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RESUMEN

MIRANDA LEYVA MAURICIO. Purificacion y caracterizadn bioquimica de la
tiorredoxina glutation reductasa del trematé@sciola hepatica(Bajo asesoria del Dr.
Juan Luis Rendon Gomez).

Fasciola hepaticas el agente etioldgico de la fasciolosis, inf@tajue se
caracteriza por causar edema y destruccion ddbtegpatico. Esta parasitosis afecta a
una variedad de vertebrados incluyendo al homhme)gque ocasiona problemas de
salud publica y pérdidas econdmicas importantesl exector pecuario. El parasito se
encuentra expuesto a especies reactivas de ox(g&0) generadas por la respuesta
inmune del hospedero, e incluso producidas por repigp metabolismo. Entre sus
mecanismos de proteccion se conocen la tiorredofind, superoxido dismutasa
(SOD) y una tiorredoxina reductasa (TR); sin embaan otros parasitos altamente
emparentadosEchinococcus granulospschistosoma mansony el metacéstodo de
Taenia crassiceps$e ha descrito la existencia de la tiorredoxingagjion reductasa
(TGR) que participa activamente en la defensa sd@ante contra las ERO, y dado su
emparentado filogenético se sugirio la posibistercia erfasciola hepatica
En el presente estudio se logrd extraer una peotedtalitica a partir de la fraccion
citosolica del adulto d€. hepatica La enzima se obtuvo en un 40-80% de saturacion
con (SQ); NH,4. La fraccién resultante fue dializada y separaolagpomatografia de
intercambio i6nico (DEAE-sef) y cromatografia déniafad (2°,5"-ADP). La muestra
obtenida tuvo la capacidad de ejercer actividatiadeedoxina reductasa (34 U iy y
glutatién reductasa (31 U miY con DTNB y GSSG respectivamente. El anélisis de
pureza mediante electroforesis en gel de poliasiila en condiciones reductoras
(SDS-PAGE) revel6 la presencia de una banda cola maecular de 63 + 2 kDa. Se

obtuvo un&, 100 uM (DTNB) y 42 uM (GSSGK .. monomérica 35.7 sédDTNB)



y 32.55 seq (GSSG), y eficiencia catalitica de 357000" kg y 775000 M seg*
respectivamente.

La enzima ejercié actividad de glutarredoxina (54ng) e interesantemente efectué
una cinética histérica que fue dependiente de ha@erdracion de GSSG en el ensayo.
La enzima mostré actividad optima a pH 6.4 (DTNBJ.8 (GSSG). Las pruebas de
inhibicion mostraron su bloqueo total con auranofie determind una i, 1 nM
(DTNB) y 0.63 nM (GSSG). La secuencia del extremtefiinal efectuado por la
degradacion de Edman mostré el 52% de homologial@ohGR de Schistosoma
mansoniy Schistosoma japonicyndado que no se detectdé similitud con ninguna
tiorredoxina reductasa, se llegé a la conclusiéguiela enzima descrita se trata de una
TGR, la cual pudiera ser la responsable de regersiraestado reducido de la
tiorredoxina y glutation, y que podria estar sugghdo a la TR y GR convencionales

enFasciola hepatica.



1.-INTRODUCCION

1.1.- La fasciolosis y su distribucion.

Las infecciones provocadas por protozoos y helmigtusan el 30% de todas
las parasitosis en el mundo, siendo responsableandemorbilidad y mortalidad
superior a cualquier otra clase de patdégenos. Ectlaalidad los problemas de salud
publica y veterinaria se han incrementado debidi@ generacion de resistencia a los
farmacos, por lo que se ha despertado gran intréla comunidad cientifica por
desarrollar vacunas y farmacos mas potentes, s®lecseguros e inocuos (Abbas
al., 2004, citado por Naranjo, 200%asciola hepaticao duela del higado, es el agente
que causa la fasciolosisfeccion que se caracteriza por destruir los cotwdubiliares
y formar microabscesos necroticos que se conviememddulos amarillentos, caseosos
y con signos de inflamacion créni¢Romero, 1993). En algunos casos el parasito
también ha llegado a infectar los pulmones (Urguétaal, 2001) Entre los principales
hospederos se encuentran bovinos, ovinos, caprireIginos, porcinos Yy

accidentalmente el hombre (Garcia, 1987).

La fasciolosis en los humanos ha sido un problemaadud publica en casi todo el
mundo, se estima que afecta aproximadamente a llbhes de personas en 51 paises
del mundo (Mas-Comat al, 2005). Entre los paises latinoamericanos conomay
abundancia se encuentra Chile, Argentina, EcuaBolivia y Peru (Boteroet al,
2003). En México existen casos documentados enagoria de las entidades; sin
embargo, el Estado de Puebla ha sido el de mayoemide diagnésticos (Lamotkée

al., 1988).



La fasciolosis bovina es una de las parasitosis cnatosas en la ganaderia a nivel
mundial, ya que un bovino infectado disminuye sadpccidn (carne y leche), provoca

infertilidad o alto riesgo de aborto, ocasionattags digestivos y desnutricion que

conducen finalmente a la muerte, y en un bovinectaido se decomisan las visceras a
nivel de mataderos, lo que crea la necesidad deiradogedicamentos cada vez mas

costosos (Naranjo, 2009). Esta infeccidon se disgglcon mayor frecuencia en el Norte

de Africa, Oeste de Europa y toda Hispanoamérics{®@omaet al, 2005). En México

se ha detectado en toda la republica (Lamethal,1988); sin embargo, las cuencas

lecheras del Estado de Hidalgo han sido zonaftaleredemia (Romero, 1993).

1.2.- Generalidades d& asciola hepatica.

1.2.1.- Sistematica(Tomado de Mehlhoret al.,1993 & Gallego, 1969).

REINO: Animalia

PHYLLUM: Platyhelmintes

CLASE: Trematoda

SUBCLASE: Digenea

ORDEN: Echinostomida

SUBORDEN: Fasciolata

FAMILIA: Fasciolidae

GENERO:Fasciola

ESPECIEhepatica



1.2.2.- Morfologia deFasciola hepatica.

El adulto se caracteriza principalmente por suregtaento dorsoventral, presenta forma
foliacea y el extremo anterior termina en cono. éMi&i0- 3.0 cm de largo x 1.0 cm de
ancho y muestra una pigmentacion café claro debifopigmentacion biliar (Boteret

al., 2003) (Fig. 1).

Fig. 1. Morfologia externa deasciola hepatica
(Biodidac, http: www.//images.google.com.mx).

En la parte ventral del extremo anterior se encadatboca que esta rodeada por una
ventosa oral, la cual es seguida del gonoporoo(genital) por el cual expulsa los
huevecillos. En la parte ventral media se encuegitracetabulo que le sirve como
estructura de fijacion. En el extremo posteriotogaliza el poro excretor (Ruppest

al, 1996) (Fig. 2).
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Fig. 2. Morfologia interna de Fasciola hepatica adulto (Tomado de Biodidac,
http://www.google.com.mx/imgres?imgurl=http://wwacimed.unam.mx/deptos/microbiologia/parasitolo
gia/images/fasciolastruc-b.jpg).

La pared corporal presenta microvellosidades a madeloespinas y se encuentra
conformada por una epidermis o tegumento de nataadincitial, el cual realiza las
funciones de proteccion, absorcidén de nutrienteggyecion de desechos. Los nucleos
celulares se encuentran hundidos en una segunddl@ayada parénquima (Meglistsch,

1972) (Fig. 3).
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Fig. 3. Pared corporal. En trematodos, cestodosoynogeneos los cuerpos celulares del sincitio
tegumental se encuentran hundidos debajo de laedpma y se comunican a través de prolongaciones
gue se extienden entre los musculos (Tomado dedrigiml,. 1996)

El sistema digestivo de trematodos es de tipo ipbetm (un solo orificio). La boca
continla en una faringe bulbosa y termina en uriagedcorto que se bifurca para
formar un par de intestinos ciegos que se extiermldo largo del cuerpo para
transportar el alimento (Fig. 2). Son anaerobiosulfativos y presentan sistema
excretor protonefridial constituido por células“8ama” (solenocitos) (Ruppeet al,

1996).

