede observar el cinetoplasto y el
nacleo (Fig. 1C).

Otra caracteristica de los tripanosomatidos es que tienen un organelo

especializado denominado glicosoma que contiene a 7 de las enzimas glicoliticas

ademas de otras enzimas del metabolismo intermediario (Michels et al. 2006)
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Figura 1. Estadios morfoldgicos de T. cruzi. (A) Microscopia electronica de barrido de
epimastigote. (B) Microscopia electrénica de alto voltaje de tripomastigote. (C) Microscopia
electronica de barrido de alta resolucibn de amastigote. Tomadas de
http://www.fiocruz.br/chagas/cgi/cgilua.exe/sys/start.htm?sid=70

1.2 Ciclo de vida del parasito.

Trypanosoma cruzi se ayuda tanto de los hematéfagos como de algunos
mamiferos para completar su ciclo biolégico, el cual comienza cuando un triatbmino
infectado deposita, al momento de defecar, al parasito en su forma infectiva de
tripomastigote metaciclico (Fig. 2a); el parasito puede ser introducido por el mismo
vector al arrastrarlo con sus patas o por el mamifero al momento de rascarse (Fig. 2b).
El tripomastigote penetra en las células epiteliales, musculares, nerviosas, fibroblastos
o macréfagos del hospedero (Maya et al. 2007, Toma et al. 2000), donde pierde su
flagelo transformandose en amastigote, de esta manera puede reproducirse por fision
binaria (Fig. 2c). Después de aproximadamente cinco dias, el parasito se trasforma
nuevamente en tripomastigote, rompe la célula y se encuentra libre en el torrente

sanguineo (tripomastigote sanguineo) (Fig. 2d). De esta manera, algunos
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tripomastigotes pueden invadir otras células para multiplicarse, mientras que otros
pueden ser ingeridos por triatdminos no infectados para continuar con el ciclo (Fig. 2e)
(Tay-Zavala et al. 1995; WHO/TDR 2004).

Figura 2. Ciclo de vida de T. cruzi. Tomado de
http://mww.who.int/tdrold/diseases/chagasl/lifecycle.htm. (a) Un triatbmino deposita al
pardsito como tripomastigote metaciclico al momento de defecar. (b) El parasito es
introducido por el hospedero o por el vector. (c) El parasito penetra las células del
hospedero, donde se encuentra como amastigote. (d) Las células infectadas se rompen,
liberando al torrente los tripomastigotes sanguineos. (e) El paréasito puede ser ingerido
por un hematéfago no infectado. (f) El tripomastigote se transforma en epimastigote en el
intestino del triatobmino. (g) El epimastigote se multiplica. (h) El epimastigote viaja al
intestino posterior, donde se transforma en tripomastigote, llegando a formar parte de las
heces.

Una vez dentro del triatbmino, el tripomastigote viaja al intestino y se transforma
en epimastigote (Fig. 2f). Algunos epimastigotes permanecen en la parte media del
intestino, mientras otros pasan a la parte posterior y en ambos lugares el epimastigote
puede multiplicarse por fision binaria (Fig. 2g). Posteriormente, los epimastigotes que
pasaron al intestino posterior del insecto contintan hacia el recto, donde se adhieren a
la pared celular usando su flagelo y se transforman en tripomastigotes metaciclicos;
permaneciendo ahi hasta que el triatdmino ingiere mas sangre (Fig. 2h). Por dltimo,
mientras el insecto se alimenta, los tripomastigotes son depositados junto con las heces

en otro mamifero (Fig. 2a) (Tay-Zavala et al. 1995; WHO/TDR 2004).
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1.3 Descubrimiento de la enfermedad de Chagas

En 1909, el médico Carlos Justiniano Ribeiro das Chagas (1879 — 1934) mientras
realizaba una camparfia para combatir la malaria en el estado de Minas Gerais, Brasil,
descubrié un pardsito que denominé Trypanosoma (Schizotrypanum) cruzi, el cual es
transmitido a los humanos por insectos hematéfagos de la familia Reduviidae, género
Conorhinus conocidos como “barbeiros” por los naturales de la zona, y que provoca la
enfermedad denominada tripanosomiasis americana (Chagas, 1909), que actualmente

se conoce como Enfermedad de Chagas.

1.4 Mecanismos de transmision de la enfermedad

No se conoce como se dio la primera transmision del parasito al humano, pero se
cree que fue un contacto bajo condiciones silvestres (Coura y Borges, 2010). En 1912
Emile Brumpt (Brumpt, 1912) observo que el parasito es transmitido a través de las
heces de insectos del género Triatoma (en México se les conoce con varios hombres,
siendo el mas comun “chinche besucona”); el parasito es internalizado al mamifero al
momento de rascarse a través de la piel por la herida causada por el triatbmino o por
mucosas conjuntiva, nasal u oral (Tay-Zavala et al. 1995).

Los vectores de la enfermedad ademas del género Triatoma pueden ser:
Paratriatoma, Rhodnius, Panstrongylus y Eratyrus por mencionar algunos. En México
el problema es aun mayor, debido a la diversidad tan extensa de los vectores, ya que
se han encontrado cerca de 30 especies de triatomas (Cruz y Pickering, 2006) siendo
dificil establecer qué especie es mas infectiva, pues esto depende de distintos factores
como su distribucion geogréfica, adaptacién y localizacion intradomiciliaria, ciclo de
vida, capacidad vectorial (qQue se relaciona con el tiempo transcurrido entre la ingesta y
la deyeccion), indice de infeccion natural (porcentaje de hematofagos portadores del
parasito), porcentaje de tripomastigotes metaciclicos en el intestino posterior, nUmero
de parasitos defecados, entre otros (Salazar et al. 2005; Cruz y Pickering, 2006; Coura
y Borges, 2010).

Las vias de contaminacion con el parasito son distintas, siendo las principales la
deyeccion del triatdbmino en el humano y la transfusién de sangre; para esta Ultima se

estima alrededor del 20% de los casos (Velasco et al. 2002). Algunas menos
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frecuentes son la ingesta de alimentos crudos o agua que estuvieron en contacto con la
materia fecal del triatdmino; la ingesta del mismo insecto (algunas culturas acostumbran
comerlos); por trasplante de organos; transmision congénita de la madre a los hijos
durante el embarazo, al momento del parto o durante la lactancia si los pezones de la
madre tienen heridas con sangre e inclusive se han dado algunos casos de accidentes
en laboratorios y al manipular animales que sirven como reservorio del parasito (Tay-
Zavala et al. 1995, Velasco et al. 2002; OMS 2009). Coura y Borges (2010)
determinaron que las probabilidades de ser infectado naturalmente por T. cruzi serian

bajas si no fuera por la alta frecuencia de contacto con el vector.

1.5 Caracteristicas de la enfermedad

La enfermedad consta de tres etapas.

Etapa aguda: Se inicia en el momento de la mordedura del vector y
generalmente es asintomatica; sin embargo el 10% de los pacientes presentan algunos
sintomas de la infeccion como son edema en cualquiera de las puertas de entrada del
parasito (conocido como chagoma) o signo de Romafa si la entrada se dio por via
conjuntiva. Estos sintomas pueden durar hasta 30 dias, y es comun que se confundan
con algunos otros padecimientos o simples mordeduras de insectos, estimandose que
sélo el 1-2% de las ocasiones se identifica como enfermedad de Chagas (WHO 2002).
En otros casos, puede presentarse fiebre, vomito, diarrea o anorexia (Tay-Zavala et al.
1995).

Etapa de latencia: En esta etapa no se presentan sintomas y comienza cuando
las manifestaciones clinicas han disminuido después de 4 — 8 semanas de la entrada
del parasito. En el 50 — 70% de los pacientes infectados, esta etapa puede durar el
resto de su vida (Murta et al. 1998), actuando como reservorios del parasito y ayudando
a mantener su ciclo de vida; el resto de los pacientes evoluciona a la etapa cronica
(WHO 2002; Coura y Borges, 2010).

Etapa crénica: Puede presentarse hasta 10 o 20 afios después de iniciada la
infeccion, donde algunas de las complicaciones son cardiomiopatias, caracterizada por
arritmia o paro cardiaco (produciendo la muerte); cambios en el sistema nervioso

periférico que causan debilitacion sensorial; complicaciones digestivas caracterizadas
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por megaesoéfago, megacélon o anormalidad en los movimientos peristalticos. Se
estima que alrededor de 1.8 a 2.5 millones de personas presentan la etapa cronica de
la enfermedad (WHO 2002; Coura, 2007).

1.6 Estadisticas de la enfermedad de Chagas

Se considera zona endémica de la enfermedad de Chagas desde Argentina
hasta el sur de los Estados Unidos de América (18 - 21 paises) (OMS 2009, Cruz y
Pickering, 2006); la enfermedad se encuentra distribuida preferentemente en zonas con
clima calido, donde se reproducen los vectores de transmision. Si bien se tienen
algunos reportes donde se dice que el parasito se transmitié a los humanos desde hace
4000-9000 afios (Guhl et al. 1999; Afderheide et al. 2004) la propagacién de la
enfermedad probablemente comenzé hace 300 afios con la deforestacion del habitat
natural de los insectos y de los animales de los cuales se alimentaban, el cual fue
reemplazado por comunidades humanas, propiciando de esta manera el contacto entre
los hematofagos y sus nuevos hospederos (Coura y Borges, 2010). En nuestros dias,
la propagacion del parasito ha venido a ser mayor, debido a la migraciéon a nivel
mundial de personas infectadas, las cuales por transfusion sanguinea o donacion de
organos a personas no infectadas, ha hecho que aumente el niumero de casos
diagnosticados en paises no endémicos como Australia, Canada, Japon y algunos otros
de Europa (OMS 2009; Coura y Albajar, 2010).

Hasta 1990 los reportes sobre la enfermedad de Chagas indicaban que en el
mundo alrededor de 30 millones de personas se encontraban infectados por T. cruzi;
aproximadamente 700,000 nuevos casos se daban cada afo y cerca de 45,000
personas murieron por la enfermedad (OMS 2009). Estas estadisticas han disminuido
progresivamente: de 18 millones hasta 8 millones de infectados en el periodo de 2002-
2006; de 21,000 hasta 11,000 defunciones en el periodo 2002-2008; y de 300,000 hasta
56,000 nuevos casos por afio en el periodo de 2002- 2006 (TDR 2002; WHO/TDR
2004; OMS 2009).

Con 120 millones de personas en riesgo de contraer la enfermedad por las
condiciones precarias de sus viviendas en toda América (TDR 2002), antes se
consideraba la enfermedad de Chagas como un problema de salud de las zonas
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rurales, donde las condiciones de vida y el habitat natural cercanos son propicios para
la interaccion de los vectores con las poblaciones. Sin embargo, ahora también se
considera un problema de salud urbano, debido a la migracién de estos sectores de la
poblacién, y a la posterior contaminacion por transfusion sanguinea, reportandose que
la incidencia de sangre contaminada con T. cruzi en los bancos de sangre es mayor a la
del VIH y los virus de hepatitis B y C, alcanzando una tasa del 3 hasta el 53% en
algunas ciudades del continente americano (OMS 2009).

En México no se tenian datos claros sobre la enfermedad, los vectores, las
cepas de T. cruzi y los reservorios del parasito. Fue en 2005 cuando Alejandro Cruz y
José Pickering del Instituto de Biologia de la UNAM generaron una base de datos de
trabajos bibliogréaficos de la enfermedad de Chagas publicados desde 1928 hasta 2004
denominado CHAGMEX® y disponible en la red (http://unibio.unam.mx/chagmex/) (Cruz
y Pickering, 2005) que posteriormente derivé en un mapeo de la distribucion espacial y
temporal de la enfermedad en México (Cruz y Pickering, 2006). A través de esta
informacion, conocemos que los estados de Jalisco, Oaxaca, Veracruz y Guerrero son

aquellos con mayor namero de casos (Fig. 3)

Figura 3. Casos de enfermedad de Chagas reportados por estado. Un
punto corresponde a un caso. Tomado de
http://www.ibiologia.unam.mx/pdf/noticias/ CHAGMEX.pdf



19

La enfermedad de Chagas en México constituye un importante problema de
salud publica, reportandose para el afio 2005, 1.1 millones de personas infectadas,
7,700 nuevos casos por afo soOlo por transmision vectorial, y casi 30 millones de
personas expuestas a contraer la enfermedad, por lo tanto la tasa de prevalencia es de
1.03% y de incidencia de 0.007% (WHO/NTD/IDM 2006, citado en Reisenman et al.
2010).

Debido a estas estadisticas y afectaciones a la poblacion mexicana por esta

enfermedad, es necesario encontrar nuevas formas de combatirla.

1.7 Tratamiento contra la enfermedad de Chagas

Se han utilizado una gran cantidad de farmacos para el tratamiento de esta
enfermedad (Coura, 2009); sin embargo, actualmente los mas utilizados son el
nifurtimox (NFX; [N-(3-metil-1,1-dioxo-1,4-tiazinn-4-il)-1-(5-nitro-2-furil)metanimina]) y
el benznidazol (BZ; [N-bencil-2-(2-nitroimidazol-1-il) acetamida) (Fig. 4) (Coura y de
Castro, 2002).

Figura 4. Estructuras de los farmacos utilizados en el tratamiento de la
enfermedad de Chagas. (A) Nifurtimox (N-(3-metil-1,1-dioxo-1,4-tiazinn-4-il)-1-(5-nitro-
2-furilimetanimina). (B) Benznidazol (N-bencil-2-(2-nitroimidazol-1-il) acetamida).

El NFX (Fig. 4A) actda a través de la formacion de radicales libres (especies
reactivas de oxigeno y de nitrégeno; ERO y ERN, respectivamente). EIl grupo nitro del
NFX es reducido por accién de la nitroreductasa celular (NADPH oxidasa P450), dando
lugar a la formacion de radicales libres intermediarios como el radical nitro RNO,-", que
puede reaccionar con el oxigeno molecular (O;) para regenerar al grupo nitro (RNOy)
del NFX y formar al i6bn superoxido (O;-); esta ERO es tomada por la superoxido
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dismutasa (SOD) para formar peroxido de hidrégeno (H,O,). A partir de esta segunda
ERO se pueden formar otras, como el radical hidroxilo (HO-) y el ion hidroxilo (HO") a
través de las reacciones de Fenton y Haber-Weiss (Hansberg et.al. 2002). Asimismo,
se pueden formar ERN a partir del 6xido nitrico (NO-) formado por la sintasa de 6xido
nitrico (NOS), el cual puede reaccionar con el O,-" para formar peroxinitrito (ONOQO") el
cual pueden dafar estructuras de lipidos, proteinas y ADN (Maya et al. 2007).

Por otro lado, el grupo nitro del BZ (Fig. 4B) también es reducido por la
nitroreductasa, formando metabolitos electrofilicos (RNO, RNHOH), que pueden formar
conjugados con moléculas con grupos tiol (-SH) como el tripanotion [N*N&-
bis(glutationil)espermidina, T(SH),] o el glutation [L-y-glutamil-L-cisteinilglicina, GSH], o
reaccionar con el radical HO- y de esta manera formar conjugados con macromoléculas
(proteinas, lipidos y ADN) (Maya et al. 2007).

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el farmaco ideal
para el tratamiento de una enfermedad debe cumplir los siguientes requisitos (citado
por Coura y de Castro, 2002; Coura, 2009):

i) Ser una cura tanto en la etapa aguda como en la cronica de la enfermedad.
ii) Ser efectiva en una dosis Unica o con pocas dosis.

iii) Ser accesible para los pacientes (bajo costo y de facil obtencién).

iv) No causar dafios colaterales o tener efectos teratogénicos.

V) No requerir de hospitalizacion durante el tratamiento.

vi) No inducir o mostrar resistencia en el agente etioldgico.