Fasciola hepaticaes un organismo hermafrodita. El aparato repraduniasculino se
encuentra conformado por dos testiculos ramificadasla uno con un conducto
deferente que se une a un espermiducto y terminmesirro (6rgano copulador), el
cual puede estar retraido en una bolsa y emergezl gmnoporo en el momento de la
copula. El sistema reproductor femenino constardevario ramificado que se continda
en un oviducto y desemboca en una camara (ootim®ada de células que forman la

glandula de Mehlis, la cual se encarga de prodacicascara de los huevecillos y

7



lubricar las paredes del Utero para expulsarlos gbagonoporo. El parasito puede
reproducirse asexualmente en los estadios de esgiosy redias, los cuales forman

mas organismos mediante gemacion inteRupertet al., 1996)

1.2.3.- Ciclo biologico dd-asciola hepatica.

Los parasitos adultos que se localizan en los aiodubiliares del ganado y
accidentalmente en el hombre, comienzan a autofecs@ y a producir huevecillos, los
cuales se caracterizan por su tamafio (150 pn7)5 tienen forma eliptica y un opérculo
o tapa en un extremo (Garcia, 1987). Estos pasemteatino a través de la bilis y son
expulsados al ambiente con las heces (Botdraal, 2003). En el ambiente su
maduracion se efectla en el agua dulce a una tatopede 22-25 °C, y después de 9 a
15 dias eclosiona la primera forma larvaria (md&gi la cual se caracteriza por su
tamafo (130 a 180n), forma ovalada y se encuentra rodeada de caigttamotheet

al., 1988). El miracidio se desplaza libremente eragthla en busca de su primer
hospedero, el cual es una de las 20 especies almtes del génerbymnaealLa larva
ingresa por el pie del molusco, pierde los ciliosey convierte en un esporoquiste
(esporocisto) que se caracteriza por su foataagada o semiesférica (Garcia, 1987) y
en cuyo interior se desarrollan las redias que aezucontienen a las cercarias, las
cuales son mas similares al adulto por tener dotosas, un intestino bifurcado y un
apeéndice caudal que les permite desplazarse liltene@ el agua (Romero, 1993). Las
cercarias abandonan el molusco y se dirigen agataeién acuatica, en la cual pierden
la cola y se enquistan formando a las metacercé@®um) (Garcia, 1987). Cuando
un herbivoro o el hombre ingieren esta vegetada@etacercarias llegan al intestino
delgado, pierden su envoltura quistica, atraviéagwared intestinal y emigran por la
cavidad peritoneal hasta llegar al higado paraesliarse de tejido hepatico, después
penetran y se instalan en los conductos biliaregermino de dos semanas alcanzan la

fase adulta y comienzan a autofecundarse (Laneitak 1988) (Fig. 4).
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Fig. 4. Ciclo biolégico déasciola hepaticdCDC, http://www.dpd.cdc.gov/dpdx).

El desarrollo y supervivencia dasciola hepaticaequiere de una respuesta adaptativa
a los cambios ambientales, en particular a los mewes de defensa del hospedero, ya
qgue al igual que otros parasitos debe tener uenséstle proteccion eficiente contra el
peréxido de hidrégeno producido por el sistema mendel hospedero, e incluso contra
las especies reactivas de oxigeno (ERO) generamasupropio metabolismo (Salazar

et al, 2001).



1.3.- Papel del oxigeno.

El oxigeno en los aerobios permite la oxidacion mleta de las moléculas

(carbohidratos, lipidos y aminoacidos) con la foled de obtener energia para la
sintesis de ATP, lo que resulta una eficienciagétera que es mayor al metabolismo
anaerobio. La molécula de oxigeno realiza una axitacompleta al aceptar cuatro
electrones en su 6rbita mas externa (reducciéavegnte), produciendo dos moléculas

de agua (Tiskow, 1996).

O+ 4H" + 4¢ » 2D  (reaccion |)

Esta reduccion se efectia mediante la citocromxi@asa que transporta protones a
través de la membrana interna mitocondrial, lo gemera un gradiente electroquimico

que finalmente es utilizado para la sintesis de Afdetet al, 1999) (Fig. 5).

NAD" + Metabolito H —® Metabolito + NADH

NADH,+3ADP+3Pi+129__ , NAD+3ATP +40

Fig. 5. Reacciones generales para la obtencionTdeddirante la fosforilacion
oxidativa en la membrana interna mitocondrial (Tdmee Burtoret al, 1977).

A pesar de que el oxigeno es un elemento impreibténgara la vida, en ocasiones
puede volverse toxico al formar radicales librexs tuales son capaces de alterar

importantes moléculas en las células (Tiskow, 1996)

10



1.4.- Radicales libres.

Es cualquier especie quimica (atomo o moléculajtaide energéticamente y muy
reactiva debido a la presencia de uno o variodrelees desapareados, siendo capaces
de modificar reversible o irreversiblemente alguwcasnponentes celulares, lo que
origina el desarrollo de varias patologias. Se idensg que su principal blanco son las
insaturaciones de los lipidos de la bicapa, logogoca su peroxidacion y pérdida de
la permeabilidad e integridad de la membrana, adguaden dafar proteinas y ADN,
en este dltimo pueden originarse mutaciones quegmu@rovocar el desarrollo de
cancer y algunas patologias degenerativas comaéndiosne de Parkinson, Down,
Alzheimer, esclerosis multiple y aterosclerosiskdw, 1996).

Los radicales libres mas comunes son el triclordm€CCl;), oxido nitrico (NO),
radicales peréxilo (RS, alcoxilo (RO) (Tiskow, 1996), el atomo de hidedg (H),
hidroxilo (OH), tiol (RS), alquil (RO) y las especies reactivas de oxigeno (Hallieell

al., 1992 citado por Huertt al, 2005).

1.5- Especies reactivas de oxigeno (ERO).

Se forman cuando el oxigeno sufre una reducciovaiemnte, divalente o trivalente (Yu,
1994). Las principales ERO son el anion superofbd), el intermediario peréxido de
hidrégeno (HO,), radical hidroxilo (OH) y el singulete de oxigend@) (Lépez,
2000).

1.5.1.- Anién superoéxido (G).

Se forma en las células cuando el oxigeno moleadapta un electrén (reduccién
univalente) procedente de la cadena respiratogi@ofsidera que su principal fuente es
la descarga respiratoria (aumento del consumo dgews) en los macrofagos,
neutréfilos, monocitos y eosindfilos, ya que soms &ncargados de destruir agentes

patégenos al producir este radical. Los neutréfjomorfonucleares, eosinofilos y
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células mononucleares contienen sistemas enzireadieanembrana como la NADPH
oxidasa que al activarse durante la fagocitosigatiea la produccion de potentes
agentes oxidantes como el mismo anion superoxieimxplo de hidrogeno, radicales
‘OH, &cido hipocloroso y oxido nitrico (NO) (Tiskow996). El anion superoxido
también puede formarse por reduccion del oxigemante la oxidacion de hipoxantina
y xantina a acido urico (por accion de la xantimgdasa) (Huerta et al., 2005), y a
través de la captacion de los electrones provessaid la degradacion de catecolamidas
(por accion de la monoamino oxidasa) en el prodes@perfusion tisular posterior a la
isquemia (Tiskow, 1996); sin embargo, hay fact@e®rnos que también promueven
su formacion, tal como la radiacion ultravioletapguctos de la detoxificacion de
drogas y toxinas, accion de carcinogénicos, oxdacide alimentos,
fotosensibilizadores, contaminantes atmosféricasnd de cigarro, productos de la
combustién de la materia organica y pesticidaslifizl et al, 1992 & Clifford, 1999
citados por Huertat al, 2005).

1.5.2.- Peréxido de hidrogeno (bD>).

No se considera un verdadero radical debido a guexe de electrones despareados; sin
embargo, cuando capta un electrén procedente deloFeu puede formar el radical
hidroxilo (-OH) (L6pez, 2000).

1.5.3.- Radical hidroxilo (- OH).