Haciendo una comparacion de los puntos arriba mencionados con el tratamiento
actual de la enfermedad, sabemos que:

i) La eficiencia de estos farmacos es del 40 — 80% en la etapa aguda de la
enfermedad (Murta et al. 1998); pero tienen capacidad limitada (20%) contra la etapa
cronica (Coura, 2009). Se ha visto que su efecto tripanomicida es contra todos los
estadios del parasito, sin embargo es mayor contra tripomastigotes que contra
amastigotes (Coura y de Castro, 2002; Maya et al. 2007);

i) El tratamiento de la enfermedad involucra la administracion de 8 — 10
mg/Kg/dia para el NFX o de 5mg/Kg/dia para el BZ, dividido en 2 6 3 dosis durante 60
dias (Coura, 2009);
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iif) Su uso implica un alto costo (Wilkinson et al. 2008), que conjuntamente con su
baja disponibilidad comercial lo hacen poco accesible a amplios sectores de la
poblacion infectada (Coura, 2009);

iv) Tienen efectos secundarios adversos sobre el hospedero, como pueden ser
anorexia, alteraciones psicologicas, somnolencia, hipersensibilidad (erupciones
cutdneas, dermatitis), alucinaciones, depresion medular y depresion del sistema
nervioso central y periférico (Coura y de Castro, 2002; Maya et al. 2007; Coura, 2009);

v, vii) Debido a todas estas razones y a que el tratamiento no requiere que los
pacientes sean hospitalizados, en muchas ocasiones el tratamiento es abandonado, lo
gue ha ocasionado la aparicion de cepas resistentes (Wilkinson et al. 2008; Coura,
20009).

Bajo este panorama, la blusqueda de nuevos blancos terapéuticos es primordial,
dentro de los cuales se han propuesto a las enzimas involucradas en el metabolismo

antioxidante del parasito que se basa en el T(SH),.

1.8 Sistema antioxidante de T. cruzi

En la mayoria de los organismos, el metabolito que se encarga de mantener un
ambiente reductor es el GSH (Fig. 5A), presente en concentraciones de 1 — 10 mM
(Henderson, Fairlamb y Cerami, 1987). El GSH reduce a los hidroperoxidos de manera
indirecta por accion de la distintas glutation peroxidasas dependientes de selenio
(SeGPxs), y es transformado a disulfuro de glutation (GSSG), el cual es regenerado por
la glutation reductasa (GR) a expensas de NADPH (Fig. 11A) (Januel et al. 2006,
Augustyns et al. 2001). Estas enzimas no son las Unicas que se encargan de
neutralizar las ERO (O, H,0,, HO-), pues también existen distintas SODs, que
generan H,O, a partir de O, la catalasa (Cat) que dismuta el H,O, en O, y H,0, y el
sistema tioredoxina reductasa/tioredoxina (TrxR/Trx) /tioredoxina peroxidasa (Fig.8B)
(Hansberg et.al. 2002, Augustyns et al. 2001, Alphey et al. 1999).
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Figura 5. Principales tioles en T. cruzi. (A) Estructura del glutation, L-y-
glutamil-L-cisteinilglicina.  (B)  Estructura del tripanotion, N NE-
bis(glutationil)espermidina.

En humanos y otros mamiferos, el metabolismo antioxidante depende del GSH,
sin embargo en los tripanosomatidos depende del T(SH), (Fig. 5B). Esta diferencia se
da a pesar de que la concentracion de GSH es importante (0.3 - 0.6 mM considerando
que el 20% esta en forma libre de un total de 5 - 9.5 nmol/10°® células y que hay 30 pL
de volumen intracelular en 10° epimastigotes de T. cruzi; Olin-Sandoval et al. 2010) y a
pesar de que los potenciales redox del GSH y T(SH), son muy similares (-230 a -250mV
y -242mV, respectivamente). La razén por la cual se da esta dependencia es porque
cinéticamente se favorece mas la oxidacion de los tioles intramoleculares del T(SH),,
que la oxidacion entre dos moléculas de GSH. Asimismo, el pKa del T(SH), (7.4)
coincide con el pH fisiolégico, lo que lo hace mas reactivo con respecto al GSH (pKa
8.7) en el paréasito. Por lo tanto, el T(SH); junto con su enzima la tripanotién reductasa
(TryR) reemplazan al sistema GSH/GR de mamiferos (Krauth-Siegel et al. 2007,
Fairlamb y Cerami, 1992) . Se ha visto que las concentraciones de T(SH), (0.1-2.1 mM)
y GSH pueden variar dependiendo del estadio del paréasito, en algunos casos, llegando
el segundo a concentraciones comparables con las del primero (Olin-Sandoval et al.
2010).
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1.9 Metabolismo del tripanotion.

El metabolismo del tripanotion (Fig.6) se puede separar en dos secciones, la via
de su sintesis (Fig. 6A) y la de su consumo y regeneracion (Fig. 6B) (Irigoin et al. 2008;
Olin-Sandoval et al. 2010).

La primera parte involucra la sintesis de sus dos precursores, el GSH y la
espermidina (Spd). La sintesis de GSH se lleva a cabo de la misma manera tanto en T.
cruzi como en la mayoria de otros organismos. El GSH se sintetiza en dos reacciones
dependientes de ATP: la primera catalizada por la y-glutamilcisteina sintetasa (y-ECS)
que une cisteina (Cys) y glutamato (Glu) formando y-glutamilcisteina (y-EC); la
segunda reaccion es catalizada por la glutation sintetasa (GS) que une a la y-EC vy
glicina (Gly) (Fig. 6). Por otro lado, la Spd se sintetiza a partir de putrescina (Put) y s-
adenosilmetionina descarboxilada por la accion de la espermidina sintasa (SpdS), o
bien se transporta desde el medio extracelular por transportadores de alta afinidad
(Algranati, 2010; Hasne et al. 2010).

Una vez obtenido el GSH y la Spd, el T(SH), se sintetiza en otra reaccion
dependiente de ATP catalizada por la tripanotion sintetasa (TryS), la cual une dos
moléculas de GSH, con una de Spd. Sin embargo, la TryS de T. cruzi, a diferencia de
la de otros tripanosomatidos puede unir otras poliaminas como la cadaverina para
formar homotripanotién [N*,N°-bisglutationilaminopropilcadaverina] o espermina, dando

lugar a otro homélogo del tripanotién [N}, N*2-bisglutationilespermina].
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El sistema desintoxicante de hidroperdxidos en T. cruzi depende en ultimo grado
del T(SH), (Fig. 6B). Este ultimo transfiere sus equivalentes reductores al
dehidroascorbato (DHA) y el GSSG, los cuales son sustratos de las enzimas
antioxidantes ascorbato peroxidasa (APx) y de la glutation peroxidasa B (GPxB),
respectivamente. Asi mismo, el T(SH), reduce a algunas proteinas con grupos tioles
reactivos como la tioredoxina (Trx) y la triparedoxina (TXN); esta Ultima es sustrato de la
glutation peroxidasa A (GPxA) y de la 2-cistein peroxiredoxina, también conocida como
triparedoxina peroxidasa (TXNPx) (Fig. 6). La TXN junto con la GPxA y TXNPx
constituyen el principal sistema antioxidante de los parésitos. Posteriormente, el
disulfuro de tripanotidon (TS,) que se produce por la reduccién de los hidroperéxidos es
reducido por la TryR, que es una flavoproteina que cataliza una reaccion dependiente
de NADPH (Fig. 6B).

En el hospedero humano, las enzimas GR, Cat, TrxR y distintas SeGPxs
neutralizan las ERO; sin embargo, en los tripanosomatidos no se ha detectado la
actividad de estas enzimas (Krauth-Siegel et al. 2007), razén por la que tempranamente
se penso que los parasitos no podian contender con el estrés oxidante (Henderson et
al. 1987, Carnieri et al. 1993). Posteriormente se determind que en su lugar se
encuentran la enzimas antioxidantes especificas de tripanosomatidos TryR, TXN,
GPxA, GPxB, TXNPx, ademas de otras que si se comparten con el hospedero como
algunas SODs (Mateo et al. 2008) y la Trx, la cual se ha encontrado en bajas
concentraciones en T. brucei (Reckenfelderbdumer et al. 2002). Actualmente se
reconoce que el parédsito tiene un sistema antioxidante muy eficiente (Irigoin et al.
2008).

En esta tesis el estudio se enfocé en el analisis de un segmento de la via
desintoxicante de peroxidos (Fig. 6C), conocida como la via de reduccion de
hidroperoxidos dependiente de TXN (Fig. 7), en la cual estan involucradas las enzimas
citosdlicas (TXN, TXNPx y GPx) (Irigoin et al. 2008).
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Figura 7. Via de reduccion de hidroperoxidos dependiente de TXN en
tripanosomatidos. Los electrones fluyen del NADPH hacia el hidroperéxido a través de
una serie de enzimas [tripanotién reductasa (TryR), triparedoxina (TXN), triparedoxina
peroxidasa (TXNPx) y glutation peroxidasa A no dependiente de selenio (GPx)]. Los
sustratos de las peroxidasas son hidroperéxidos de 4cidos grasos (ROOH), peréxido de
hidrégeno (H,0,) y peroxinitrito (ONOO").

1.10 Breve repaso de cinética enzimatica

Las enzimas (E) son catalizadores que disminuyen la energia de activacion de
una reaccion bioquimica, transformando sus sustratos (S) en productos (P). Para esto,
la enzima forma un complejo con el sustrato (ES) en el cual se llevara a cabo la
formacién de los productos, los cuales posteriormente serén liberados (Reaccion 1).

K kcat .,
E+S ‘—L>ES L»E+P Reaccion 1.

La velocidad de algunas enzimas se comporta de manera hiperbdlica al

incrementar la concentracion de sus sustratos. Este comportamiento se representa por
la ecuacion de Michaelis-Menten (Ecuacion 1)

Vmax|[S] _
Vg = m Ecuacion 1.
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en donde vy es la velocidad inicial de la reaccion, Vmax la velocidad maxima, Km la
constante de Michaelis-Menten y [S] la concentracion de sustrato (Segel, 1993).

El valor de Km se conoce como la concentracién de sustrato a la cual una
enzima alcanza la mitad de su Vmax. Cuando la [S] >>>Km se dice que la enzima esta
saturada y, por lo tanto, el equilibrio de la Reaccion 1 se desplaza hacia el complejo ES,

de manera que la Vmax estara definida por la Ecuacion 2.

Vmax = kcat [ES] = kcat [E] Ecuacion 2.

en donde kcat es la constante catalitica y [E]t es la concentracion de enzima total
(Northrop, 1999).

Por otro lado, la kcat es la constante de velocidad que indica la cantidad de
producto que libera un mol de enzima durante un segundo. Esta constante se calcula a
partir de la ecuacion 2 y se obtiene experimentalmente a partir de enzimas puras.

A pesar de que la kcat indica qué tan rapida puede ser una enzima, su capacidad
catalitica también depende de la afinidad que tiene por sus sustratos. De esta manera,
las relaciones kcat/Km (potencial catalitico) (Eisenthal et al. 2007) y Vmax/Km
(eficiencia catalitica), conjuntan la velocidad de captura del sustrato y la liberacién de
producto (Northrop, 1999). La diferencia entre ambos radica en que la kcat/Km permite
comparar potenciales cataliticos entre enzimas puras de las cuales se conoce su peso
molecular y concentracion o también el potencial catalitico de una enzima con
diferentes sustratos (mejor denominado constante de especificidad), mientras que la
Vmax/Km es Util para enzimas no puras 0 que se encuentran en un extracto, y por lo
tanto el valor dependera de la cantidad de enzima contenida en la muestra (de acuerdo
ala Ec. 2). Asi, por ejemplo, una enzima con una kcat alta y una afinidad baja (valor de
Km alto) puede tener menor potencial que una con menor kcat pero mayor afinidad
(valor de Km bajo). Estas relaciones nos permiten comparar la capacidad de dos o mas

enzimas, como catalizadores de la reaccion que llevan a cabo.
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1.11 Propiedades bioquimicas de la TXN

La TXN es una proteina de 16 kDa perteneciente a la familia de las tioredoxinas,
las cuales se caracterizan por tener en su sitio catalitico la secuencia Cys-X-X-Cys en
donde X, es cualquier amino&cido. Algunos ejemplos de estas enzimas y sus sitios son
la Trx (CGPC), glutaredoxina (CPYC) y la misma TXN (CPPC), la cual tiene el sitio
menos comun pero el de mayor poder reductor (Guerrero et al. 1999). La TXN
comparte solamente el 15% de homologia con las otras tioredoxinas, es 50% mas
grande y no es reducida directamente por una flavoproteina dependiente de NADPH
como ocurre con la Trx y su enzima TrxR (Fig. 8B), sino que es reducida directamente
por el T(SH), (Fig. 8A) (Castro y Tomas, 2008).

La TXN se identifico por primera vez en el tripanosomatido parasito de insectos
Crithidia fasciculata (Nogoceke et al. 1997) y se clasific6 como una tripanotion:
peroxiredoxina oxidoreductasa (Gommel et al. 1997), ya que cataliza la reaccién entre
el T(SH), y la peroxiredoxina 21 del mismo pardsito (Cf21). Posteriormente se
determindé que la TXN cataliza la misma reaccidon en otros tripanosomatidos como
Leishmania major (lvens et al. 1998), T. brucei (Lidemann et al. 1998) y T. cruzi

(Lopez et al. 2000) por mencionar algunos.

NADP~* T(SH TXNgy ROOH
N\ )( N/

TryR TXNPx

NADPH /\ TS, TXN,oq /\ ROH + H,0

NADP* v\ /v TrX g ROOH
TrxR Tioredoxina peroxidasa
NADPH / \ TrXox ROH + H20

Figura 8. Sistemas antioxidantes en diferentes tipos celulares. (A) Sistema
antioxidante dependiente de T(SH), en tripanosomatidos. (B) Sistema antioxidante
dependiente de Trx presente en células de mamiferos, levaduras y algunas
plantas. Modificado de Alphey et al. (1999).
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Esta proteina es de suma importancia para los tripanosomatidos, ya que ademas
de catalizar las reacciones descritas en las Figs. 6 y 8a, provee de electrones a la
ribonucledtido reductasa, la cual cataliza la formacién de precursores de ADN (Krauth-
Siegel et al. 2007), asimismo se ha visto que cumple con algunas otras funciones en C.
fasciculata (Alphey et al. 1999).

La TXN tiene un mecanismo cinético de ping-pong, en el que el sustrato oxidante
y el reductor reaccionan de manera ordenada con la enzima, de acuerdo a la reaccion
de la Figura 9 (Flohé et al. 2002a):

TXNPx,, TXNPx;eq T(SH)» TS,
£y &
ki £, Kis ki
E (EA) F (FB) E

Figura 9. Mecanismo de reduccion de la TXN. La TXN reducida (E) se une al
sustrato oxidado A (TXNPx. 6 GPXx,,) formando el complejo EA que reduce y
libera al sustrato reducido, mientras que la enzima queda en un estado oxidado
(F) el cual es capaz de unir al T(SH), formando un complejo FB. EIl T(SH), reduce
el puente disulfuro de la enzima, quedando nuevamente en su estado reducido (E)
y liberando al TS,. Tomada de Flohé et al. (2002a).

Diversos autores reportan que la TXN es abundante en tripanosométidos (T.
brucei (Reckenfelderbdaumer y Krauth-Siegel, 2002), T. cruzi (Wilkinson et al. 2002), C.
fasciculata (Nogoceke et al. 1997)); estimandose que su concentracion es del 3 — 5%
de la proteina total de los parasitos. La TXN ha sido caracterizada en distintos
tripanosomatidos, incluyendo T. cruzi (Wilkinson et al. 2002). Los parametros
obtenidos para la TXN recombinante de T. cruzi (TCTXN) se resumen en la Tablal, los
cuales son semejantes a los reportados para la TXN de C. fasciculata (CfTXN)
purificada y recombinante (Kmrsny2 130 y 406 uM; Kmeer 2.2 y 4.8 pM; kcat 6.5 y 26.4
s, respectivamente) (Gommel et al. 1997; Guerrero et al. 1999).
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Tabla 1. Parametros cinéticos de la TcTXN obtenidos a 25°C y pH 8.0

kcat/Km
Vmax
Sustrato _ X10°
(nmol/min-mg de TXN) 1
(M™7s™)
T(SH), 41+5 1174 £ 41 7.6
GPx 22+0.3 1989 + 119 240

Tomados de Wilkinson et al. (2002).

Se ha determinado que la CfTXN presenta inhibicion por altas concentraciones
de TS, (Flohé et al. 2002a) mientras que la TXN de T. brucei (TbTXN) tiene una ICso de
50 uM por TS, a concentraciones de 1 mM de T(SH), (Reckendfelderb&umer y Krauth-
Siegel, 2002). No hay reportes del posible efecto inhibitorio sobre la TcTXN.

Se ha descrito que la reaccion de la TXN con el T(SH), ocurre de manera mas
rapida que con el GSH y que este efecto no puede deberse Unicamente a la similitud de
los valores de pKa entre la TXN (7.2) y el T(SH), (7.4) y su diferencia con el pKa del
GSH (8.7), tomando en cuenta que el pH fisiolégico es de 7.4. La diferencia tampoco
se podria explicar de acuerdo a los potenciales redox (E°), pues el del T(SH), (-242
mV), GSH (-230 a -250 mV) y TXN (-249 mV) son muy similares y ain mas con el valor
intracelular en células de mamifero (-235 mV). De esta manera, la rapidez de la
transferencia de electrones sélo puede deberse a una interaccién especifica entre
ambos metabolitos (T(SH)./TXN) (Reckenfelderbaumer y Krauth-Siegel, 2002). Por lo
tanto, este par redox es el factor mas importante y eficiente para mantener el potencial

redox citosolico del parasito (Krauth-Siegel, 2007).

1.12 Propiedades bioquimicas de la GPx

La GPxA es una enzima monomérica de 19.8 kDa que cataliza la reaccion de
reduccion de hidroperéxidos organicos tomando como donador de electrones a la TXN
(Fig. 7), por esta razon se le conoce alternativamente como triparedoxina peroxidasa
(Wilkinson et al. 2002; Castro y Tomas, 2008). Debido a su semejanza con las SeGPxs
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de humano (~30% de identidad) también se considera una glutation peroxidasa; por lo
gue su nombre completo seria triparedoxina peroxidasa tipo glutation peroxidasa
(Wilkinson y Kelly, 2003; Krauth-Siegel, 2007).

Su mecanismo de reaccion es de sustitucion o ping-pong (Fig. 10). En primer
lugar, la Cys48 es oxidada por el hidroperdxido, formandose un intermediario derivado
del acido sulfénico (RSO); posteriormente, la Cys96 ataca dicho intermediario dando
lugar a la formacion de un puente disulfuro entre la Cys48 y la Cys96, el cual es

posteriormente reducido por la TXN (Patel et al. 2010).

GPx
(48)Cys-SH [+ 2P | (48)Cys-S-OH + HS-Cys(96)
EPx
@ GPx
(48)Cya-5-5-Cys(36) (48)Cys-SH + HS-Cys(96)
GPx Step 2
+ > +
HS-Cys(40) (43)Cys-S-S-Cys(40)
TXN TXN

Figura 10. Mecanismo de oxido-reduccion descrito para la TcGPx. Como
primer paso se da la unibn de GPx con el hidroperoxido (HOOR); el paso
intermediario es la formacion del puente disulfuro intramolecular en la GPx; en el
altimo paso, la TXN se une a la GPx, liberandose al final la GPx reducida.
(Modificado de Patel et al. 2010).

Las formas de SeGpxs en humanos son la citosélica (SeGPxl), la gastrointestinal
(SeGPxll), la extracelular (SeGPxIll) y la reductora de hidroperéxidos de fosfolipidos
(SeGPxIV), que puede estar en citosol y en mitocondria (Januel et al. 2006). Las tres
primeras son tetraméricas, mientras que la Ultima es monomérica. Debido a la
semejanza en la utilizacion de los sustratos y por tener el mayor porcentaje de identidad
(ligeramente >30%), a la GPx de T. cruzi se le compara con la SeGPxIV (Wilkinson y
Kelly, 2003). La diferencia entre las enzimas humanas y la de los tripanosomatidos, es
gue las primeras tienen en su sitio activo una selenocisteina catalitica, mientras que en
las segundas se encuentra una Cys; por esta razon también se le conoce como GPx no

selenocisteinica (Irigoin et al. 2008). Ademas, los sitios involucrados en la union a GSH
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en la enzima de tripanosomatidos estan mutados o ausentes (Castro y Tomas, 2008), lo
gue trae como consecuencia una baja afinidad por este sustrato (Kmgsy 6 — 8 mM;
Wilkinson et al. 2000), por lo que no se le considera como su sustrato fisiolégico,
mientras que la enzima tiene una alta afinidad por la TXN (Km 2.2 uM, Wilkinson et al.
2002). Sin embargo, hay que enfatizar que las SeGPxs son 5-10 veces mas eficientes
gue las no selenocisteinicas (Hillebrand et al. 2003, Shlecker et al. 2005). Por lo tanto,
esta via reductora de hidroperoxidos en el parasito difiere drasticamente de la que

ocurre en mamiferos (Fig. 11B) (K6nig y Fairlamb, 2007).

NADP* N/ GSH SeGPx,, ROH
NADPH /N GSSG SeGPX,.q ROOH

NADP* ‘\ /v T(SH), TXN,, PX oy ROOH
NADPH \ TS, TXN,oq PX oy ROH
Figura 11. Sistema antioxidante dependiente de GSH y T(SH),. (A) Esquema
de la glutation peroxidasa dependiente de selenio. (B) Esquema de la

triparedoxina peroxidasa tipo glutation peroxidasa. Modificado de Kdnig y Fairlamb
(2007).

La enzima homoéloga de T. brucei conocida como triparedoxina peroxidasa Ill
(TbPxIII) tiene el 72% de identidad con la TcGPx; sin embargo, la primera tiene como
sustratos fisiolégicos al H,0; (kcat/Km 8.7X10* M*s™), hidroperéxido de timina (kcat/Km
7.6X10% M™s™) e hidroperéxido de &cido linoléico (LInOOH kcat/Km 4X10* M's™) y es
inhibida por el hidroperoxido de fosfatidilcolina (PCOOH) (Schlecker et al. 2005);
mientras que la TcGPx es incapaz de reducir al H,O, y principalmente reduce
hidroperdxidos organicos, especialmente los derivados de acidos grasos y fosfolipidos
(Krauth-Siegel et al. 2007; Irigoin et al. 2008).
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Hillebrand et al. (2003) reportaron que la TbPxIll no tiene una cinética de
saturacion por hidroperéxido (Km = y Vmax «) cuando se utiliza Trx (kcat/Km 5X10° M’
sy o TXN (kcat/Km 2X10° M*s™) como donadores de electrones; mientras que al
utiizar GSH como reductor, se observé saturacion utilizando como sustratos
hidroperoxido de cumeno (CumOOH, Kmcymoon 12uM) vy ter-butil hidroperoxido (t-
butOOH, KMpuoon 47UM); con valores de Kmgsy de 16 y 46 mM con dichos sustratos,
respectivamente. De la misma manera que ocurre con la TcGPX, los valores de Kmgsy
son tan altos que éste no seria su sustrato fisioldgico; mientras que los valores de
KMhigropersxido SON Semejantes a los reportados para la TcGPx, enzima en la que si se
observd una saturacion, sin importar el donador de electrones utilizado (GSH/GR o
T(SH)./TXN/TryR). Los datos cinéticos reportados para TcGPx, resumidos en la Tabla
2, muestran valores de Km menores por hidroperéxidos de acidos grasos de cadena
larga que por los de cadena corta; sin embargo, de acuerdo a estos resultados, los

valores pueden variar dependiendo de la fuente de electrones utilizada.



Tabla 2. Parametros cinéticos de la TcGPx

kcat/Km
. max
Reductor Oxidante x10°
(mM) (nmol/min-mg) 14
(M7s™)
H,0, ND ND ND ND A
PCOOH 0.74+0.09 | 32+0.9 - - A
0.6 £ 0.05 18.2 +0.2 - - A
59+0.6 LinOOH
GSH/ 1+0.2 - - - D
GR 5.6 +0.5 34 +£0.9 - - A
7.9+1.2 t-butOOH | 4.6 +0.2 - - - D
52+4 360 + 20 0.11+0.005 | 2.2+03 | C
- 1.7+0.2 18.2+0.2 - - A
TXN/ Ver Tabla1l | CumOOH
16+1 1899 + 155 - 35 B
T(SH),/ TXNgpy
TryR - t-butOOH | 51 +10 1300 + 160 0.4 +0.05 833 B

*Condiciones experimentales usadas: (A) pH7.4/ 30°C, GSH (3 mM), GR (1.4U), TcGPx (40 ug),
LinOOH (20 puM), t-butOOH (20 uM). (B) pH 8.0 / 30°C TryR (0.5 pM), T(SH), (20 uM), TXN (1
UM), TcGPx (2 uM). (C) pH7.4/ 30°C, GSH (3 mM), GR (1.4U), TcGPx (2.2 uM). (D) Condiciones
similares a “A”, excepto que se consideran valores de KMpgopersxiso VErdaderos, debido a que
fueron determinados bajo distintas concentraciones de GSH (3, 5, 10 mM). ND actividad no
detectada. Datos reportados por Wilkinson et al. (2000, 2002) y Patel et al. (2010).

La proteina homologa de Leishmania major es la TXNPx tipo Il (denominada
como TDPX). Con una identidad del 70% con TcGPx, tiene valores de Kmyxy semejantes
a los reportados para la TcGPX (2.2 — 3.5uM), mientras que los valores de Kmgoon SON
significativamente mayores (KMmyzo2 = 193 — 211 uM; KMmepuoon = 2244 uM; KMeymoon =
207 pM) (Konig y Fairlamb, 2007).

En T. cruzi, la GPxA se encuentra en citosol y glicosoma, mientras que su
proteina homdloga GPxB se encuentra en reticulo endoplasmico, y tiene una identidad
del 30% con aquella. Ambas pueden metabolizar hidroperdxidos de acidos grasos y
fosfolipidos; sin embargo, sélo la GPxA puede metabolizar hidroperéxidos de cadena
corta, y ninguna de las dos reduce al H,O,; (Krauth-Siegel et al. 2007, Irigoin et al.
2008). Ademas, la GPxB no puede ser reducida por TXN, por lo que se cree que su
agente reductor es el GSH (Fig. 6) (Wilkinson et al. 2002).
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1.13 Propiedades bioquimicas de la TXNPx

La TXNPx es una 2-Cys peroxiredoxina tipica perteneciente a la familia de las
peroxiredoxinas (Prxs). La enzima es activa Unicamente en su forma decameérica,
compuesta de dimeros formados por subunidades de 22 kDa (Alphey et al. 2000; Flohé
et al. 2002a; Krauth-Siegel et al. 2007). Las enzimas pertenecientes a esta familia
tienen porcentajes de homologia altas; son generalmente ubicuas y muy abundantes en
las células y se pueden presentar en diversas isoformas con actividades reductoras de
hidroperoxidos y peroxinitrito (Castro y Tomas, 2008). Las Prxs aprovechan las
propiedades de la Cys para reducir y oxidar, de manera que no requieren de grupos
prostéticos o cofactores como metales para tener actividad (Alphey et al. 2000). De
acuerdo al numero de cisteinas reactivas que tengan y al mecanismo de reaccion, se
dividen en 1-Cys Prxs y 2-Cys Prxs y estas Ultimas a su vez se subdividen en tipicas y
atipicas. Las enzimas de los tres grupos se caracterizan por tener un motivo VCP
amino terminal (N-terminal), mientras que las 2-Cys peroxiredoxinas ademas de éste,
tienen otro motivo VCP en el carboxilo-terminal (C-terminal).

De acuerdo a su mecanismo de reaccion ping-pong, no se forman complejos
ternarios en los que la enzima se une a los dos sustratos, sino que el hidroperéxido
primero reacciona con la Cys N-terminal formandose un RSO’ el cual reacciona con un
tiol (1-Cys Prxs) 6 con la Cys C-terminal de la subunidad adyacente del oligobmero (2-
Cys Prxs tipicas) o con la Cys de la misma subunidad (2-Cys Prxs atipicas). El puente
disulfuro resultante es reducido por otra molécula del tiol (1-Cys Prxs), o por una Trx (2-
Cys Prxs) (Pifieyro et al. 2005; Flohé et al. 2002b). La Figura 12 muestra el mecanismo

de una 2-Cys Prx tipica como la TcTXNPXx.
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21,0 211,0

Cp |-SH HSH Cr A Cpl-SOH HsHcr A Cp S-S cr
+ 2H,0, > .

Cr |-SH HS- Cp Cr f-SH HOSH Cp Cr }-S—S— Cp

2 RSSR 4 RSH

Figura 12. Mecanismo descrito para la TcTXNPx. La enzima reacciona de manera ordenada
con el hidroperéxido y con la TXN (RSH/RSSR); el paso intermediario es la formacién de un
derivado del éacido sulfénico. Cp y Cr corresponden a la Cys N-terminal y C-terminal
respectivamente. El circulo cerrado hace referencia al extremo amino de cada subunidad.
Modificado de Knoops et al. 2007.

La TXNPx es una enzima citosoélica (cTXNPXx), sin embargo existe una homdloga
en mitocondria (MTXNPX), la cual tiene aprox. 50% de similitud con la citosolica.
Ademas, en vez de tener los sitios VCP de estas enzimas, el segundo sitio es IPC, lo
cual es inusual (Castro y Tomas, 2008).

La TXNPx tiene como sustratos los hidroperdxidos organicos de cadena corta, el
ONOO'" y H,0, (Nogueira et al. 2009). Esta enzima se caracterizd en T. cruzi bajo
condiciones no saturantes de la via (Guerrero et al. 2000); los resultados se muestran

en la Tabla 3.

Tabla 3. Parametros cinéticos de TcTXNPx.

Sustrato

CfTXN2 1.7 1030
1.7

t-butOOH 52 33

Valores reportados por Guerrero et al. (2000). Condiciones estandar del medio de reaccién: 50
mM Hepes, pH 7.6, 0.1 mM NADPH, 1 mM EDTA, 0.34 U CfTryR, 45 pM T(SH),, 1 uM CfTXNL1,
1 pM TXNPXy 50 pM t-butOOH.
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La TcTXNPXx tiene una identidad del 71% con su homologa en L. major (TryP) y
C. fasciculata (CfTXNPx). La TryP tiene valores de Kmrxy de 2.8, 4.3 y 4.9 uM,
utilizando H;O, (Kmpzoz = 6.3 pM), t-butOOH (Kmypuoon = 10.5 pM) y CumOOH
(Kmcumoon = 8.0 uM), respectivamente (Konig y Fairlamb, 2007). Por otro lado, la
CfTXNPx no presenta saturacion (Km « y Vmax «) con ninguno de sus dos sustratos
(TXN y ROOH) (Montemartini et al. 1998, 1999; Flohé et al. 2002a).

Se ha descrito que esta enzima presenta inhibicion por sustrato, principalmente
por H,O,, e inactivacion por diluciéon a concentraciones menores de 300 pg/mL
(reportandose que a 150 pg/mL la enzima pierde el 50 % de su actividad después de 2
horas) (Flohé et al. 2002a).