Es muy inestable debido a que contiene un eledesapareado. Ataca casi todo tipo de
estructura celular. Puede formarse por la ruptararch molécula de agua bajo el efecto

de radiacion gamma o en el ciclo Haber-Weiss. @)ig.

20 +2H —— b0, + O,
H,O,+ F€2 ——» Fe® +.0H + OH

Fé+O,, — »FE+0O,

Fig. 6. Formacion del radical - OH a través delocidhber-Weiss (Tomado de Lopez, 2000).
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Para controlar los efectos devastadores de losaladilibres, las células cuentan con

mecanismos de proteccion enzimaticos y no enzipgftjtie actlan para neutralizar o

prevenir la formacion de las ERO (Yu, 1994) (Fig.7

Witamina E
Beta carctena

Reticulo

Beta caratencs

Endoplasmico
Vitarmina E @
OO T R
Peroxisoma "'- Y
Catalasa

Citosol

Cu Zn SO0
GSH
GEH Peroxidasa

Lisosomas

Vitarmina O
Vitamina E
Beta carcgtans

Mitocondria

Mn SO0
GEH Peroxiclasa
GSH

Vitamina E

Beta caroteno

Figura 7. Principales sistemas enzimaticos y ninextcos de defensa antioxidante en las células

(Tomado de Borzonet al.,1996)

1.6.- Mecanismos antioxidantes no enzimaticos.

1.6.1.- Vitaminas y otros antioxidantes.

Estasmoléculas son capaces de neutralizar o limitacti@idad de los radicales libres.

a) Tocoferol (Vitamina E). Compuesto liposoluble quk raaccionar con los

peroxidos impide la formacién de radicales libres la membrana celular

(Tiskow, 1996).

b) Acido ascérbico (Vitamina C). Reacciona directaraenbn los superéxidos,

singulete de oxigeno y el radical hidroxilo (LOp@800). Este compuesto dona

los cuales son

electrones para formar los intermediarios radicassorbilos,

mantenidos en bajas concentraciones en el plasisieW, 1996).



c) p- Carotenos Reaccionan con los peroxidos para impedir la forém de
radicales. Por su alta liposolubilidad protegenaamembrana celular (Lopez,

2000).

d) CeruloplasminaProteina circulante que contiene*Guactiia como antioxidante

extracelular (Yu, 1994).

e) Removedores de Radicales libresSqavengef3. Se caracterizan por ser
facilmente oxidables. Entre estos se encuentrapidigina, manitol, tiourea,
alopurinol, oxipurinol, hidroxitolueno butilado, sferoxamina, dimetilsufoxido y

la dimetiltiourea (Yu, 1994).

1.6.2.- Glutation.

Es un tripéptido conformado como L-glutamil-L-cisikglicina, donde el residuo de
cisteina contiene un grupo tiol (-SH) que es resable del estado oxidado (GSSG) y
reducido (GSH) del glutatiéon (Sies, 1999) (Fig. B)tripéptido puede donar electrones
para reducir cualquier enlace disulfuro formado reentisteinas de proteinas
citoplasmaticas. El glutation es el tiol mas pegugfide mayor abundancia en las

células eucariontes (0.01 a 10 mM) (Guevara, 2004).

SH
@) @) O
H
N\)k
HO Fj OH
NH. o)

Fig. 8. Estructura molecular del glutation.
La cisteina contiene el grupo tiol (-SH) que epoesable del estado redox (Tomado de Sies, 1999).
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1.6.2.1.- Biosintesis del glutation.

El L-glutamato y cisteina forman el dipéptid6-glu-cis en una reaccion que es
catalizada por la— glutamil-cisteina sintetasa (GSH1). El dipéptidorfado se une a
una glicina, y por accién de la glutation sintetf@8&H2) se forma el glutation.

Las enzimas que participan requieren ATP, y loglevde glutation son regulados por

mecanismos de inhibicion por retroalimentacion aey+glutamil-cisteina sintetasa

(Fig. 9).

Glu + Cis

{ GSH1
v
Y-Glu - Cis

Gli | GSH2
v NADP
GSH

GSSG

NADPH"

Fig. 9. Biosintesis y regulacion redox del glutati®omado de Grant, 2001).

1.6.2.2.- Funciones del glutation.

El tripéptido participa en la regulacion del ciclelular, la expresion génica, apoptosis,
reparacion de DNA, produccion de citocinas y fitelgtinas, degradacion de
xenobidticos y en la depuracién del peréxido dedgdno a través de la glutation

peroxidasa (Sies, 1999).
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1.7.- Mecanismos antioxidantes enzimaticos.

1.7.1.- Superoxido dismutasa.

Es una metaloenzima mitocondrial (SOD ¥)ny citosélica (SOD Cif y zZn'?) que
cataliza la dismutacion del anién superoxido engexd molecular y peroxido de

hidrogeno (Tiskow, 1996).

SOD

20, +2H —> Or H,0, (reaccion Il)

1.7.2.-Catalasas.

Son un grupo de enzimas localizadas a nivel dexgenmas. Se encargan de detoxificar
el peroxido de hidrogeno en agua y oxigeno mole¢@aevara, 2004). Ante elevadas
concentraciones de peroéxido, las catalasas se erugivimordiales en su remocion

(Tiskow, 1996).

2HO, — > o+ 2H,0 (reaccion )

1.7.3.- Glutation peroxidasa (Gprx).
Es una enzima dependiente de selenio localizadeveh citosolico y mitocondrial.
Emplea glutation reducido para depurar el peroxidchidrogeno en agua y glutation

oxidado colateralmente (Tiskow, 1996).

2 GSH+ HO, ——» GSSG + 28 (reaccion IV)

Para que esta enzima siga funcionando necesitatiglutreducido, el cual puede ser
regenerado mediante la glutatiéon reductasa (GR¢ emplea NADPH como agente

reductor (Tiskow, 1996) (Fig. 10).
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1.7.4.- Glutation reductasa (GR).

Es una flavoproteina citoplasmatica y mitocondiiz se encuentra organizada en tres
dominios estructurales; el primero se une al FADsegundo al NADPH vy el tercero
contiene un disulfuro reducible que sirve como @aator intermediario de electrones

para la reduccion del glutation (Guevara, 2004]. ().

NADPH + H*

Gr

Fig. 10. Regeneracién del GSH mediante la Glutaidinctasa y NADPH.
(UNAM, http://bg.unam.mx/~evazquez).

1.7.5.- Tiorredoxina peroxidasas (Tpx).

Son proteinas con masa molecular de 25 kDa. Camti@nresiduos de cisteina que
captan electrones procedentes de la tiorredoxireagepurar el perdxido de hidrogeno
(Salazaet al.,2001).

1.8.- Tiorredoxina (Trx).

Son proteinas con masa molecular de 12 kDa. Eremfrac activo contienen dos
residuos de cisteina que forman un ditiol en eldesteducido (Trx- SHy un puente
disulfuro intramolecular (Trx- § en el estadmxidado (William et al., 2002). Su
estructura globular se constituye por 5 lamifiaplegadas que forman una regién
central hidrofobica rodeada ponhélices en la superficie (Powes al.,2001)(Fig.11).

El centro activo se encuentra localizado en lagroin de la estructura terciaria, entre

una lamings- plegada y una-hélice (Holmgrenret al., 1995). El centro activo de la
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tiorredoxina deEscherichia colicontiene la secuencia conservada Trp- Cis- Gb- Pr
Cis (Powiset al., 2001) dentro de una cadena polipeptidica de 10&aanidos

(Holmgren, 1985).

Fig. 11. Estructura tridimensional de la Tiorredaxil deEscherichia coli.
(Tomado de Holmgren, 1985).

La tiorredoxina en los eucariontes predomina en idoformas: la tiorredoxina-1
(citosOlica y nuclear) y tiorredoxina-2 (mitocoradyi La primera juega un papel
importante en el desarrollo del cancer, ya queqiaat en algunas funciones como el
crecimiento, inhibicién de la apoptosis, regulacim los factores de trascripcion y
abastece de equivalentes reductores a la ribortistde@ductaspara la sintesis DNA
(Powiset al.,2001), aunque también participa en la regulaciétade6 bifosfatasa y
malato deshidrogenasa (Holmgren, 1985), forma paetda subunidad de la DNA
polimerasa del fago T7, favorece el ensamblamidetdago F1, reduce a la insulina,
coriogonadotropina y fibrinbgeno (Holmgreat al., 1995) y depura el peréxido de

hidrogeno por accion de la tiorredoxina peroxid@aevara, 2004) (Fig. 12).