1.14 Antecedentes directos del proyecto

De acuerdo a los resultados de Wilkinson et al. (2002), la reaccion TXN — T(SH);
tiene el menor kcat/Km (7.6 X 10° M*s™), comparado con el de TXN — GPx (240 X 103
M?*s™) y la de la reduccién del CumOOH por GPx (35 X 10° M*s™): por otro lado, si
estos valores también los comparamos con los reportados por Guerrero et al. (2000)
para la reaccion entre TXNPx — TXN (1 X 10° M™'s™) y el valor para TXNPx — t-butOOH
(33 X 10® M's™), la reaccion entre T(SH), y TXN es la menos eficiente cinéticamente, y
por lo tanto se ha planteado como un blanco terapéutico. Cada una de estas
caracterizaciones se realizé en condiciones distintas de pH y temperatura, por lo tanto
se puede esperar que bajo condiciones fisiologicas estas caracteristicas se modifiquen,
ya sea aumentando o disminuyendo la afinidad de alguna de las enzimas por su
sustrato, o bien modificando la velocidad de catélisis. Ademas la baja eficiencia de una
reaccion enzimatica se vera compensada por la concentracién de su(s) sustrato(s) in

vivo, por lo cual la via no estaria limitada por la enzima.
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2. JUSTIFICACION

Desde el punto de vista metabdlico, un blanco con alto potencial terapéutico
deberia ser aquel que: a) no se encuentra en el hospedero y b) sea una enzima(s) con
poca actividad y/o tenga una baja eficiencia catalitica (Vmax/Km) en el parasito.

Diversos investigadores han propuesto a la reaccion de la TXN con el T(SH);
como un sitio de intervencion terapéutica para inhibir el metabolismo antioxidante en T.
cruzi (Wilkinson et al. 2002); C. fasciculata (Gommel et al. 1997, Guerrero et al. 1999) y
T. brucei (Hillebrand et al. 2003). Sin embargo, los datos cinéticos obtenidos por estos
investigadores, trabajando con las enzimas purificadas, en condiciones experimentales
no saturantes de sus sustratos (dando valores subestimados de kcat) y en condiciones
de pH y temperatura lejanas a las fisiologicas (pH 8 y 25°C) pueden dar ideas erroneas
acerca del control que la(s) enzima(s) puede tener en la via en el parasito vivo.
Ademas, estos estudios no consideran la abundancia de las actividades enzimaticas en
las células, de tal manera que un bajo potencial catalitico de la enzima purificada podria
compensarse con un incremento en la actividad enzimatica/proteina en el parasito. Por
otro lado, se deben también considerar las concentraciones in vivo de los sustratos de
cada enzima, pues aungue su valor de kcat/Km sea el menor de la via de reducciéon de
hidroperéxidos, esto también puede compensarse con una alta concentracion de
sustratos.

Por lo tanto, una caracterizacion cinética adecuada en condiciones fisiologicas de
pH y temperatura de estas enzimas, aunado a la determinacion de actividades
enzimaticas y de la concentracion de metabolitos en el parasito, puede ayudar a la
identificacion de las enzimas o reacciones menos eficientes de la via de desintoxicacion
de peroxidos y por lo tanto a proponer a las mas indicadas para su intervencion

terapéutica.
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3. HIPOTESIS

Si las concentraciones in vivo de T(SH), y TXN son saturantes, la transferencia
de electrones entre estos dos componentes del sistema de reduccion de hidroperéxidos
no seria limitante, por lo que el paso menos eficiente desde el punto de vista cinético
debe localizarse en otra reaccion del sistema, el cual dependerd de los valores de

actividad /contenido de proteina minimos presente en el parasito.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Determinar los potenciales cataliticos (kcat/Km) de las enzimas recombinantes (TXN,
GPx y TXNPXx) del sistema reductor de hidroperoxidos en T. cruzi, para identificar las

enzimas/reacciones que pueden limitar la eficiencia del sistema.

4.2 Objetivos particulares

- Clonar los genes que codifican para la TXNPx, GPXy TXN de T. cruzi.

- Sobre-expresar las proteina en bacterias y purificar las enzimas

- Caracterizar cinéticamente a las enzimas bajo condiciones pseudo-fisiologicas (pH7.4
/ temperatura 37°C).

- ldentificar las reacciones menos eficientes del sistema de reduccidn de

hidroperéxidos.
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5. METODOLOGIA

5.1 Obtencién de las secuencias de los genes de interés en el GenBank® vy disefio
de los cebadores

Se realiz6 la busqueda de los genes que codifican para TXN, GPX y TXNPx en el
GenBank® (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). Las secuencias corresponden a la
cepa CL Brener, la cual es un hibrido de dos tipos generales de aislados de T. cruzi
(Sodré et al. 2009).

TXN (# acceso AJ313314) 435pb

ATGTCTGGTTTGGCGAAGTACCTCCCCAGCACCATTAAGCTGGTCTCCAAGAGCGGCACC
M s 6 L A K Y L P s T I K L VvV S K S G T
GTCAGCCCCATTTCCCTTGCCGGGAAGACGGTGTTTTTTTACTTCTCCGCCTCCTGGTGC
v s p I S L A GG K T V F F Y F S A S W C
CCGCCCTGCCGCGGCTTCACCCCGACCCTTGTGGAGTTTTACGAGAAGTTCCGTGAATCG
p P C R G F T P T L V E F Y E K F R E S
AAGAACTTCGAGGTCGTACTTGTCACCTGGGACGACGAGGAGGAGGCGTACAACGGGTAC
K N *F E V Vv L VvV T W D D E E E A Y N G Y
TTCGCCAAGATGCCATGGCTCGCCATCCCCTTCTCGAGCCGCACAGAGCTGGAGGCCCTC
F A K M P W L A I P F S S R T E L E A L
CGGTCGACTTTTGGCGTGGAGACTATCCCCACAGTTATTGCCGTCAACGCCGACACGGGC
R s T r G V E T I P T VvV I A V N A D T G
GCCGTGGTCAGCACGAAGGGACGCGAGCGACTTTTGACCGACCCCGAGGGCAAAAACTTC
A v v s T K G R E R L L T D P E G K N F
CCCTGGTCCGACTAA
P W S D -



GPx (# acceso AJ313312) 534pb

ATGTTTCGTTTCGGTCAATTGCTTAGGGCAGCCGAGATGAAAAGCATCTACGAATTTCAG
M F R F 6 0O L LR A A EMI K S I Y E F Q
GTGAACGCAGCCGATGGAAAGCCGTATGATCTCTCGCAGCACAAGGGACATCCACTGCTG
v N A A D G K P ¥ DL S Q H K G H P L L
ATCTACAATGTGGCGAGTAGGTGTGGCTACACGAAGGGTGGCTACGAGACGGCCACGACG
I Yy NV A 5§ R C G Y T K GG G Y E T A T T
CTCTACAACAAGTACAAGGGCCAGGGCTTTACTGTTCTGGCGTTCCCGTGTAACCAATTT
L ¥y N~ XK ¥ K 6 9 G F T vL A F P C N Q F
GCCGGGCAGGAGCCGGGGACGGCGCTGGAGGTGAAGGAATTTGCCTGCACGCGGTTTAAG
A G Q E P G T A L E V K E F A C T R F K
GCGGACTTCCCCATCATGGCAAAGATTGACGTGAATGGCAGCAAGGCACATCCGCTGTAT
A D F P I M A K I DV NG S K A H P L Y
GAGTTTATGAAGGCAACAATTCCCGGTCTTTTTGGCACTAAAGCCATCAAGTGGAACTTT
EEFr M K A T I P G L F G T K A I K W N F
ACTTCGTTCCTTATTGACAGGCATGGTGTTCCCGTGGAGCGTTTTTCGCCTGGTGCATCT
T s ¥ L I D R H G V P V E R F S P G A S
GTGGAAGATATTGAGAAAAAACTTTTGCCGCTTCTTGGTGGTGCTAGGATTTGA
v E D I £E K K L L P L L G G A R I -

TXNPx (# acceso AJ012101) 600pb

ATGTCCTGCGGAGACGCAAAGCTCAACCACCCGGCGCCCGACTTCAATGAGACGGCGCTG
M s ¢ 6 D A K L NH P A P D F N E T A L
ATGCCCAACGGCACCTTCAAGAAGGTGGCTCTCACCTCCTACAAGGGCAAGTGGCTGGTG
M P N G T F K K Vv A L T S Y K G K W L V
CTCTTCTTCTACCCGATGGACTTCACCTTCGTCTGCCCCACAGAGATCTGCCAATTCTCG
L. ¥ ¥ ¥ P M D VF T F Vv C P T E I C Q F S
GACCGTGTGAAGGAGTTCTCTGACATTGGCTGCGAGGTGCTTGCATGCTCCATGGACAGC
b R V K £EF¥ S D I G CE V L A C S M D S
GAGTATTCCCATTTGGCTTGGACAAGCATTGAGCGCAAGCGTGGCGGACTTGGCCAGATG
EYy s H L A w T S I E R K R G G L G Q M
AACATCCCCATTCTTGCCGACAAGACCAAGTGCATCATGAAGTCGTATGGTGTGCTGAAG
N r p I L. A D K T K C I M K S Y G V L K
GAGGAGGATGGCGTGGCGTACCGTGGCCTTTTCATTATCGACCCGAAGCAGAACCTGCGG
EEE D GV A Y R G L F I I D P K Q N L R
CAGATCACCGTCAACGACCTCCCCGTTGGCCGCGACGTGGACGAGGCCCTTCGCCTTGTG
¢ I T v N D L P V G R DV D E A L R L V
AAGGCGTTCCAGTTCGTGGAGAAGCATGGCGAGGTGTGCCCCGCCAACTGGAAGCCCGGT
K A F Q F V E K H G E v ¢ P A N W K P G
GACAAGACGATGAAGCCGGATCCCGAAAAGTCCAAGGAGTACTTTGGTGCTGTCGCGTAG
b K T M K p D P E K S K E Y F G A V A -

41
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Los cebadores diseiflados son los siguientes:

TXN
Fw: SCGTACATATGIICTGGTTTGGCGAAGTACT
Rw: 3'GAAGGGGACCAGGCTGATTTTCGAATCGS Sitio de restriccion

GPx para Ndel

Fw: 5‘GCP@TTTCGTTTCGGTCAATTGCTTAGS‘
Rw: 3GAACCACCACGATCCTAAACTITTCGAATCGY

Sitio de restriccion
para Hindll!

TXNPx
Fw: SCGTACATATGIITCCTGCGGAGACGCS
Rw: 3'CCACGACAGCGCATCITCGAATAGCY

Los recuadros muestran los sitios de restriccion afnadidos con el fin de facilitar su

clonacién

5.2 Amplificacién de los genes

A través de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR por la siglas en inglés
de polymerase chain reaction) se amplificaron los genes que codifican para la TXN,
GPx y TXNPXx, utilizando como templado el ADN genomico de T. cruzi de la cepa Ninoa.
La mezcla de reaccion contenia:

1.5 mM MgCl,

100 uM dNTPs

2% DMSO10 pg BSA

200 ng cebador Fw

200 ng cebador Rw

650 ng ADN

1.25 U Polimerasa

En el caso de TXN y TXNPX, la polimerasa que se utilizd fue la de Pyrococcus
furiosus (Pfu, marca Fermentas) y para la GPx se utilizo el sistema Expand High-fidelity
(marca Roche), que contiene Taq Polimerasa y Tgo Polimerasa. El esquema de
amplificacion que se utilizd es el siguiente: 95°C por 5 min; 31 ciclos de 1 min de
desnaturalizacion a 95°C, 1 min de alineamiento a 60-63°C y 1 min de extension a
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72°C; por ultimo se dio un ciclo de 5 min a 72°C. Tanto para la TXN como para TXNPX,

la temperatura de alineamiento fue de 63°C, mientras que para la GPx fue de 60°C.

5.3 Separacién por electroforesis de los productos amplificados

Los productos de la reaccion de PCR se sometieron a una electroforesis en geles
de agarosa al 0.8%. Este es un método de separacion de moléculas de acuerdo a su
tamafio molecular cuando se hace pasar una corriente eléctrica a través de una matriz
inerte como la agarosa. La agarosa se disuelve por calentamiento en buffer TBE (45
mM Tris, 45 mM &cido bérico, 1 mM EDTA) adicionado con 5 pg/mL de bromuro de
etidio y se vierte en un molde al cual se le coloca un “peine” para formar los pozos en
los que se colocan las muestras a separar. Una vez solidificado el gel, se sumerge en
el mismo buffer en una camara de electroforesis. Las muestras problema (20 pL de la
reaccion de PCR) y el estdndar de peso molecular se preparan en buffer de carga
(0.25% azul de bromofenol, 40% sacarosa), se cargan en los pozos dentro del gel y se
aplica un voltaje de 100 volts. Las moléculas de ADN cargadas negativamente migran
hacia el anodo, quedando mas cerca de éste, aquellas con un peso molecular menor.
El bromuro de etidio presente en el gel se intercala entre las bases de ADN de las
muestras y fluoresce al exponerse a luz ultravioleta. Las bandas de ADN que muestra
el tamafio esperado de acuerdo a la secuencia de nucleétidos de cada gene se cortan
para purificar el ADN.

Se utilizé un sistema de purificacién de ADN (UltraClean15 de MoBio) que consta
de una solucidn salina de ioduro de sodio donde se disuelve el pedazo de gel a 55°C
por 5 min, lo que evita que se resolidifique. Posteriormente se adiciona silica y se
incuba durante 5 min a temperatura ambiente, durante el cual, el ADN se une
fuertemente a ésta. Se centrifuga durante 5 s y se retira el sobrenadante. La silica se
resuspende cuidadosamente en una solucion de lavado (NaCl/Tris/EDTA/etanol al 50%)
y se centrifuga durante 5 s. EIl sobrenadante se elimina y la silica se resuspende en
agua, lo que favorece la despegada del ADN. Por ultimo se centrifuga durante 5 sy el

sobrenadante, el cual contiene el ADN, se transfiere a un tubo limpio.
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5.4 Ligacion al vector de clonacion

El vector de clonacion usado para la TXN y GPx fue pGEM®-T Easy vector
(marca Promega), para lo cual primeramente se adicionan adeninas en los extremos
5y 3’de los productos de PCR purificados del gel de agarosa. Esto se hace con la
siguiente mezcla de reaccion en un volumen de 10 pL:

5 uL producto de PCR purificado

1X de buffer de reaccion para la Taqg DNA polimerasa

2.5 mM MgCl;

0.2 mM dATP

5 U de Tag DNA polimerasa

Esta mezcla se incuba a 70°C por 30 min. Pasado este tiempo, se toman 4 pL
de esta mezcla y se les adiciona:

5 pL de buffer de ligacion rapida 2X (60 mM Tris-HCI pH7.8, 20 mM MgCl,, 20

mM DTT, 2 mM ATP, 10% PEG)

0.5 pL (25 ng) pGEM®-T easy vector (Promega)

1 pL (3U) T4 DNA polimerasa
La mezcla se incuba a 4°C toda la noche.

Para el producto de la TXNPx se utilizé el vector pJET (CloneJET™ PCR Cloning
Kit; marca Fermentas), teniendo en la mezcla de reaccién:

5 uL buffer de reaccion 2X

2 UL producto PCR

50 ng pJET™ 1.2/blunt Cloning Vector

5 U T4 DNA Ligasa

Esta mezcla se incubd a temperatura ambiente durante 30 min.

5.5 Preparacion de células competentes

Se inocularon bacterias E. coli Topl0 y BL21(DE3) en 5 mL de medio liquido
Luria-Bertani (LB; 1% extracto de levadura, 1% triptona, 0.5% NaCl) y se incubaron
durante toda la noche a 37°C. Al dia siguiente, se tom6 una alicuota de 500 pL y se
inocularon 50 mL de medio liquido LB y se incubd a 37°C el tiempo suficiente para
alcanzar una absorbancia a 600 nm de 0.4 — 0.5, tomando como blanco el medio de
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cultivo. El cultivo ya listo se enfrié en hielo por 10 min y se cosecharon las células en
condiciones de esterilidad a 2547 x g durante 10 min a 4°C y se descartdé el
sobrenadante. La pastilla celular se resuspendié en 33 mL de una solucién de 0.1 M
CaCl; estéril y enfriada a 4°C . Las células se incubaron a 4°C por 1 h y se cosecharon
como se describié anteriormente. La pastilla nuevamente se resuspendié en 2 mL de

una solucion de 0.1 M CaCl,-17% glicerol.

5.6 Transformacién de células competentes.

Células E. coli Topl0 competentes obtenidas en el inciso anterior, se
transformaron por el método de choque térmico con los plasmidos que contienen los
fragmentos de DNA clonados obtenidos en el inciso 5.4. Se mezclaron 10 uL de la
reaccion de ligacion con 50 pL de células competentes y se incubd a 4°C durante 30
min. Las muestras se colocaron en un bafo a 42°C durante 40 s para inducir el choque
térmico; pasado este tiempo, las muestras se transfirieron inmediatamente a 4°C y se
incubaron durante 3 min. Debido a que las células requieren un periodo para recuperar
la estabilidad membranal, se incubaron con 1 mL de medio LB liquido a 37°C durante
una hora. Las células se cosecharon por centrifugacion a 450 x g y se plaquearon en
medio LB sdlido con 100 pg/mL de ampicilina. En el caso de la GPx y TXN que se
clonaron en el pPGEM® T-easy vector, al medio se les adicioné 0.4 mM de isopropil-B-D-
tiogalactopirandsido (IPTG) y 80 pg/mL 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactosido (X-
GAL) para diferenciar las células que contienen al inserto de aquellas que no. El X-GAL
les confiere un tono azul a las células que son capaces de romperlo por la accion de la
B-galactosidasa; el IPTG induce la expresion del gen que codifica para esta enzima
presente en el sitio de clonacién mdultiple del plasmido; en el caso de que éste se
interrumpa por la insercion del fragmento clonado, la enzima no se expresa aun en
presencia del inductor, por lo que las colonias que no muestran tincion azul indican que
el plasmido contiene un inserto. Por otro lado, el vector pJET™ tiene en su secuencia
al gen que codifica para la enzima de restriccion eco47IR, una enzima letal, de manera
gue si el plasmido se recirculariza sin inserto, se expresa la proteina y las bacterias no

crecen.
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5.7 Extraccién de pladsmido

Para identificar los plasmidos que contienen los fragmento de DNA vy
posiblemente los genes de interés, se extraen los plasmidos de las bacterias
transformantes y se hace un analisis de digestién del ADN con enzimas de restriccion.

Para obtener los plasmidos, se seleccionaron 5 transformantes y se cultivaron en
5 mL de medio LB en presencia de los antibiéticos (100 pg/mL ampicilina o 30 pg/mL de
kanamicina en el caso de plasmido pET28), los cultivos se incubaron a 37°C en
agitacion durante toda la noche. Posteriormente, las células se cosecharon y se extrajo
el DNA plasmidico por el sistema Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System
(marca Promega). Las células se resuspenden en 250 uL de Cell Resuspension
Solution (50 mM Tris-HCI pH7.5, 10 mM EDTA, 100 pg/mL RNasa A), se lisaron
agregando 250 pL de Cell Lysis Solution (0.2 M NaOH, 1%SDS). Se agregaron 10puL
de Alkaline Protease Solution y se incub6 por 5 min. Las muestras se neutralizaron en
presencia de un agente desnaturalizante para proteina con 350 uL de Neutralization
Solution (4.09 M hidrocloruro de guanidinio, 0.759 M acetato de potasio, 2.12 M acido
acetico glacial, pH 4.2). La mezcla se centrifugd a 16000 x g por 10 min. El
sobrenadante se decanté en una columna donde el ADN se adsorbe y se centrifugd
durante 1 min, y el eluato se descarta. La columna se lavd dos veces sucesivamente
con 750 y 250 pL de Wash Solution (60 mM acetato de potasio, 8.3 mM Tris-HCI pH
7.5, 40 uM EDTA pH 8.0, 60% etanol). Finalmente, el DNA se eluyd adicionando 100
pL de agua libre de nucleasas a la columna y se centrifugd a 16000 x g por 1 min.

5.8 Identificacion del gen. Analisis de restriccion y secuenciacion

Al ADN plasmidico purificado de varias transformantes se les realiz6 una
digestion con las enzimas de restriccion Ndel + Hindlll para determinar si contenian o
no inserto. Estas enzimas liberan el inserto del pldsmido pero no lo cortan de manera
interna.

Por otro lado se les realiz6 un patron de restriccion de la siguiente manera: la
TXN con las enzimas Ndel+Sall; para la TXNPx se realizé una restriccibn con Ncol

tanto del producto de PCR como del inserto Ndel + Hindlll purificado; en el caso de la
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GPx no se realiz6 otra restriccion. Las reacciones de digestion se llevaron a cabo en 20
ML y contenian:

10 pL muestra de ADN plasmidico

2 pL buffer 2 (50 mM NacCl, 100 mM Tris-HCI (pH 7.9), 10 mM MgCl,, 1 mM DTT)

10 U en el caso de Ndel, Hindlll o Sall

5 U en el caso de Ncol
Las reacciones se incubaron a 37°C durante 2 h. Por otro lado, los insertos contenidos
en los plasmidos (TXN en el plasmido pGEM® T-easy y las GPx y TXNPx en el
plasmido de sobreexpresion pET28) se secuenciaron en un secuenciador automatico.
Las secuencias de nucleotidos obtenidas se compararon con las reportadas en el
GenBank para la cepa CL Brener de T. cruzi y sobre las que se disefiaron los
cebadores. Una vez que se determind que los insertos correspondian a los genes de
interés y que no tuvieran mutaciones introducidas durante el proceso de amplificacion,

se clonaron en plasmidos para sobre-expresar las proteinas en bacterias.

5.9 Ligacion de los genes al vector de sobre-expresiéon

El vector de sobre-expresion utilizado para obtener las enzimas fue pET28
(marca Novagen). Este plasmido permite la expresion de proteinas recombinantes en
células E. coli. (BL21 DE3), las cuales contienen en su genoma el gen que codifica para
la T7RNA polimerasa (proveniente del bacteriéfago T7) y se expresa en las células bajo
el control del operén lacUV5. Una vez que la T7 RNA polimerasa se ha expresado en
presencia de IPTG (analogo de la lactosa), ésta puede unirse al promotor del gen que
codifica para la enzima blanco, presente en el plasmido, nuevamente bajo el control del
operén lacUV5, es decir en presencia del inductor. De esta manera es posible mantener
el gen blanco transcripcionalmente silenciado en ausencia del inductor y conservar al
plasmido estable en células que no contienen el gen para la T7 RNA polimerasa, la cual
puede ser una proteina potencialmente téxica. La Figura 13 muestra como se da el

control de la expresiéon de cada uno de los genes.
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/  IPTG induction

E. icoif RNA

Figura 13. Mecanismo de control del sistema pET. En presencia del
inductor (IPTG) el represor Lac | no se une a la regiéon operadora lac o, y la
célula puede expresar la T7 RNA polimerasa. Lo mismo ocurre en el
plasmido, donde se encuentra el gen blanco, precedido por el promotor T7.
Modificado de pET System Tutorial tomado de:
www.ebiotrade.com/buyf/productsf/Novagen/C183-002.pdf

El pldsmido de sobre-expresion pET28 se digiri6 con Ndel + Hindlll y se
desfosforild con fosfatasa alcalina para evitar su recircularizacion. El plasmido se
purific6 a través de una extraccion con fenol-cloroformo. Por otro lado, los plasmidos
gue contienen los genes de interés se digirieron con Ndel + Hindll y se purificaron los
insertos. El plasmido pET28 digerido y los genes se ligaron en una reaccion de 20 pL.
La reaccion contiene:

5 uL pET28 (>50 ng/uL)

10 pL inserto (>25 ng/pL)

2 uL buffer de reaccion (200 mM Tris-Cl pH 7.6, 10 mM MgCl,, 250 pg/mL

albumina bovina sérica acetilada)

1 uL T4 DNA ligasa (0.2 U)

La reaccion se incub6 a 16°C durante toda la noche. Se tomaron 10 pL para
transformar células de E. coli BL21(DE3) como se describi6 anteriormente. Las células
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se plaguearon en medio LB sdélido en presencia de 30 pg/mL de kanamicina e

incubaron a 37°C toda la noche.

5.10 Sobre-expresion de proteinas

Para identificar las clonas que expresan la proteina de interés, se realiz6 un
tamizaje inicial de al menos 5 transformantes obtenidas en el paso anterior. Cada
colonia se inoculd en 5 mL de medio LB liquido suplementado con 30 pg/mL de
kanamicina y las células se cultivaron a 37°C en agitacion hasta que el cultivo llegé a
una DOgoonm= 0.6-0.8. Se indujo la expresion de la proteina con la adicion de IPTG
(concentracion final de 0.4 mM) y el cultivo se continué a 30°C durante toda la noche.

La sobreexpresion de las proteinas en cada transformante se monitore6d por
electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida desnaturalizantes (SDS-PAGE;
sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis). De cada uno de los
diferentes cultivos de las transformantes asi como de bacterias sin plasmido tratadas de
manera similar (control), se tomaron muestras de 20 uL, se les adicion6 5 pL de buffer
de carga (10% glicerol, 10% SDS, 0.02% azul de bromofenol, 5% B-mercaptoetanol) y
se rompieron las células por ebullicion durante 5 min. Las muestras se cargaron en un
gel de SDS-poliacrilamida al 15% junto con un estandar de peso molecular para
proteinas. Las proteinas se separaron en una camara de electroforesis (marca BioRad)
aplicando un voltaje de 100 volts. El gel se tifié con una solucion de azul de coomassie
(50% MetOH, 7.5% &cido acético, 0.2% azul brillante de coomassie R-250) y se destifid
con una solucién destefiidora (50% MetOH, 7.5% &cido acético).

Ya identificadas las células que sobre-expresan en gran abundancia cada
proteina, se realizaron cultivos de 25 mL de medio LB liquido + kanamicina de células
transformadas y no transformadas de la manera descrita anteriormente. Las células se
cosecharon y se resuspendieron en 10 mL de buffer de lisis cuya composicion es 100
mM trietanolamina (TEA), 300 mM NaCl, 2 mM imidazol. Las células se rompieron por
sonicacién en un sonicador Branson con 10 ciclos de 1 min sonicacion (al 10-15 % de
output total) y 1 min enfriamiento. El lisado celular se centrifugé a 12000 x g durante 15
min. Se recuperd el sobrenadante y el precipitado se resuspendié en 10 mL de buffer
de lisis. Las proteinas de cada una de las fases (20 pL) y el estdndar de peso
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molecular de proteina se separaron por SDS-PAGE como se describié anteriormente.
El procesamiento del gel también fue el mismo. Por comparacion con el patron de
sobrendante/precipitado de las células sin plasmido, se determind si las proteinas de
interés particionan principalmente en el sobrenadante. En caso de que la proteina se
encontrara principalmente en el precipitado, se ensayarian nuevos protocolos de

temperatura y tiempo de induccién de la sobre-expresion.

5.11 Purificacion de proteinas

De acuerdo al disefio de la clonacion de los genes en el vector pET28, las
proteinas recombinantes se expresan en la bacteria con una cola de 6 histidinas en sus
extremos N-terminal para facilitar su purificacion. Se prepararon cultivos de 250 mL
para el caso de la TXNPx y de 500 mL para TXN y GPx de medio liquido LB +
kanamicina de la manera descrita anteriormente de las transformantes. Las células se
cosecharon a 2547 x g durante 10 min. En el caso de la TXN, al precipitado celular se
le dieron 2 ciclos de congelacién con nitrogeno liquido a -70°C y descongelacion a
temperatura ambiente. Las muestras se resuspendieron en 10 mL de buffer de lisis, se
sonicaron por 7 ciclos y el lisado se centrifugé como se describié anteriormente.

Las proteinas se purificaron por cromatografia de afinidad con metales con una
resina comercial acoplada a cobalto (TALON metal-affinity resin, marca Clontech). El
sobrenadante conteniendo las proteinas solubles se mezclé con 1 mL de la resina y se
incub6 durante 1 h a temperatura ambiente bajo lenta agitacion con el fin de que la
proteina sobre-expresada se una a la resina a través de la etiqueta de histidinas.
Transcurrido este tiempo, la resina se separ6 del sobrenadante por centrifugacién a 832
X g durante 5 min. Se realizaron tres lavados a la resina (para eliminar el pegado
inespecifico de proteinas) con 10 mL de buffer de lisis, incubando 10 min con agitacion
suave y centrifugando 5 min para colectar la resina. En el tercer lavado, la resina se
vertié en una columna de cromatografia, que consistente en una jeringa de 15 mL con
un filtro en su parte inferior. La resina presente en la columna se lavo con 10 mL de
buffer de lisis en presencia de 10 mM de imidazol. La proteina se eluyé con 5 mL de
buffer de lisis suplementado con 100 mM de imidazol. Las proteinas se concentraron
en filtros tipo Amicon (marca Millipore) con un corte de 30 kDa en el caso de la TXNPX;
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en el caso de la GPx primero se pasé por un filtro de corte de 30 kDa para eliminar
contaminantes de bajo peso molecular y se concentrd en un filtro de corte de 10 kDa; la
TXN solamente se concentré por filtracion con un corte de 10 kDa.

Para mantener las enzimas estables durante el almacenamiento, se les agregé
glicerol a una concentracion final del 50% y se guardaron a -20°C. El limite maximo de

almacenamiento fue de 1 semana.

5.12 Cuantificacién de proteinas

La proteina se cuantificé por el método de Lowry (Lowry et al. 1951). Debido a
gue el imidazol del buffer de purificacidn tiene reaccion por éste método, se eliminé de
la muestra de proteina. Se tomaron 5-20 pL por duplicado de las proteinas purificadas
y se precipitaron con &cido tricloroacético (TCA) a una concentracion final del 13% y se
incubé toda la noche a 4°C. Las muestras se centrifugaron durante 15 min a 20817 x g
a 4°C. La proteina precipitada se resuspendié en 100 pL de SDS al 1%.

Para la cuantificacion de la proteina, se construyé una curva patrén de BSA de 0,
5, 10, 20, 40 y 60 pg en un volumen final de 100 pl. Tanto la curva patrén como las
muestras se hicieron reaccionar con 1.0 mL de una mezcla que contiene 1.0 mL de
solucion B (0.4% CuSQ,) por cada 50 mL de solucién A (1% SDS, 2% Na,COs, 0.4%
NaOH y 0.16% de tartrato de Na-K). Se incub6 durante 10 min a temperatura ambiente
y se les agregd 100 pL de reactivo de folin-Ciocalteaus diluido 1:2 y se incubo6 durante
30 min. Se midi6 la absorbancia a 660 nm utilizando como blanco 1 mL del reactivo de

Lowry y 100 L de reactivo de folin.

5.13 Ensayos enzimaticos

Para la determinaciéon de los parametros Km y Vmax de las enzimas de interés
se utilizé un sistema reconstituido de la via antioxidante similar al de la Figura 7 para
monitorear la oxidacién del NADPH a 340 nm. Los ensayos se realizaron en 0.5 mL a
37 °C utilizando como buffer de ensayo 40 mM HEPES pH 7.4, 1 mM EDTA y
utilizando TryR recombinante (Olin-Sandoval, tesis de doctorado en curso), la cual se
sobre-expresa en ceélulas E. coli BL21 y se purifica de manera similar a la descrita para

las enzimas caracterizadas en esta tesis. El ensayo se realizd bajo condiciones de
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velocidad inicial (15 min maximo) manteniendo limitante la enzima a medir y en
ausencia de producto, se vario la concentracién de su sustrato y se saturé el resto de
los reactantes. Antes de iniciar la reaccion con la enzima, se incubaron el resto de los
componentes con hidroperdxido durante 30 — 60 s, con el fin de cuantificar la reaccion
espuria entre éste y el tripanotion, y asi poder restar dicha basal a la pendiente dada
por la reaccion enzimatica especifica. Para llegar a los ensayos enzimaticos estandar
gue se describen a continuacion, previamente fue necesario realizar al menos una
curva de saturacion para cada enzima y sustrato, con base en los valores reportados en

la literatura, y asi determinar la concentracion en la que se obtiene la Vmax.