Trx-(SH), + Proteina- § ——  Trx- S; + Proteina--(SH) (a)

TrX‘(SH)Z + H202 - > Trx- Sz + 2H20 (b)

Fig. 12. Participacion de la tiorredoxina en lausgion de disulfuros (a), y depuracion del peréxido
hidrogeno (b) (Tomado de Guevara, 2004).
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1.8.1.- Tiorredoxina deFasciola hepatica.

Es una proteina con masa molecular de 12 kDa. 8uweseia muestra una region
conservada (W-C-G-P-C-K) en su sitio activo. Laregn enEscherichia coliha
permitido mostrar un 50.53% y 49.5 % de homologém da tiorredoxina de
Echinococcus granulosug Schistosoma japonicumespectivamente (Salazat al.,
2001).

El andlisis cristalografico de la tiorredoxinaklenepaticaha revelado la presencia de 5
laminasp-plegadas rodeadas poro4hélices (Fig. 13). La region conservada del sitio
activo (WCGPC) contiene dos residuos de cisteirafgtman un ditiol separados a
3.44 A y un puente disulfuro de 2.33 A, el cualresponsable de los cambios de
conformacion al modificar su estado redox. Se sagjae dicha proteina participa en la
cascada redox involucrada en el mantenimiento dehdaneostasis celular al
proporcionar la proteccion contra las ERO prodwgidar el hospedero (Littlechilett

al., 2008).

Fig. 13. Estructura cristalografica de la tiorreidaxdeFasciola hepaticaSe conforma por 5 lamin@s
plagadas rodeadas pou4élices (Tomado de Littlechilet al, 2008).
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Para que la tiorredoxina pueda efectuar sus fuesi@s necesario regenerar su estado
reducido, el cual es posible a una reaccion queatalizada por la tiorredoxina

reductasa que emplea NADPH como agente reductdm@tenet al, 1995).

1.8.2.- Tiorredoxina reductasa (TR).

Es una proteina dimérica dependiente de nucledtdqsridina (Upcrofiet al., 1996).
Predomina como un homodimero con subunidad de 35(&D procariontes, levaduras
y plantas) y 55-65 kDa (animales) (Seinal.,2004). La TR de mamiferos presenta la
secuencia conservada GCUG en el extremo carboailminal de cada subunidad,
donde U corresponde a un residuo de selenociggem@unto a una cisteina forman un
puente selenildisulfuro en el estado oxidado. Caaficho puente es reducido forma un

selenotiol que es capaz de efectuar una reducGivevara, 2004) (Fig. 14).

Trx-(S),+ NADPH + H* — .  Trx-(SH), + NADP"

Fig. 14. Reduccion de la tiorredoxina mediantéraR y NADPH.

1.8.3.- Glutarredoxina (Grx).

Es una proteina con dos residuos de cisteina c@uey en el sitio activo, el cual es
similar al sitio activo de la tiorredoxina pero iéetencia de esta, la glutarredoxina es
reducida directamente por glutation empleando NADQ@Ho fuente de equivalentes
reductores (Grant, 2001). La glutarredoxina paéicien la sintesis de

desoxirribonucleétidos, reparacion de proteinasdas por oxidacién, plegamiento de
proteinas, metabolismo del azufre, reduccion daiddeascorbato y otros disulfuros

(Grant, 2001). La glutarredoxina pertenece al siatele glutatiéon, que junto con el

sistema de tiorredoxina constituyen los dos mej@istemas redox en las células

animales (Salinast al.,2004).
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1.9.- Tiorredoxina glutation reductasa (TGR).

Se aisl6 por primera vez en células de testiculmti. Es una enzima homodimérica
dependiente de NADPIdon subunidad de 65 kDa. Contiene un centro actdox
carboxil terminal con un residuo de selenocisté8er) (Salinagt al, 2008). Tiene la
capacidad de ejercer actividad de tiorredoxina ctdba, glutation reductasa y
glutarredoxina debido a una fusion aparente delimionde la tiorredoxina reductasa y

glutarredoxina (Rendéet al.,2004).

1.9.1.- Estructura tridimensional de la TGR.

El andlisis cristalogréafico de la TGR &ehistosoma mansoha revelado un dimero
constituido por 597 residuos distribuidos en uraate 4120 A Cada monémero esta
formado por la fusion del dominio de la glutarreidax (con 3 cisteinas entre los
residuos 1-106) y tiorredoxina reductasa (con $&imas entre los residuos 107-598).
La dimerizacién forma una estructura en “W” con dlms dominios de glutarredoxina
en cada extremo (Fig. 15 B). La enzima presentaloop expuesto al solvente
conformado por Asp-Thr-Glu-Asn-Asn, situado abagh dominio de FAD (Bellelliet

al., 2008) (Fig. 15).

1.9.2.- Mecanismo catalitico TGR.

La activacion de la enzima se da con un abastetimide equivalentes reductores
procedentes del NADPH hacia el dominio de FAD, daiaon transferidos al sitio
activo redox tiol/disulfuro N- terminal, luego amtro activo redox selenilsulfuro del C-
terminal de la segunda subunidad y finalmente altrceactivo del dominio de la
glutarredoxina de la primera subunidad, la cuattéte actividad de glutarredoxina y
glutation reductasa. La TGR es capaz de reduca #otredoxina u otros sustratos

disulfuros mediante el sitio activo carboxilo tenadi selenilsulfuro (Suet al.,2005).
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[)

TGR-loop \ oy / ") 1GR-loop

TR-domains

Fig. 15. Estructura cristalografica de la TGRSighistosoma mansor(iA): Muestra el dominio de la TR
conformado por los dominios de FAD, NADPH y el extio C- terminal. (B): Dominios de glutarredoxina,
tiorredoxina reductasa y la adopcién de la formd tisrante la dimerizacién. Se observaaglp expuesto

al solvente abajo el dominio de FAD. (Tomado déeieet al, 2008).
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1.9.3.- Comportamiento histérico de la TGR.

Consiste en la aparicion de un retardo en la agtwade la enzima (tiemgdag) cuando

se le expone a altas concentraciones de sustistopEopiedad ha sido caracteristica de
la TGR deEchinococcus granulosusdel metacéstodo deaenia crassicepéRendon

et al, 2004).

1.9.4.- Regulacion de la biosintesis de la TGR.
La sintesis de la TGR estan regulados principalengot la disponibilidad de selenio, la
expresion génica de la selenocisteina (UGA) y taratcion RNAt- SEC durante la

traduccion (Suet al.,2005).

En la actualidad se conocen la TGR Sehistosoma mansoiiAlger et al., 2002;
Bellelli et al, 2008),Echinococcus granulosugnitocondrial y citosolica) (Agoriet
al., 2003), metacéstodo dEaenia crassicepgRendonet al, 2004) y de mamifero
(ratdén) (Suret al.,2001). En el metacéstodo @aenia crassicepao se ha encontrado
la tiorredoxina reductasa convencional, por lo siade atribuye a la TGR el papel del
mantenimiento redox de la tiorredoxina y glutatipmlado que ek. hepaticano se ha
detectado la existencia de una glutation reductasavencional, seria interesante
conocer si la TGR existe en dicho parasito, yaegiadios sugieren que la TGR es la
disulfuro reductasa en los platelmintos y que madestar sustituyendo a la TR y GR

convencionales a través de la evolucion (Saktad, 2004).
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2.- JUSTIFICACION
Dada la importancia de los sistemas de tiorredoyimggutation en el mantenimiento
redox y como defensa antioxidante en algunos pgasasesulta interesante conocer si
en Fasciola hepaticaexiste la TGR, ya que nos permitiria describir wnevo
mecanismo de proteccion antioxidante, ademéas sa Eaposibilidad de visualizarla
como un blanco molecular para el disefio de farmdr@gdos contra este parasijoe

por su importancia médica y veterinaria resulta @ugctivo en el ambito cientifico.