5.13.1 Curva de saturacién de TXN por T(SH);
La reaccion contenia buffer de ensayo, 160 uM NADPH, 0.5 uM TryR, 20 uM
TXNPX, T(SH), 0 — 400 pM y se trazé una basal adicionando 520 pM t-butOOH; la

reaccion se inicié adicionando 0.12 — 0.16 uM TXN.

5.13.2 Curva de saturacion de GPx por TXN

El buffer de ensayo fue 160 pM NADPH, 0.5 pM TryR, 400 uM T(SH)2, TXN 0 —
22 uM; la basal se determind adicionando 1 mM CumOOH y la reaccién se inicié con
0.030 — 0.076 uM GPx.

5.13.3 Curva de saturacion de GPx por CumOOH

El buffer de ensayo fue 160 uM NADPH, 0.5 uM TryR, 400 pM T(SH),, 22 uM
TXN; se monitore6 la reaccion espuria adicionando 0 — 1 mM CumOOH vy la reaccién se
inicié con GPx 0.054 — 0.145 uM.

5.13.4 Curva de saturacion de TXNPx por TXN
El buffer de ensayo fue 160 uM NADPH, 10 nM TryR, 45 uM T(SH),, 0 — 20 uM
TXN; la reaccidn espuria se determind adicionando 120 uM t-butOOH; posteriormente,

la reaccion se inicio adicionando 1 uM TXNPX.
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5.13.5 Curva de saturacion de TXNPx por hidroperoxido

El buffer de ensayo fue 160 uM NADPH, 10 nM TryR, 45 pM T(SH),, 1 uM TXN;
se trazo una basal al adicionar 0 — 800 uM de CumOOH 6 0 — 700 uM de t-butOOH, la
reaccion se inicié adicionando 1 pM TXNPX.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Amplificacion de los genes que codifican parala TXN, GPx y TXNPx de T. cruzi

En el banco del genoma de T. cruzi de la cepa CL Brener se identificaron las
secuencias de los genes que codifican para las enzimas a estudiar. Basandose en las
secuencias de nucleétidos de los extremos 5y 3" (ver Metodologia), se disefiaron
cebadores para amplificar los genes correspondientes de T. cruzi de la cepa Ninoa (tipo
1) la cual fue aislada en México (Espinoza et al. 2010).

A partir del DNA genomico de T. cruzi de dicho aislado y con los cebadores, se
amplifico por PCR un fragmento para cada uno de los genes. La Figura 14 muestra la
electroforesis en geles de agarosa iluminados con luz UV, en donde se observd que
cada amplificado tenia el tamafio esperado de acuerdo a la secuencia de los genes de

la cepa de T. cruzi CL Brener.

.

Figura 14. Electroforesis de los productos de lareaccion de PCR. Gel
de agarosa al 0.8% que muestra las bandas de amplificacion por PCR
utilizando los cebadores para: A) TXN (435 pb); B) GPx (534 pb); C)
TXNPx (600 pb).



55

6.2 Clonacion de los fragmentos y transformacion en bacterias

Los fragmentos de DNA amplificados se purificaron del gel y se ligaron a los
vectores de clonacién pGEM® -T easy o pJET™ (ver Metodologia). Posteriormente se
transformaron células E. coli Top 10 para obtener suficientes copias de cada plasmido.
Para seleccionar aquellas clonas que contuvieran el plasmido, la mezcla de
transformacion se plaqueé en medio solido de LB+ampicilina. De las clonas que
crecieron, para el caso de la transformacion con pGEM, se seleccionaron aquellas que
fueran blancas, lo cual indica que el marco de lectura de la B—galactosidasa se vio
interrumpido por la insercion del fragmento de interés y no pueden sintetizar la enzima,
la cual rompe el sustrato cromogénico X-GAL (ver Metodologia). En el caso del pJET,
las clonas que no contienen inserto no crecen.

Aproximadamente 5 colonias positivas se cultivaron en 3 mL de medio para
purificar los plasmidos. Para identificar que el plasmido contuviera el inserto, se realiz6
una doble digestion de las muestras con las enzimas Ndel y Hindlll, las cuales liberan al
inserto del plasmido.

De las clonas positivas a la presencia del inserto, se selecciond solamente una 'y
se confirmé el analisis de restriccién como se describié en la Metodologia. La Figura 15
muestra que en cada restriccion se observo 1) una banda con el tamafio esperado para
cada gen; 2) el plasmido sin inserto y linearizado de 3015 pb; 3) para el gen de la TXN
se muestra la restriccion interna, donde se observan bandas de aprox. 300 y 130 pb,
correspondientes a los sitios Ndel y Sall; 4) para el gen de TXNPx se muestra la
restriccion del inserto de 600 pb purificado, observandose dos bandas correspondientes
a 370y 230 pb, pues el sitio de restriccion para Ncol esta en la posicion 230 del inserto.
La GPX no tiene sitios de restriccion internos para las enzimas que tenemos en el

laboratorio.
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TXN GPX TXNPx

Figura 15. Clonacion de los amplificados en los vectores pGEM-T-easy y CloneJet.
Electroforesis en gel de agarosa al 0.8% que muestra la restriccion del vector de
clonacién con las enzimas Ndel/Hindlll. Pesos moleculares son TXN 435 pb; GPx de
534 pb; y TXNPx 600 pb.

6.3. Analisis de las secuencias de nucledtidos y de aminoéacidos

El pldsmido de una clona positiva para cada gen se sometié a secuenciacion
automatica de nucleétidos. Las secuencias obtenidas se tradujeron a secuencia de
aminoacidos y se compararon con las secuencias reportadas para las enzimas de T.

cruzi CL Brener y las secuencias de otros tripanosomatidos.

Se obtuvieron porcentajes de identidad a nivel de aminoacidos del 99% para
TXN y del 98% para GPx y TXNPx entre las cepas CL Brener y Ninoa de T. cruzi. Para
la TXN se obtuvieron porcentajes de identidad de 66, 63 y 62% entre la enzima clonada
y las de L. braziliensis, C.fasciculata y T. brucei respectivamente. La GPx clonada tuvo
porcentajes de identidad del 73, 70, 66 y 64%, comparada con las enzimas homadlogas
de T. brucei, L. braziliensis, L. infantum, y L. major, respectivamente. Para el caso de la
TXNPx clonada, los porcentajes de identidad con sus homologas de C.fasciculata, L.

braziliensis y L. major fueron del 70% y 69% con la de L. infantum.



TXN

CL Brener#Acc.AJ313314
Ninoa

L. braziliensis

C. fasciculata

T. brucei

CL Brener#Acc.AJ313314
Ninoa

L. braziliensis

C. fasciculata

T. brucei

CL Brener#Acc.AJ313314
Ninoa

L. braziliensis

C. fasciculata

T. brucei

GPx

L. infantum

L. major

L. braziliensis

CL Brener#Acc.AJ313312
Ninoa

T. bruceiGPXIII

infantum

major

. braziliensis

CL Brener#Acc.AJ313312
Ninoa

T. bruceiGPXIII

BB

infantum

major

braziliensis

CL Brener#Acc.AJ313312
Ninoa

T. bruceiGPXIII

[l I

infantum

major

. braziliensis

CL Brener#Acc.AJ313312
Ninoa

T. bruceiGPXIII

[ I

57

MSGLAKYLPSTIKLVSKSGTVSPISLAGKTVFFYFSASWCPPCRGEFTPTL
MSGLAKYLPSTINLVSKSGTVSPISLAGKTVEFFYFSASWCPPCRGEFTPTL
MSGLNKHLPGVVTLQKQQOSEVSVSSLSGKTVFFYFSASWCPPCRGEFTPLL
MSGLDKYLPGIEKLRRGDGEVEVKSLAGKLVFFYFSASWCPPCRGEFTPQL
MSGLAKYLPGATNLLSKSGEVSLGSLVGKTVFLYFSASWCPPCRGEFTPVL

Kk Kk Kk ke kK * * Xk kk kkekkkhkhkhkkhkhkAkhkkAk kA Ak K

VEFYEKFRESKNFEVVLVTWDDEEEAYNGYFAKMPWLATIPFSSRTELEAL
VEFYEKFRESKNFEVVLVTWDDEEEAYNGYFAKMPWLATIPFSSRTELEAL
IEFYEKYHDSKNLEVILVTWDEEEEGENGYYAKMPWLAIPFSQRHLVEGL
IEFYDKFHESKNFEVVEFCTWDEEEDGFAGYFAKMPWLAVPFAQSEAVQKL

AEFYEKHHVAKNFEVVLISWDENESDFHDYYGKMPWLALPFDQRSTVSEL

*kk ok . e kk o kk o o ek Kk o ok . ke khkkhkkkk oo kk

RSTEFGVETIPTVIAVNADTGAVVSTKGRERLLTDPEGKNEFPWSD—--
RSTFGVETIPTVIAVNADTGAVVSTKGRERLLTDPEGKNEPWSD--
TKAFKVESIPTVIGVCADTGDVVTTRARHALTQDPEGEQFPWRD--
SKHEFNVESIPTLIGVDADSGDVVTTRARATLVKDPEGEQFPWKDAP
GKTFGVESIPTLITINADTGAIIGTQARTRVIEDPDGANFPWPN--

* Ak e kkk ok kkok oo ke Kk *k ok ok Kkk

————————————— MSIYDFKVNGSDHQPYDLGQHKGHPLLIYNVASKCGET
————————————— MSIYDFKVNGSDHQPYDLGQHKGHPLLIYNVASKCGET
————————————— MSIYDFQVNDSDHQPYNLSQHKGHPLLIYNVASKCGYT
MFRFGQLLRAAEMKSIYEFQVNAADGKPYDLSQHKGHPLLIYNVASRCGYT
MEFRFGQLLRAAEMKSIYEFQVNAADGKPYDLSQHKGHPLLIYNVASRCGYT
-MLRSSRKKMSAASSIFDFEVLDADHKPYNLVQHKGSPLLIYNVASKCGYT

* koo ook ok . % ekK ek AAAkKk KAAAAAAAAK o Ak ok

KGGYETATTLYNKYKHLGFTVLAFPCNQFAGOEPGTEEEVKEFACTRFKAE
KGGYETATALYNKYKHLGFMVLAFPCNQFAGOEPGTEEEVKSFACTRFKAE
KSGYETATTLYEKYKGRGEFTVLAFPCNQFAHQEPGTEAEVKTFACTREKAN
KGGYETATTLYNKYKGQGFTVLAFPCNQFAGOQEPGTALEVKEFACTRFKAD
KGGYETATTLYNKYKGQGFTVLAFPCNQFAGQEPGTALEVKEFACTREKAD
KGGYETATALYNKYKSQGFTVLAFPCNQFGGQEPGTEEEIKEFVCTKFKAE

* kkkkhkkhkkokkokkk * Kk kkhkkkhkkkkkk * Kk Kk kK * ek k kkekkko

FPIMEKVCVNGEHEHPLYHYLKSKCKGILGTTFVKWNFTAFLVDKDGHPVC
FPIMEKVCVNGEHEHPLYHYLKNTCKGILGTTLVKWNFTAFLVDKDGHAVC
FPIMEKVNVNGEKEHPLYCYLKNTCKGILGTTLVKWNEFTSFLVDKDGHAVH
FPIMAKIDVNGSKAHPLYEFMKATIPGLEFGTKAIKWNEFTSFLIDRHGVPVE
FPIMAKIDVNGDKAHPLYEFMKARIPGLFGTKAIKWNFTSFLIDRHGVPVE
FPIMAKINVNGENAHPLYEYMKKTKPGILATKAIKWNFTSFLIDRDGVPVE

kKkkKk K. * Kk x . * Kk Kk k .ok R * e khkkhkhkkhk o hkk o ko * *

RFAPGATVSEIEKKLLPLLOADSDGAKVLSSTQS
RFAPGATVSEIEKKLLPLLQADSGDAKVLPSTQS
RFPPGATVEEIEKKLVPLLDAAASSNL-—---—---—
RFSPGASVEDIEKKLLPLLGGARI-——--—-—-————
RFSPGASVEDIERKLLPLLGGARI-——--—-—-————
RFSPGASVKDIEEKLIPLLGSARL-—-—-=-—-—————

Kk Kk Kk ek e kk KAk e kk Kk

*



TXNPX

L. major

L. infantum

L. braziliensis

C. fasciculata

CL Brener#Acc.AJ012101
Ninoa

L. major

L. infantum

L. braziliensis

C. fasciculata

CL Brener#Acc.AJ012101
Ninoa

L. major

L. infantum

L. braziliensis

C. fasciculata

CL Brener#Acc.AJ012101
Ninoa

L. major

L. infantum

L. braziliensis

C. fasciculata

CL Brener#Acc.AJ012101
Ninoa

58

MSCGNAKINSPAPSFEEVALMPNGSFKKISLSSYKGKWVVLEFEFYPLDFTE
MSCGDAKINCPAPPFEEVALMPNGSFKKISLAAYKGKWVVLFEFYPLDETFE
MSCGDAKMNEPAPPFEEMALMPNGSFKKITLASYKGKWVVLEFEFYPLDFETFE
MSCGAAKLNHPAPEFDDMALMPNGTFKKVSLSSYKGKYVVLEFEFYPMDETE
MSCGDAKLNHPAPDENETALMPNGTFKKVALTSYKGKWLVLEFFYPMDFETE
MSCGDAKLNHPAPDEFNETALMPNGTFKKVALSSYKGKWLVLFEFYPMDETE

khkk Kk Khhkeoek Khkkhk Kheo hhkhkkhkkhkkhkokhkkhkookeookhkhhkheohkhkhhkkhkokkhk

VCPTEVIAFSDSVSRENELNCEVLACSIDSEYAHLOWTLODRKKGGLGTM
VCPTEIIAFSENVSREFNELNCEVLACSMDSEYAHLQWTLODRKKGGLGAM
VCPTEIIQFSDSIKRENELDCEVMSCSVDSEYAHLOWTLOQERKKGGLGPM
VCPTEIIQFSDDAKRFAEINTEVISCSCDSEYSHLOWTSVDRKKGGLGPM
VCPTEICQFSDRVKEFSDIGCEVLACSMDSEYSHLAWTSIERKRGGLGOM
VCPTEICQFSDRVKEFSDIGCEVLACSMDSEYSHLAWTSVERKRGGLGOM

* ok ok kk . * Kk . * kk e o kk hhkkhkk o kk kK e kk o kk KKk Kk

ATPMLADKTKSIARSYGVLEESQGVAYRGLFIIDPHGMLRQITVNDMPVG
ATPMLADKTKSIARAYGVLEEKQGVAYRGLEFIIDPNGMVRQITVNDMPVG
EIPMLADKTKCICRAYGVLDEKKGVAYRGLEFIIDPKGILRQIIVNDMPVG
ATPMLADKTKGIARAYGVLDEDSGVAYRGVEFIIDPNGKLRQIIINDMPIG
NIPILADKTKCIMKSYGVLKEEDGVAYRGLFIIDPKONLRQITVNDLPVG
NIPILADKTKCIMKSYGVLKEEDGVAYRGLFIIDPKONLRQITVNDLPVG

Ak ekkkhkhkkk Kk o okkkk Kk kkhkkhkkkkokkhkkkk o e hkkKk e kk ok ook

RSVEEVLRLLEAFQFVEKHGEVCPANWKKGAPTMKPEPNASVEGYFSKQ
RNVEEVLRLLEAFQFVEKHGEVCPANWKKGAPTMKPEPKASVEGYFSKL
RNVEEALRLLEALQFVEKHGEVCPANWKKGDATMKPERQASIEGYFSTV
RNVEEVIRLVEALQFVEEHGEVCPANWKKGDAKKKEGH-—---—-=—=—-—---
RDVDEALRLVKAFQFVEKHGEVCPANWKPGDKTMKPDPEKSKEYFGAVA
RDVDEALRLVKAFQFVEKHGEVCPANWKPGDKAMKPDPEKSKEYFGAVA

kK kek ekhkkeekekhkkhkhkkhkoekhAkhkAAkhkAAXA K *

Figura 16. Alineamientos multiples de diferentes secuencias de TXN, GPx y TXNPx
de distintos tripanosomatidos. “CL Brener” indica las secuencias reportadas para
cada gen. “Ninoa” muestra las secuencias obtenidas por secuenciacion automatica de

kN

los genes clonados.