3.- HIPOTESIS
En algunos parasitos del grupo de los platelmir#®sha encontrado una enzima
multifuncional (TGR) que reduce tiorredoxina y gliin, los cuales participan
activamente en la proteccion antioxidante, y dageFasciola hepaticas miembro del
mismo grupo y no se le ha encontrado una glutagdactasa convencional, entonces

es posible que la TGR también exista en dicho ftaras

4.- OBJETIVOS:
4.1.- Objetivo general.
Purificar y caracterizar la tiorredoxina glutati@ductasa deasciola hepatica
4.2.- Objetivos particulares.
* Obtener los parasitos adultos a partir de higaddsoginos infectados
* Precipitar la proteina con sulfato de amonio
» Purificar la enzima mediante cromatografia de gaebio iénico y afinidad
* Determinar la cinética histérica y la actividadgiigarredoxina.
» Determinar los parametros cinéticés;, Vmax K car Ceat Y €ficiencia catalitica.
» Determinar la masa molecular de la subunidad

e Secuenciar el extremo N-terminal mediante el métmlBEdman
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5.- MATERIALES Y METODO

MATERIAL Y SUSTANCIAS.

Adultos de Fasciola hepatica, PBS: amortiguador fosfato de sodio (pH 7.4),
amortiguador Imidazol 50 mM (pH 6.4) 1mM EDTA, PMStenil-metil-sulfonil-
fluoruro, NADPH: Fosfodinucleotido de nicotinamiddenina reducido, DTNB:
ditionitrobenceno, GSSG: Glutation oxidado, (MHSQ:: Sulfato de Amonio, DEAE-
SEF: Dietilamionoetil-sephacel, NaCl: Cloruro delisp 2°,5° ADP: adenosin 2" 5” bis-
fosfato, SDS (dodecil sulfato sédico), buffer dericoiento 1X, marcador PM (Bio-

rad), auranofin (INC Biomedicals), membranas deféal (> 12 kDa), glicerol al 10%.

5.1.- PURIFICACION DE LA ENZIMA.

5.1.1.- Obtencién de adultos dEasciola hepatica.

Los parasitos adultos fueron extraidos directaméaties conductos biliares de higados
de bovinos infectados en el rastro municipal deitroede Tlalnepantla, Estado de
México. Se introdujeron en solucién de PBS 10 mM (p4) + NaCl 0.9% bajo un
bafio de hielo y posteriormente fueron trasladatiDepartamento de Bioquimica de la
Facultad de Medicina (UNAM).

En el laboratorio se lavaron tres veces con PBSajlreacenaron a -70 °C.

5.1.2.- Obtencion del extracto crudo.

La muestra biolégica se descongel6 a temperaturhieate y se le adicion6
amortiguador Imidazol 50 mM (pH 6.4) EDTA 1mM enoporcion 3:1 (v/p),
conteniendo fenil metil sulfonil fluoruro (PMSF) @81 (1:1000 v/v), y posteriormente
se homogeneizé con un vastago de teflon Pottemigelmea 3000 r.p.m bajo un bafio de

hielo.
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5.1.3.- Obtencion de la fraccion citosolica.

El homogenado se centrifugé a 11209 durante 25 min a 5 °C en una centrifuga
Beckman J2-21. El sobrenadante fue decantado #llet ge resuspendié en 50 mL de
amortiguador Imidazol 50 mM (pH 6.4) EDTA 1mM, shomogeneiz0 y se sometio

nuevamente a centrifugar con el fin de extraerdgaoncantidad de proteina. Al final el

pellet fue descartado y los sobrenadantes fueraclados en un solo volumen.

5.1.4.- Precipitacion de proteinas.

A partir del sobrenadante obtenido se precipitdasmproteinas con sulfato de amonio.
La primera precipitacion se llevé al 40% de satioracpara ello la sal fue adicionada
gradualmente bajo agitacion continla en un bafiohiééd y posteriormente se
centrifugd a 16336 durante 20 min a 4 °C. Al término se decant0 blfemadante y
se llevo al 80% de saturacion bajo el mismo prougito. Al final los pellet fueron

resuspendidos en 12 mL de amortiguador imidazoh&D(pH 6.4) EDTA 1mM.

5.1.5.- Didlisis.

Para eliminar el exceso de sales en las muestrasesuspendidos se introdujeron en
sacos semipermeables de celofan (retencion: maktecul2 kDa) y se dializaron contra
2000 ml de amortiguador imidazol 50 mM (pH 6.4) EDImM, por un lapso de 12

horas a 4 °C y bajo agitacion continua.

Al término se midio la actividad enzimatica pardéedear la proteina de interés.
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5.1.6.- Cromatografia.

5.1.6.1.- Cromatografia de intercambio iénico.

Se utilizé una columna (2.6 x 20 cm) previamenteilgada con amortiguador
imidazol 50 mM (pH 6.4) EDTA 1 mM. Se empled diatilinoetil unido
covalentemente a sefacel (DEAE-SEF) como intercadani anionico (Amersham
pharmacia biotech, 1999). La muestra se corri@eef de la columna a 6.6 mL/h. Al
término se lavo con el amortiguador mencionado pamgover las moléculas libres y
para eluir las proteinas adsorbidas a la columrapksd un gradiente de NaCl (0-0.4
M). El eluyente fue registrado con un detector logogbancia a 280 nm y fue colectado
en diferentes fracciones. Para localizar la enzimanterés se realizaron mediciones de
su actividad catalitica en las fracciones que raostr mayor absorbancia en el perfil
proteico. Las fracciones activas fueron mezclagaaresolo volumen (Renddet al.,

2004).

Para cuantificar la concentracion de NaCl en ld eliaye la proteina de interés, se
empled un conductimetro 3200 incorporated. Se pbepaa curva de calibracion con
una serie de soluciones de NaCl y se represenficagriente la conductividad en
funcién de su concentracion. Se midié la conduddigien las fracciones activas y se
interpolaron en la gréafica para conocer su conaei@tn. Finalmente se relacion6

graficamente la concentracion de NaCl en funcidmdmero de fraccion.

Para eliminar el exceso de NaCl en las muestrasaacte realizé una dialisis contra

1L de amortiguador Tris-HCI 0.1M (pH 7.8) EDTA 1mMglicerol al 10% a 4°C bajo

agitacion constante (Rendénal, 2004).
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5.1.6.2.- Cromatografia de afinidad.

Se utilizé una columna (2.6 x 20 cm) previamentglggada con Tris- HCI 0.1 M (pH
7.8) EDTA 1mM. Se empledé como ligando adenosind” djs-fosfato (2°,5° ADP)
acoplado covalentemente a sefarosa 4B (Amershammphbe biotech, 1999). La
muestra se corrio a través de la columna a 6.6 mAfhtérmino se lavd con el
amortiguador mencionado para remover las molédiess, y para eluir las proteinas
unidas al ligando se aplicé un gradiente de NADRHLZ0 uM). El eluyente fue
registrado con un detector de absorbancia a 280y rfae colectado en diferentes
fracciones. Para localizar la enzima de interéeakzaron mediciones de la actividad
catalitica en las fracciones que mostraron maysoréancia en el perfil proteico. Las
fracciones que resultaron activas fueron mezcladasn solo volumen (Renddt al,
2004).

Para eliminar el exceso de NADPH en las muestitagmacse realizo una dialisis contra
1000 ml de amortiguador Tris-HCI 0.1 M (pH 7.8) E®STmM por 24 horas a 4° C

bajo agitacion constante.

5.1.7.- Ultrafiltracion.
Con la finalidad de concentrar la muestra, el eltg/@btenido se introdujo en tubos
filtrables de vivaspin que cortan en moléculas kD& y se centrifugd a 1243gx

durante 15 min.

5.1.8.- Cuantificacién de proteinas.
Para conocer la concentracion proteica, a partundealicuota procedente de cada una
de las fases de purificacién se cuantificaron ladefnas por el método de Bradford

(Bradford, 1976) empleando albumina de suero bof&®A) como estandar.
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5.1.9.- Electroforesis en gel de poliacrilamida (S® PAGE).