“.n

indica que el aminoacido se conservan en todas las secuencias,

" indica que las diferencias conservan el tipo de aminoacido, “.” se muestra cuando al

menos una secuencia no conserva el tipo de amino&cido, pero en la mayoria si lo

13

conserva,

se muestra cuando las diferencias no conservan el tipo de aminoacido. Los

residuos de las proteinas involucrados en las oxidacion/reduccion se muestran

sombreados

En la Figura 16 se puede observar que los sitios involucrados en la

oxidacion/reduccion de cada proteina, se conservan entre la secuencia reportada (CL

Brener) y los genes clonados para esta tesis (Ninoa).
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6.4 Sobre-expresion de las proteinas

Una vez confirmada la identidad de cada gen, estos se ligaron al vector de sobre-
expresion pET28 con el que se transformaron células de E.coli de la cepa BL21(DE)3.
Por andlisis de restriccibn con Ndel-Hindlll se seleccionaron aquellas clonas que
contuvieran el plasmido con el inserto y se realizaron cultivos de 5 mL de medio LB +
kanamicina. Se indujo la expresion de la proteina adicionando IPTG y continuando el
cultivo a 30°C. La Figura 17 muestra un gel de poliacrilamida en donde se separaron
las proteinas de distintas colonias y en donde se compard el patrén con células control

no transformadas con el plasmido.
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Figura 17. Sobre-expresion de las proteinas en células de E.coli BL21(DE3).
SDS-PAGE de una alicuota de cultivos de diferentes clonas (1 — 5) que sobre-
expresan las proteinas de interés (A TXN; B GPx; C TXNPX), las cuales se sefalan
con una flecha que indica su tamafio. CC indica células control no transformadas.

Debido a que hay variabilidad en la cantidad de proteina sobre-expresada, se
ensayaron diferentes protocolos de sobre-expresion. Después de la adicion del
inductor, las células se cultivaron a 16, 30 y 37 °C, observandose que la mayor sobre-

expresion se da a los 30 °C en el caso de las tres proteinas.
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Una vez que se seleccionaron las células que sobre-expresaban mejor cada
proteina, se tuvo que determinar si la proteina se expresaba en forma soluble
(adecuada para su purificacion) o insoluble. Se cultivaron en 50 mL de medio liquido
LB+kanamicina, se indujo la expresion, se cosecharon las células y se rompieron por
sonicacién. El extracto celular se centrifugé para separar la fraccion soluble (donde se
espera que estén las proteinas) de la no soluble (precipitado). La Figura 18 muestra el
gel de poliacrilamida-SDS en donde se separaron las proteinas y se hizo la
comparaciéon con las fracciones soluble (sobrenadante) e insoluble (precipitado) de
células control no transformadas con el plasmido. Se puede observar que la GPx y
TXNPx se sobre-expresaron preferencialmente en la parte soluble. En el caso de la
TXN, parte de la proteina se observé en la fraccidon insoluble, debido a la remanencia
de células sin lisar y a la posible formacién de cuerpos de inclusién; sin embargo, una

cantidad considerable de la proteina se expreso en forma soluble.

Sobrenadante Precipitado
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Figura 18. Sobre-expresion de las proteinas en forma soluble. SDS-
PAGE de las fracciones solubles (sobrenadante) e insolubles (precipitado) de
los extractos celulares. Las flechas indican las bandas que corresponden a
las proteinas de interés. BL21 muestra las fracciones de células no
transformadas.
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6.5 Purificacion de las proteinas

Las proteinas se purificaron por cromatografia de afinidad a metales. La fraccidon
soluble de células que expresaron las proteinas se incub6 con una resina acoplada a
cobalto, la cual se lavo 4 veces con dos concentraciones diferentes de imidazol para
finalmente eluir la proteina a una mayor concentracibn del compuesto (ver
Metodologia). En la Figura 19 se muestra el perfil de proteinas de los diferentes pasos
del proceso de purificacion de las tres proteinas, analizadas a través de electroforesis
en geles de poliacrilamida-SDS. En la Figura 19A se puede observar que las bandas
gue no corresponden a la proteina fueron desapareciendo conforme la realizacién de
los lavados con 2 mM imidazol, en el dltimo carril se observa que con 10 mM imidazol,
las proteinas de interés comenzaron a eluir de la resina, sin embargo dicho lavado fue
necesario para obtener las proteinas mas puras. En el panel inferior se muestra el
corrimiento de alicuotas de las proteinas purificadas. El andlisis densitométrico del gel
indic6 que las proteinas alcanzaron en promedio un 90% de pureza al final del proceso

de purificacion.
TXN GPx TXNPx

A B CDE F G H A B CDE F G H A B DE FGH

TXN GPx TXNPx

Figura 19. Perfil de proteinas en el proceso de purificacion de las tres enzimas, a
través de cromatografia de afinidad a metales. Geles de poliacrilamida-SDS al 15% en las
que se separaron alicuotas tomadas en los diferentes pasos de purificacion. “A”: (A) fracciéon
soluble de células BL21; (B-H) purificacion de las enzimas (B) fraccion soluble; (C) fraccion
insoluble; (D) eluato que no se pego a la columna; (E), (F), (G) lavados 1, 2 y 3 con buffer
con 2 mM imidazol; (H) lavado 4 con buffer 10mM de imidazol. “B”: Alicuotas de las enzimas
purificadas y concentradas.
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El rendimiento para cada proteina fue de 0.37 + 0.13 mg totales para TXN (n=8);
0.14 £ 0.07 mg totales para GPx (n=16) y 4.0 + 1.5 mg totales para TXNPx (n=8),
partiendo de 500 mL de células cultivadas en el caso de TXN y GPx y de 250 mL para
TXNPX.

6.6 Caracterizacion cinética

Una vez que se obtuvieron las proteinas TXN, GPx y TXNPx en su forma
purificada, se determinaron los parametros cinéticos Km y Vmax en condiciones de pH
7.4 y temperatura de 37°C, las cuales son cercanas a las fisiologicas de los parésitos.
Los datos obtenidos se graficaron en el programa Origin 7.5 y se ajustaron a la

ecuacion de Michaelis-Menten (Ecuacion 1)

6.6.1 Propiedades cinéticas de la TXN

Para determinar los parametros cinéticos de la TXN en un ensayo enzimatico
similar al esquema mostrado en la Figura 7, se mantuvo limitante la enzima a medir, se
vario la concentracion del T(SH), y se mantuvo en exceso el resto de las enzimas y de
los sustratos. En la Figura 20 se muestra un gréfico representativo de la curva de

saturacion.
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Figura 20. Curva de saturacion de TXN por T(SH), en condiciones de pH 'y
temperatura cercanas a las fisiolégicas de los parasitos. Curva representativa de
tres repeticiones. Tiempo maximo de reaccion 15 min. Condiciones 160 uM NADPH,

0.5 uM TryR, 20 uM TXNPX, 0 — 400 uM T(SH),, 520 UM t-butOOH, 0.12 — 0.16 PM
TXN.

Como se describio en la seccion de Metodologia, para determinar la Km de la
TXN por T(SH),, se utilizé como enzima acoplante a la TXNPx (20uM) vy ter-butil
hidroperéxido (t-butOOH) como agente oxidante. Al realizar estos ensayos se observo
un consumo de NADPH al adicionar TXNPx en ausencia de t-butOOH. Esto se atribuyo
a una reaccion directa entre el T(SH), y la TXNPx, debido a que: (1) al adicionar TXNPx
cuando sélo hay NADPH en ausencia del T(SH),, no se observd su consumo, sino solo
el efecto de la dilucién y (Il) el consumo de NADPH con respecto al tiempo fue distinto
al variar la concentracion de T(SH), en ausencia del t-butOOH. Debemos considerar
gue dicha situacion sélo se presentd a esta concentracion de TXNPx, y que por lo tanto
se espera que esto no sucediera in vivo, ya que la concentracion de esta enzima en el
parasito seria menor. Esta reaccion espuria in vitro desaparece después de un tiempo
de incubar y antes de iniciar la reaccién; por lo tanto la Km de TXN por T(SH). que se
necesitaba medir se pudo hacer sin dificultad. Es necesario realizar mas estudios al
respecto para conocer bajo qué condiciones se da este comportamiento (la reaccion
directa entre la TXNPx y el T(SH),), ya que no se habia reportado con anterioridad.
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Por otro lado, distintos autores han reportado que existe una reduccion directa de
diferentes hidroperoxidos por el T(SH), (Boveris et al. 1980, Henderson et al. 1987
Carnieri et al. 1993). Por esta razon, antes de iniciar la reaccion con la enzima a medir,
todos los componentes del sistema acoplante se incubaron con el hidroperédxido (ver
Metodologia); nuestras determinaciones tomaron en cuenta esta reaccion espontanea
para calcular solo la actividad de la enzima. Es importante destacar que esta reaccion
espuria es insignificante a concentraciones menores de 100 uM, tanto de T(SH), como
de hidroperoxido. Por otro lado, las concentraciones in vivo de T(SH), estan en el
intervalo de 1 a 3 mM (Olin-Sandoval et al. 2010), y fueron menores a 0.5 uM de
hidroperéxido (Henderson et al. 1987); esto sugiere que aunque esta reaccion directa
podria suceder in vivo, se espera que la catalizada por las enzimas ocurra mas
rapidamente (Comini et al. 2007).

El valor de Km de TcTXN por T(SH); (92 £ 20 uM) (Tabla 4), fue 2.2 veces mayor
con respecto al valor reportado para la enzima del mismo microorganismo por Wilkinson
et al. (2002) (41 = 5); pero se encuentra dentro del mismo orden de magnitud. Esta
diferencia pudo deberse solamente al cambio de condiciones (pH/temperatura) del
ensayo. Aungue los porcentajes de identidad y similitud de la TcTXN con la TXNI de C.
fasciculata (CfTXNI) no son muy altos (63% y 75%, respectivamente), los datos
obtenidos son similares a los reportados por Gommel et al. (1997) para la CfTXNI, con
valores de Km por T(SH), de 130 (6 93) uM.

Por otro lado, el valor de Vmax que se obtuvo en esta tesis (97 * 20) fue casi dos
ordenes de magnitud mayor al reportado por Wilkinson et al. (2002) (1.2 £ 0.4), con el
consiguiente incremento en 37 veces en el potencial catalitico (Tabla 4). Haciendo el
analisis de los experimentos realizados por dichos autores es de notarse que su
sistema acoplante no estaba saturado (3 uM GPx, 20 uM CumOOH), lo cual implica que
la enzima no trabajaba a su velocidad méaxima, y por lo tanto su valor de Vmax esta
subestimado, por esta razén, para este trabajo se consideré que una concentracion de
10 veces el valor de la Km era suficiente para mantener a la enzima saturada.

En el trabajo de Gommel et al. (1997), se considera que el paso limitante del
sistema reductor de hidroperoxidos, es la reaccion entre T(SH), — TXN debido a que la
kcat (6.5 s™) de esta reaccién es menor a la de TXNI — Cf21 (el homélogo de C.
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fasciculata de la TcGPX) y Cf21 — ROOH (a 25 °C), ademas de que la concentracion de
T(SH), en el parasito no es saturante para todos los estadios. Sin embargo hay que
considerar que: a) estas caracteristicas (kcat, Km) pueden cambiar a temperatura
fisiolégica; b) el resto de la via no esta saturada, por lo tanto el valor de Vmax (y por
consiguiente de kcat) estan subestimados como se explicd anteriormente; y c) la
concentracion de TXN (0.3 — 0.5 mM) in vivo es saturante para Cf21 o TcGPx (Olin-
Sandoval et al.2010).

Por otro lado, Guerrero et al. (1999) realizaron la caracterizacion de la CfTXNI
recombinante, bajo las mismas condiciones que Gommel et al. (1997), obteniendo una
kcat mayor (kcat = 26.4 s vs. 6.5 s), de manera que ese paso puede no ser limitante.
Ademas en este mismo reporte (Guerrero et al. 2000) se obtuvieron valores de Km
mayores a los reportados anteriormente por Gommel et al. (1997) (Kmysny2 406 vs. 130
MM respectivamente; Kmes, 4.8 vs. 2.2 pM respectivamente) y se considera que las
diferencias entre ambos reportes son insignificantes y se deben a la carga positiva que

le confiere la etiqueta de histidinas a esta ultima.
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Tabla 4. Parametros cinéticos de la TXN, GPx y TXNPx recombinantes de T. cruzi

determinados a pH 7.4y 37°C.

Km (uM) Vmax kcat kcat/Km
m (K
(U/mg) (s™ (M*s™)
92 + 20 (4) 97 + 20 (4) 26+ 6 (4) 2.8x 10°
TXNr(sH)2 3
41 + 5* 1.2 + 0.04* 0.31* 7.6 X 10°*
2.3+£0.9(3) 15+ 0.8 (3) 5+£0.2(3) 2.1 x 10°
GPXTXN 5
2.2 +0.3* 2.0+0.1* 0.53* 2.4 x 10°*
107 + 16 (3) 31+£9(3) 10.2 + 3.1 (3) 9.6 x 10*
GPXcumoon 4
16 + 1* 1.9 +0.15* 0.56* 3.5x10™
0.45 (1) 2.3 (1)+*+ 8.5 (1) 1.9 x 10’
TXNPXTXN 6
1.65** 2.9%* 1.7** 1x10° **
24.4 (2) 5
2.9 (2)*** 10.9 (2) 5x 10
TXNPXt-butOOH 51.2** 4
_ 2.9** 1.7% 3.3 x10™*
Ki= 393
16.5 (1) 5
TXNPXcumooH _ 2.4 (1)*** 8.9 (1) 54x 10
Ki= 626

Entre paréntesis se muestra el nimero de experimentos realizados con distintas preparaciones

de proteina.

acoplante no estaba saturante.

*Valores reportados por Wilkinson et. al (2002).
Guerrero et al. (2000).

**Parametros reportados por
*** valores subestimado porque en nuestros ensayos el sistema
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6.6.2 Propiedades cinéticas de la GPX

Se realizaron curvas de saturacion de la TcGPX para sus sustratos TXN y
CumOOH (Fig. 21).
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Figura 21. Curvas de saturacién de la GPX por sus sustratos. (A) Curva de saturacién de
GPx con respecto a la concentracion de TXN: 160 uM NADPH, 0.5 uM TryR, 400 pM T(SH),,
0 — 22 uM TXN, 1 mM CumOOH, 0.030 — 0.076 uM GPx.; (B) Curva de saturacion de GPx
con respecto a la concentracion de CumOOH: 160 uM NADPH, 0.5 uM TryR, 400 pM T(SH).,
22 uM TXN, 0 — 1 mM CumOOH, 0.054 — 0.145 pM GPx. Curvas representativas de tres
repeticiones. Tiempo maximo de reaccién 15 min.

Se puede observar que la enzima presenta cinéticas michaelianas mostrando
altas afinidades para ambos sustratos (Tabla 4). Comparando la afinidad de esta
enzima por otros hidroperdxidos como el t-butOOH, el cual se reporta en 51 y 52 uM
acoplando el ensayo a T(SH)/TXN y a GSH respectivamente (Patel et al. 2010),
podemos decir que el valor determinado en esta tesis es similar a lo reportado.
Wilkinson et al. (2002) report6 el valor de Km de la TXN por GPx, es decir, determinoé la
afinidad variando la concentracion de enzima (GPx) y manteniendo fija la concentracion
de TXN. Comparando el valor que se obtuvo en esta tesis con dicho estudio se puede
concluir que no existen diferencias al hacerlo de una u otra forma. Gommel et al.
(1997), determinaron el valor de Km de CfTXNI por Cf21, reportandose en 2.2 (6 1.5)
UM, el cual es similar a la Km de GPx por TXN determinada en esta tesis.

Por otro lado, si se observaron diferencias significativas en los valores de

afinidad por el CumOOH, siendo 6.7 veces mayor el determinado en esta tesis (107 +
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16 uM) (Tabla 4) comparado con el reportado por Wilkinson et al. (2002). En nuestros
ensayos nos aseguramos de determinar la concentracion exacta del hidroperoxido
antes de realizar la cinética, cuantificandolo por el método conocido como FOX2, que
implica la reaccion del hidroperéxido con un exceso de Fe®* en presencia del colorante
naranja de xilenol (XO), de esta manera el i6n se oxida generado Fe**, el cual forma un
complejo con el XO (Fe-XO), de esta manera se determind la concentracion de
hidroperéxido por espectroscopia a 560nm en un espectrofotometro y utilizando como
coeficiente de extincion molar el valor de 43000 M™*cm™ reportado para CumOOH vy t-
butOOH (Gay et al. 1999). Una probable explicacién de esta discrepancia es que se
debié al cambio en las condiciones de pH y temperatura que utilizaron los autores (pH
8.0, 30 °C). EIl pH o6ptimo de esta reaccion no se ha reportado; pero podriamos decir
gue probablemente el pH 7.4 no favorecié esa reaccion.

Los pardmetros cinéticos reportados por dicho grupo de investigacion se
determinaron bajo condiciones no saturantes del sistema acoplante (20 uM CumOOH y
25 a 100 uM de T(SH),). Esto afecta la determinacion de la vy de cada una de las
reacciones, por lo que el valor de Vmax y por lo tanto el de kcat que reportaron estan
subestimados. Es por esto que todos los valores de velocidad obtenidos en la
caracterizacion cinética de la GPx de esta tesis fueron mayores: mientras que la
velocidad de GPx fue un orden de magnitud mayor, la velocidad de la reaccion de la

TXN con T(SH), casi alcanz6 una diferencia de dos 6rdenes de magnitud (Tabla 4).
6.6.3 Propiedades cinéticas de la TXNPx

El ensayo enzimatico para la caracterizacion de la TXNPx no se logro evaluar en
condiciones saturantes del sistema acoplante debido a que la enzima presenta un
efecto de inhibicion al ser diluida a concentraciones menores de 5 pg/mL. Estos datos
concuerdan con lo reportado para esta enzima por Flohé et al. (2002a), aunque los
autores reportaron que a concentraciones menores de 100 pg/mL la enzima pierde el
50% de su actividad. Ademas, la utilizacion de concentraciones tan altas de enzima en
el ensayo conduce a que la reaccidn sea muy rapida y no se puedan calcular valores de

velocidad inicial ain cuando haya variaciones en la concentracion de alguno de sus
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sustratos. Cabe mencionar que el uso de esta enzima como parte del sistema para
medir la reaccion de la TXN con T(SH), no representé ningun problema, pues la
concentracion llego a ser de 960 pg/mL.

Como parte del proyecto, se intento evitar el efecto que tiene la dilucién sobre la
enzima, aumentando la fuerza i6nica del medio de reaccion con KCI (100 mM) o
aumentando la viscosidad de la solucibn con 10% de glicerol; sin embargo los
resultados fueron muy similares a los encontrados en ausencia de estos componentes.

Debido a esta problemética, en el ensayo enzimatico de la TXNPx se tuvo que
mantener su concentracion lo mas baja posible sin que hubiera inactivacion, a la par de
gue se tuvo que limitar el resto de los componentes del ensayo, tal como se hizo en el
estudio de Guerrero et al. (2000) para poder medir una velocidad de reaccién lo mas
cercana a condiciones de velocidad inicial. Esto trajo como consecuencia que los
valores de Vmax y kcat estén subestimados también en esta tesis. Los resultados se
resumen en la Tabla 4 y la Figura 22 muestra una curva representativa de la saturacion

de TXNPx por diferentes sustratos.
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Figura 22. Curvas de saturacion de la TXNPx por diferentes sustratos. (A) Curva de saturaciéon
de TXNPx con respecto a TXN: 160 uM NADPH, 10 nM TryR, 45 uM T(SH),, 0 — 20 uM TXN, 120
UM t-butOOH, 1 uM TXNPx; (B) Curva de saturacion e inhibicion de TXNPx con respecto a t-
butOOH (representativa de dos repeticiones): 160 uM NADPH, 10 nM TryR, 45 pM T(SH),, 1 pM
TXN, 0 — 700 puM t-butOOH, 1 pM TXNPXx; (C) Curva de saturacidn e inhibicion de TXNPx con
respecto a CumOOH: 160 uM NADPH, 10 nM TryR, 45 uM T(SH),, 1 uM TXN, 0 — 800 uM
CumOOH, 1 uM TXNPx. Tiempo maximo de reaccion 15 min.

La Km de la TXNPx por TXN gue se obtuvo fue 3.7 veces menor a la reportada
por Guerrero et al. (2000) (Tabla 4; Fig. 22A). Esta diferencia pudo deberse a que los
autores utilizaron la CfTXNII como sustrato en vez de la TXN de T.cruzi, su sustrato
verdadero, tal como se realiz6 en este estudio; sin embargo, es necesario un mayor
numero de repeticiones para corroborar la diferencia.

La Km de la enzima por t-butOOH (24.4 uM) (Tabla 4; Fig. 22B) es 2 veces
menor a la reportada por Guerrero et al. (2000). Por otro lado, el valor de Km de la
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enzima por el CumOOH (16.5 uM) (Tabla 4; Fig. 22C) no se habia reportado para esta
enzima, el valor fue similar al de la enzima por el t-butOOH tal y como se esperaba al
ser estos dos sustratos hidroperoxidos de cadena corta. Aunque la enzima también
utiliza el H,O, como sustrato, el valor de Km no se pudo determinar porque este
peréxido da una reaccion espontanea muy importante con el sistema acoplante.

Si bien se tienen reportes de la inhibicion de la TXNPx de T. cruzi por sus
sustratos hidroperéxidos, siendo muy potente con el H,O, (Flohé et al. 2002a), no se
habian reportado los valores de Ki. En nuestros ensayos se confirmo dicha inhibicion
con el t-butOOH y CumOOH (Figs. 22 B y C); sin embargo, los valores determinados
fueron muy altos (393 y 626 uM, respectivamente; Tabla 4) y se puede concluir que
esta inhibicién probablemente es de poco significado fisiologico. Sin embargo, estos
sustratos no se encuentran en las células y por lo tanto es mas relevante la
determinacion de Ki con el H,O,. Es importante tener en cuenta esta inhibicién por
sustrato si se desea medir la Vmax de la enzima en extractos celulares ya que un
exceso del peroxido redundaria en la subestimacion de este parametro.

De nueva cuenta, como en los ensayos cinéticos de la TXNPx no se utilizaron
concentraciones saturantes del sistema acoplante (tanto el utilizado en este trabajo
como en los reportados previamente en la literatura), los valores de Vmax recalculados
en kcat estan subestimados; por consiguiente, el potencial catalitico de la TXNPx debe
ser mas alto para todos sus sustratos y por lo tanto la TXNPx seria quiza la mas

eficiente de todas las enzimas de este sistema de reduccion de hidroperoxidos.
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7. DISCUSION GENERAL

A través de la caracterizacion cinética de las enzimas del sistema reductor de
hidroperéxidos en tripanosomatidos, diversos autores han propuesto a la reaccion TXN-
T(SH), como un sitio de intervencién terapéutica contra los tripanosomatidos T. cruzi
(Wilkinson et al. 2002); C. fasciculata (Gommel et al. 1997, Guerrero et al. 2000) y T.
brucei (Hillebrand et al. 2003) debido a que “es el paso con menor kcat/Km”.

De acuerdo a los resultados que se obtuvieron en esta tesis, la mayoria de los
valores de Km de las enzimas por sus sustratos son similares, muchos de ellos caen
dentro del mismo orden de magnitud a los reportados en la literatura. Sin embargo,
como ya se discutié anteriormente, los autores Wilkinson et al. (2002) y Guerrero et al.
(2000) utilizaron el sistema acoplante en condiciones subsaturantes con la consecuente
obtencion de un valor subestimado de la Vmax y kcat y un valor también subestimado
del potencial catalitico. Ademas, dichos valores pudieron variar debido a la temperatura
y el pH del ensayo utilizado por cada grupo de investigacién. En muchos casos, estos
parametros estan muy alejados de las condiciones que se presentan en los parasitos
vivos. Debido a todas estas consideraciones, los valores cinéticos reportados en la
literatura que no cumplan con las condiciones adecuadas en su caracterizacion, no
deberian de utilizarse para calcular la eficiencia catalitica real de una reaccién y mucho
menos utilizarlos para validar a una reaccién como blanco terapéutico en una célula.

Como se puede observar en la Tabla 4, la enzima con menor potencial catalitico
determinada en condiciones cercanas a las fisiol6gicas para todas las enzimas (mismo
buffer de reaccién, pH y temperatura), fue la GPx con el CumOOH y no la transferencia
de electrones entre la TXN-T(SH),;, por lo que atendiendo solamente a esta
caracterizacion in vitro, la reaccion de la GPx seria la limitante en el sistema. Es
necesario aclarar que aunque la GPx tuvo el menor potencial catalitico, el CumOOH no
es un sustrato fisiolégico, de manera que la Km por el verdadero sustrato fisiologico
(que pueden ser otros hidroperédxidos organicos de cadena corta) podria variar y por lo
tanto también la kcat/Km. Por otro lado, si bien se ha reportado que la TXNPx se
inactiva por un exceso de hidroperéxido (Flohé et al. 2002a), no se ha reportado el
efecto inhibitorio sobre GPx, sin embargo en nuestros ensayos, observamos que la
enzima se inhibe por CumOOH a concentraciones mayores a 1.5 mM. No se explord
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mas acerca de esta inhibicion, pues esta concentracion de hidroperoxido dificilmente se
alcanzaria in vivo, ademas esta concentraciéon (1.5 mM) es mayor a la saturante.

La caracteristica no-limitante de la reaccion de TXN-T(SH), concuerda con que al
considerar las concentraciones in vivo de ambos componentes (T(SH), = 0.1 — 2.1 mM;
y TXN= 0.3 — 0.5 mM; revisado en Olin et al. 2010), este paso no seria limitante para el
parasito, pues aunque el valor de kcat/Km sea semejante al de la reduccién de
hidroperéxido por GPx (siendo estos los menores de la via, Tabla 4), su baja eficiencia
se compensa con la alta concentracion en la célula de los dos metabolitos. Ademas,
considerar que la transferencia de electrones de la TXN-T(SH), es un buen blanco
terapéutico tampoco concuerda con los resultados encontrados no soélo en esta tesis,
sino también por otros autores, donde se concluye que este par es el factor
determinante del potencial redox en el citosol y el mas eficiente (Krauth-Siegel et al.
2007, Reckenfelderbaumer et al. 2002). Por lo tanto, seria dificil encontrar un inhibidor
tan especifico para la TXN que no afecte a la Trx del hospedero (debido a su similitud) y
gue se administre en concentraciones que inhiban la alta concentracion de TXN y no
afecten al hospedero.

Por otro lado, aunque no se conocen las concentraciones de TXNPxy GPxen T.
cruzi, se sabe que la TXNPx es abundante en C. fasciculata, contabilizando hasta un
6% de la proteina total del parasito (Nogoceke et al. 1997) y podriamos esperar que
también lo sea en T. cruzi. Asi mismo, ambas son enzimas citosélicas, las cuales
comparten como sustratos a los hidroperoxidos organicos, pero la TXNPx tiene ademas
como sustratos al H,O, y el peroxinitrito (Krauth-Siegel et al. 2007, Nogueira et al.
2009). Suponiendo esto, la reduccion del hidroperdxido por cualquiera de las dos
enzimas citosolicas tampoco seria limitante, pues su baja eficiencia se compensaria
con la alta concentracion de al menos una de ellas (TXNPx) (Flohé, 1998), y la
presencia de otra enzima (GPx) que comparte algunos de los sustratos. De manera
interesante, las eficiencias cataliticas de las enzimas de este sistema antioxidante
(calculadas a partir de dichas concentraciones de proteina) son 10* - 10* 6rdenes de
magnitud mayores a las que presentan las enzimas involucradas en la sintesis de
precursores del tripanotién (y-ECS, GS) y su sintesis (TryS) (Olin-Sandoval & Saavedra,

manuscrito en preparacion).



74

Finalmente, buscar blancos de intervencion terapéutica en este sistema
antioxidante en T. cruzi (y quiza en otros tripanosomatidos también), el cual presenta
valores de potenciales cataliticos altos, es muy abundante en los parasitos, y al parecer

es muy eficiente cataliticamente, parece un objetivo dificil de alcanzar.
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8. CONCLUSIONES

Se clonaron y purificaron las enzimas TXN, GPx y TXNPx de T. cruzi, y se
obtuvieron los parametros cinéticos Vmax, Km y kcat bajo condiciones pseudo-
fisiolégicas. De acuerdo a los valores obtenidos se determiné que el menor potencial
catalitico no recae en la reduccién de TXN por T(SH), como previamente se habia
reportado, sino en la reducciéon de hidroperéxido por GPx. Sin embargo, ninguna de
estas enzimas es cataliticamente deficiente en los parasitos, de manera que se pueden
excluir a las enzimas de esta via como blancos potenciales de intervencién terapéutica.
Es importante recalcar que no es posible proponer a una enzima como blanco
terapéutico, solamente a través de su caracterizacion cinética, sino que ademas de los
parametro cinéticos aqui descritos, es necesario tomar en cuenta también la

concentracion de enzima en el parasito y la concentracion de sus sustratos y productos.

9. PERSPECTIVAS

-Con los resultados metodolégicos obtenidos en esta tesis, se puede medir la actividad
de peroxidasa en extractos de T. cruzi, tomando en cuenta que si utilizamos cualquiera
de los hidroperéxidos utilizados en este trabajo (t-butOOH o CumOOH), no podriamos
diferenciar entre la actividad de GPx o TXNPx, pues las dos enzimas los toman como
sustrato.

-Para determinar la actividad de las enzima en el extracto es necesario medir la Vmax,
lo cual se puede lograr con el mismo sistema que se describi6 en este trabajo, y
sustituyendo a la enzima por el extracto.

- Teniendo las enzimas recombinantes de este sistema, se puede determinar el grado
de control de las enzimas involucradas en la via, a través de la reconstitucion in vitro de
la via basandose en las proporciones de cada una de las enzimas presente en los
parasitos asi como también las concentraciones de los intermediarios de la via. Esta
aproximacioén experimental podria ayudar a identificar la(s) enzima(s) dentro del
metabolismo del T(SH)., que podrian tener el mayor potencial terapéutico desde un

punto de vista cinético y metabdlico.
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