Para analizar el grado de pureza alcanzado seuéflectécnica de electroforesis en gel
de poliacrilamida en condiciones reductoras, sel@m8DS (dodecil sulfato sédico)
como agente desnaturalizador (Laemmli, 1970). Lelesgconcentrador y separador
fueron preparados al 4% y 10% respectivamentecbogponentes de la mezcla para el
tamiz polimérico fueron agua desionizada, acrilafigacrilamida, SDS al 10%,
amortiguador Tris-HCI 1.5 M (pH 8.8) (separador)Tyis-HCI 0.5 M (pH 6.8)
(concentrador), persulfato de amonio al 10% y TEM&Dun volumen final de 5 ml.
Cuando los geles separador y concentrador fuerimgrizados, se colocé el marcador
de masa molecular (6 ul) y la muestra proteicay@ben condiciones reductoras. La
corrida se efectu6 a 70 V durante 30 min y despaédacrementd a 140 V durante 60
min. Se extrajo el gel y se sometié a tincion coul @e Coomassie R- 250 durante 5

horas, posteriormente se revel6 con solucion damokacético-agua (4:1:5).

5.2.- CARACTERIZACION CINETICA

5.2.1.- Actividad de tiorredoxina reductasa.

La capacidad para reducir tiorredoxina fue detemdn monitoreando
espectrofotométricamente el incremento de la absoid a 412 nm a causa de la
formacion del anién NTB(tionitrobenzoato) como consecuencia de la redacdel

sustrato artificial DTNB (ditionitrobenceno), deuacdo a la reaccion:

DTNB + NADPH+H ————» 2 TNB+ NADP" + 2 H'

La mezcla de reaccion contuvo DTNB (0.90 mM) y NADR125 pM) los cuales
fueron preincubados durante 3 min con amortiguddsr HCI| 0.1M (pH 7.8) EDTA 1

mM (absorbancia basal). Para iniciar la reaccidadieiond una alicuota de la muestra
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conteniendo a la enzima (0.5 pg) en un volumerl fieal ml a 38 °C, de acuerdo a

Rendonret al, 2004.

5.2.2.- Actividad de glutation reductasa.
La capacidad para reducir glutation fue determinad@aonitoreando
espectrofotométricamente el decremento de absagban840 nm como consecuencia

de la oxidacion del NADPH en presencia de GSS@gcderdo a la reaccion:

GSSG + NADPH H ————» 2 GSH + NADP

La mezcla de reaccion contuvo a la enzima (0.5esg)spendida en amortiguador Tris-
HCI 0.1 M (pH 7.8) EDTA 1mM. Se adicion6 NADPH (1Q€M) para iniciar la

absorbancia basal y después de 3 min la reacc@rniciada por adicion de GSSG
(0.11 mM) en un volumen total de 1 ml, de acuerdBeagmeyer, 1970. Para la
actividad de GR, una unidad de actividad se deforao la cantidad de enzima que

cataliza la oxidacion dedmol de NADPH por min a 25 °C (Rendénal., 2004).

5.2.3.- Actividad de glutarredoxina.

Para conocer si la enzima presenta multifuncioadlide determind la actividad de
glutarredoxinaLa mezcla de reaccion contuvo amortiguador Tris-BQIM (pH 7.8)
EDTA 1mM (225 pL), GSH (2.5 mM) e hidroxietil disuto (HED) (63 mg) los cuales
fueron incubados durante 2 min a 38 °C para perhaiformacion del disulfuro mixto
de glutation §-mercaptoetanol-GSSG) f-mercaptoetanol (reaccion a) (Fig. 15),
posteriormente se adicioné el amortiguador mendion@00 pl) conteniendo a la
enzima (0.5 pg) y se incub6 durante 3 min para pierta formaciéon de glutatiéon

oxidado +B- mercaptoetanol (reaccion b) (Fig. 15). Finalmesgeafiadi®6 NADPH (6
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mM) y glutation reductasa de espinaca para forrhaatipn reducido (GSH) y NADP

(reaccion c) (Fig. 15).

/ HO-CH-CH,-S-S-CH-CH,-OH + GSH \
l (HED)

HO-CH-CH,-S-S-GSSG+ HO-CH-CH,-SH  (a)

Dfsulfuro mixto)

!

GSSG+ HO-CH-CH,<-SH  (b)

|

\ GR+ NADPH +H —® GSH + NADP(c) /

Fig. 15. Actividad de glutarredoxina.

De esta manera la reaccion se determind monitooeglindecremento de la absorbancia
a 340 nm como consecuencia de la oxidacion del NARRadido. En esta reaccion,
una unidad de actividad se define como el consumd gimol de NADPH mih

(Rendoret al.,2004).

5.2.4.- Determinacion de la cinética histérica.

Para conocer si la enzima de estudio presenta mapartamiento histérico, tal como
sucede con la TGR d& granulosus/ en el metacéstodo de crassicepsse determino
la actividad histérica con glutation. La mezclaréi@ccion contuvo a la enzima (0.5 pg)
y NADPH (150 puM) mezclados con amortiguador TristHICL M (pH 7.8) EDTA
1mM e incubados por 3 min. La reaccion se inicidlpadicion de GSSG a diferentes
concentraciones en un volumen final de 1m. Setrégé cambio de absorbancia a 340

nm y se relaciono graficamente en funcion del tierfipendoret al, 2004).
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5.2.5.- Parametros cinéticosKn, Y Vimax.

Los parametros cinéticos fueron determinados paraaa actividades (TR y GR). A
partir de una serie de ensayos efectuados con mipacenes crecientes de sustrato, se
representd graficamente la velocidad de reaccidfueaidon de la concentracion de
sustrato (cinéticMichaelliang. Para calcular los valores de las constantetitczda se
construyo la grafica doble reciproca de Linewed@uk (Macarullaet al, 1992), en la
cual el punto de corte con el eje de ordenadaggmonde a la inversa deVaay Y €l
inverso del punto que intercepta en las abscisaresppnde a la constante de

Michaellis-MentenKy,.

5.2.6.- Determinacion del pH optimo.

Se determind el efecto del pH para ambas activalé@tie y GR). Los amortiguadores
empleados fueron Bis-Tris 0.1M (pH 5.9), ImidazohM (pH 6.45- 6.8), Tris- HCI
0.1M EDTA 1mM (pH 7.2-8.4) y AMPSO 0,1 M (pH 8.8e represent6 graficamente

la actividad especifica en funcion del pH.

5.3.- CARACTERIZACION MOLECULAR.

5.3.1.- Determinacion de la masa molecular.

La masa molecular del monémero fue determinadaangslia técnica de electroforesis
en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), como se dbgtmnteriormente en el analisis
de pureza. Se emplearon marcadores de masa molegntxida (30-80 kDa). La masa
molecular de la enzima se determiné al relacionaficGamente el logaritmo de la masa
molecular de los marcadores en funcion de su naadlrelativa en el gel (RF), la cual
fue determinada como la distancia recorrida de tataa entre la distancia del frente

de corrida. El valor de la RF de la enzima fuerpatado en la grafica y el punto que

32



interceptd en las ordenadas correspondié a la masecular de la subunidad (Garfin,

1990 citado por Garcia, 2000).

5.3.2.- Pruebas de inhibicion enzimatica.

Con el fin de conocer si la enzima de estudio essglenoproteina (como lo es una
TGR), se realizaron pruebas de inhibicion en pmr@aede auranofin, el cual es
especifico para selenoenzimas (Algeral, 2002). La mezcla de reaccion contuvo el
amortiguador correspondiente, la enzima, sustr@é8SG 6 DTNB) y auranofin a
diferentes concentraciones. La mezcla mencionadin@eéd por 2 minutos y la
reaccion fue iniciada por adicion de una alicu@aNADPH en un volumen final de 1
ml a 38 °C. Se relaciono6 graficamente el porcerdajéa actividad relativa en funcion

de la concentracion del inhibidor (Rendgiral, 2004).

5.3.3.- Determinacion de la concentracion inhibitaa al 50% (Clsoo,).

Con los datos obtenidos en las pruebas de inhihigé representd graficamente el
porcentaje de la actividad residual en funcion Idghritmo de la concentracion de
auranofin. El valor de la gy se determiné como el punto que define el 50% de la
actividad enzimatica interceptado en las abscisa®cl logaritmo de la concentracion

de auranofin (Plancarte, 2004).

5.3.4.- Secuencia del extremo N- terminal.

Con el fin de conocer si la enzima de estudio mteas@omologia con la TGR, se
determiné la secuencia del extremo amino termiAapartir del gel obtenido en el

analisis de pureza se recortd la banda corresputediela proteina y se electrotransfirid
mediante un sistema Trans-blot SD a una membranfiudeiro de polivinilideno

(PVDF) durante 45 min a 14 V. Se tifié con azul derGassie R-250 y posteriormente
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se sometio a degradacion de Edman en un secuentaadagas (Instruments Beckman

LF 3000) equipado con un sistema de HPLC (Remd@h, 2004).

5.3.5- Analisis in silico de la enzima.

Se realizé un alineamiento mediante el prografoatalw con el fin de comparar la
secuencia obtenida con la TGR de otros organisiosteriormente se efectuo el
analisis de la estructura secundaria con el prognaredict protein, empleando la

interpretacion de Mount, 2004.
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6.- RESULTADOS

6.1.- PURIFICACION DE LA ENZIMA.
La fraccion citosolica (180 ml) se obtuvo a padé la homogeneizacion de 45g de
parasitos adultos, y al culminar la didlisis pdmaiear el exceso de sulfato de amonio

se obtuvo un volumen total de 31 ml.

6.1.1.- Cromatografia de intercambio iénico.

Al finalizar la separacién de la muestra a travéslal columna de DEAE-SEF, y
después de eluir con el gradiente lineal de NaCblgevieron 65 fracciones. La
actividad enzimatica fue localizada en las fracesode mayor absorbancia en el perfil

proteico. Los resultados del cromatograma se nmarestr la Fig. 1.
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Actividad Enzimética (nmol min™"
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0
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Nimero de fraccion
Fig. 1.- Cromatografia de la resina de intercambio ibnico en DEAE- Sephace (pH 6.4). (—): muestra el perfil de absorbancia

(A 250), (#): gradiente de NaCl (0-0.4 M) y actividad enzimética con GSSG (m) y DTNB (A ) como sustratos. Se obluvieron 65
fracciones con volumen de 5 ml de elucién colectados a un flujo de 8.6 mithr. El amortiguador empleado fue imidazol 50 mM
(pH 6.4) EDTA 1 mM.
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El cromatograma muestra que en las fracciones taolas (13-18) se puede ver la
actividad de tiorredoxina reductasa y glutationumdsa y ambas coeluyendo. En
relacion a la actividad enzimatica se puede obsenayor eficiencia con glutation
como sustrato (56 nmol miy, y en la cual la enzima se desprende de la resinaina

fuerza i6nica de ~ 0.06 M de NacCl.

6.1.2.- Cromatografia de afinidad.
Al finalizar la separacion de la muestra en la gola de 2° 5°- ADP- sefarosa y
después de eluir con el gradiente de NADPH, sevman 53 fracciones. El

cromatograma se muestra en la Fig. 2.

30 120
5 1100
E

=01 180

= =
Sy o0 o
< =
£ . =
~ 10 ¢ 140

Lil

= 5 L2

<C

0 — 0

56 78 91011121314151617 1819 20 21 22 23 24 25

No. de Fraccion

Fig. 2. Cromatografia de Afinidad con 2° 5 -ADP-SEFe):( Gradiente de NADPH (0-120 uM).
Actividad enzimatica con GSSGa)(y DTNB (A) como sustratos. Las obtuvieron 53 fracciones
colectadas a 6.6 ml/h. Los componentes de lasiozacfueron la enzima (0.5 pg), Tris- HCI 0.1 hH(
7.8) EDTA 1mM, NADPH (100 pM) y GSSG (0.11 mM) emwolumen final de 1 ml.
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En el cromatograma se observa la actividad caal(iR y GR) en las fracciones 12-
19, y se puede observar que ambas coeluyen. Coarsilte la mayor actividad
enzimatica se puede observar mayor eficiencia tatatghn como sustrato (aprox. 25
nmol min%), y donde la enzima se despega de la columna eamt@ntracion de 55 pM
de NADPH.

Al efectuar la didlisis para eliminar el excesoNi®DPH y después de concentrar la

proteina mediante ultrafiltracion se obtuvo un wodn final de 5.1 ml.

El proceso de purificacion se resume en la tabla 1

Vol. |Protei Actividad Cociente Rendimiento Veces de
Etapa (ml) na* Especifica (U/mg) (%) Purificacion
(mg) DTNB  GSSG
GSSG/DTNB |DTNB GSSG DTNB GSSG

Crudo 180 | 988.26| 0.023 | 0.076 3.304 100 | 100 1 1
%SO4yNH, | 31 | 479.26| 0.033 | 0.120 3.636 69.58 | 76.57| 1.43 | 1.57
DEAE 25 9.15 1.61 | 3.322 2.063 64.83 | 40.47| 70 | 43.7

2°’5-ADP | 5.1 | 0.255 | 19.94 | 61.2 3.069 22.37 | 20.78| 867 | 805.2

Tabla 1. Proceso de purificacion de la enzimaF@esciola hepatica.

Concentracion de proteina determinada por el médeddradford, 1976.
2Obtenido a partir de 45 g de parasitos adultos.
Correspondiente a 40-80% de saturacion.

En cada una de las fases de purificacion la enmimnestra mayor actividad especifica
con glutation como sustrato. Se observa un rendimidel 21.57 % en promedio para

ambos sustratos.
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6.1.3.- Electroforesis en gel de poliacrilamida (SB:PAGE).
El andlisis de pureza efectuado mediante elecesi®ren gel de poliacrilamida en

condiciones reductoras mostro el siguiente reve(ady. 3).

KDa

—

— —

97 — —
66 [ S Gy < Posible
TGR

44 — —

29 - —

L —

Fig. 3. Electroforesis en gel de Poliacrilamida-SSQ0 %). Marcadores de peso molecular
(carril izquierdo) y banda correspondiente a ladi@n de 2° 5-ADP (carril derecho).

El electroforetograma muestra en la ultima faseutéicacion (2° 5-ADP) una banda
visible que puede corresponder a la TGHRFdsciola hepaticasin embargo, se observa

gue también es seguida por dos bandas de menosiufde.
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6.2.- CARACTERIZACION CINETICA Y MOLECULAR

6.2.1.- Parametros cinéticosyYmax y Km.

La cinética Michaelliana (Fig. 4A) fue convertidauaa relacion lineal mediante la

ecuacion doble reciproca de Lineweaver-Burk (HB), 4 partir de la cual se calcularon

graficamente los valores de los parametros cine(iem. 4).

A
.
0 T T T )
0 10 20 30 40 50 60
06 B 5] uM
— A
— 0.5 -
=
e 04 -
©
= 0.3 -
=
= 0.2 - A
—
-1/K, 01 74_ 1V
[ \ O I I I 1
-0.02 01 0 0.02 0.04 0.06 0.08
1/ [S] (UM)

Fig. 4. Determinacién de Ky Vimax con DTNB como sustrato. Se muestra la relaciéchisielliana de la
velocidad de reaccion en funcion de la concentrad@®sustrato (A), y su representacion doble recépr

de Lineweaver-Burk (B).

Célculo de los parametros cinéticos:

1/Vmax= 0.06; Vinax= 1/0.06= 17nmol min*
-1/Kn=0.01; Km= -1/-0.01= 10QM

Actividad Especifica: 17 nmol mit5 x 10* mg = 34 U mg
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Las graficas para la determinacion de los parameireticos con GSSG como sustrato

se muestran a continuacion. (Fig. 5).

Vi (nmol min-1)
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171S] (um)

1/NVi(nmolmin-1)

D

Fig. 5. Determinacion de Ky Vmax cOn GSSG como sustrato. Se muestra la cinéticiadltana
obtenida a partir de la velocidad de reaccion exi@in de la concentracion de sustrato (A) y eligoadle
la ecuacion doble reciproca de Lineweaver-Burk (B).

Célculo de los pardmetros cinéticos:

1/V max= 0.065; Vpax= 1/0.065=_15.3imol min'

-1/Km=0.024; Km= -1/-0.024= 4gM

Actividad Especifica: 15.3 nmol mifh5 x 10*mg = 31 U mg
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6.2.2.- Actividad de glutarredoxina.
La grafica de la actividad de glutarredoxina conDHE GSH es mostrada a

continuacion(Fig. 6).
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Fig. 6. Actividad de glutarredoxina.
(o): decremento de la absorbancia a 340 nm como coeseia de la oxidacién del NADPH en presencia
de la enzima.+}: Registro de la absorbancia de la mezcla en aigseér la enzima. Los componentes de
la reaccion fueron amortiguador Tris-HCI 0.1 M (@8) EDTA 1mM, HED (63 mg), GSSG (2.5 mM),
NADPH (6 mM) y la enzima (0.5 ug).

Calculo de la actividad especifica con HED:

ACTIV. A A*°(F. Conv.)(Vol. final) 0.15 UA/min (0.16077)(®2 ml)
ESPECIFICA= = =54 U/mg

Cant. proteina 5x18mg

El gréfico muestra un decremento de la absorbatetidlADPH solo en presencia de la
enzima, por lo que puede verse la existencia deigad de glutarredoxina cuya

actividad especifica es de 54 UTng
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6.2.3.-Determinacion de la cinética histérica.

Los registros de absorbancia en funcion del tierppoa la determinacion de la

histéresis son mostrados a continuacion (Fig. 7).
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Fig. 7. Efecto del glutatién en el periokdg.
Los componentes en la mezcla de reaccién fuer@HTl 0.1 M (pH 7.8) EDTA 1mM, NADPH (150

UM), enzima (0.5 pg) y GSSG a concentracionesemées. En A: 45.4 uM, B: 91 uM, C: 364 puM y D:
454 pM. (): momento de adicion del GSSG en el ensayo.

En las graficas se observa que conforme se inctenteeigoncentracion de glutation en

el ensayo se requiere mayor tiempo para activaedacion que es catalizada por la

enzima. Dicho comportamiento es caracteristicordeTGR.

43



6.2.4.- Masa molecular de la subunidad.

La determinacién de la masa molecular parti6 d&REnde 0.23, y al interpolar este

valor en la grafica se obtuvo la siguiente rela¢ig. 8).

4.9 \
4.8

4.6

Log PM

4.5 +

4-4 T T T T T 1
(0] 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6
RF

Fig. 8.Masa molecular de la subunidad
El valor del RF corresponde a 0.23

El RF interpolado en las ordenadas corresponde \alan de 4.80, y al determinar el

antilogaritmo nos da la masa molecular del monémero

Antilog 4.80~ 63 kDa
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6.2.5.- Namero de recambioK ) Yy Eficiencia catalitica.

A partir de la actividad especifica (U/mg) y la manolecular de la subunidad, se
calculd el numero de recambio, ciclo cataliticaeficiencia catalitica del mondmero

para cada sustrato (DTNB, GSSG y HED), de acuelds eriterios de Macarulla, 1992

(Tabla 2).

Actividad Masa Numero Ciclo Constante | Eficiencia
Sustrato | especifica | Molecular de catalitico de catalitica

(Umg") | molecular | recambio (seg) Michaellis | (M seg?)

(kDa) (seg?) (M)
DTNB 34 63 35.7 0.028 1x10* 357000
5

GSSG 31 63 32.55 0.030 4.2x10 775000

HED 54 63 56.7 0.017 ND* ND*

Tabla 2. Determinacién del nimero de recambiogiezitia cataliticaLos parametros fueron calculados
para el monémero con DTNB, GSSG y HED como sustrato
*ND: valor no determinado

De acuerdo a los valores obtenidos en la tablajmekro seria capaz de catalizar la

reduccion de 65 moléculas de glutation por mol ©lgnea en un segundo y tardaria

0.030 segundos en liberar cada molécula de sustaasformado.
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6.2.6.- Efecto del pH.

A continuacién se muestra la grafica correspondientlos ensayos de actividad a

diferentes pH (Fig. 9).

60 -

Actividad especifica (U mg-1)

07 I I I I I I I I I I I
51 55 59 64 68 72 75 78 81 84 885 915

pH

Fig. 9. Efecto del pH.
Actividad especifica con glutation m)y DTNB (A) como sustratos. La mezcla de las reacciones
contuvieron la enzima (0.5ug), DTNB (45 uM) 6 GS@GI5 uM), NADPH (4 uM) y amortiguador en
un volumen final de 1 ml a 38°C. Las solucionespanes empleadas fueron Acetatos 0.1 M (5.1-5.5),
Bis-Tris 0.1M (5.9), Imidazol 1mM (6.45- 6.8), T+islCl 0.1M EDTA 1mM (7.2-8.4) 6 AMPSO 0.1 M

(8.8).

El grafico muestra que la enzima presenta un plinap6.4 (DTNB) con imidazol 1

mMy pH 7.8 (GSSG) con Tris- HCL 0.1M EDTA 1mM.
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6.2.7.- Pruebas de Inhibicion.

Los ensayos de actividad enzimatica en presenceudmofin mostraron la siguiente

relacion (Fig. 10).
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Fig.10.Efecto del auranofin en la actividad enzimatica.
Inhibiciéon enzimética con GSS@)(y DTNB (A) como sustratos. El ensayo sin inhibidor es cenaib
como el 100% de actividad enziméatica. La mezcleedecion contuvo amortiguador Tris-HCI 0.1 M (pH
7.8) EDTA 1 mM, la enzima (0.5 pg), GSSG (170 pMranofin a diferentes concentraciones y
NADPH (250 uM). Para el segundo caso la mezclausmnamortiguador imidazol 0.1 M (pH 6.4), la
enzima (0.5 pg), DTNB (1 mM), auranofin y NADPH (P@M) en un volumen final de 1 ml a 38 °C.

La gréafica muestra la disminucion de la actividadimatica conforme se incrementa la
concentracién de auranofin en el ensayo, por lo@eazima de estudio se trata de una

selenoproteina.
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6.2.8.- Determinacion de la Concentracion inhibitida al 50 % (Cl so).

Al relacionar graficamente la actividad relativa &mcion del logaritmo de la
concentracion de auranofin y al interpolar el puie define el 50% de la actividad en

las abscisase obtuvo la siguiente relacion (Fig. 11).

% UA /min

Log [Auranofin] ( pM)

Fig. 11. Determinacion de la concentracion inhitidt@l 50%. Se muestra la curva de inhibicién con
DTNB (m) y GSSG @A) como sustratos. La concentracion de auranofexpeesada en picomolar (pM)
(1pM= 1x10%M).

El punto que define el 50% de la inhibicion enzigg@torresponde a 3 pM (DTNB) y

2.8 pM (GSSG) y al determinar el antilogaritmo $tuwieron los siguientes valores

expresados en unidades de concentracibn nanomolar.

C150% DTNB: 1 nM.

Cl150% GSSG:_0. 63 nM.
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6.2.9.- Secuenciacion del extremo N- terminal.
El analisis de la estructura primaria del extremdeihinal efectuado mediante la
degradacion de Edman revelé la presencia de 28lu@sique son mostrados a

continuacion:

APIPDDTSQWVKKTINSAAVLLFSK

Donde: A (alanina), P (prolina), | (isoleucina)(Bc. Aspartico), T (treonina), S (serina), Q (gmiaa),
W (triptofano), K (lisina), N (asparagina), V (vadi), F (fenilalanina) (Tomado de Voet, 1999).

6.3.- Analisis ‘in silico”.
6.3.1.- Alineamiento de secuencias.

Con el fin de comparar la homologia con otras eagim localizar las regiones mas
conservadas, se realizo un alineamiento con elrpnugy CLUSTALW, posteriormente

se refind mediante el prograB®XSHADHKFig. 12).

CLUSTALW (1.82) multiple sequence alignmnent.

unk| VI RT7243| Bl ast _submission --------------onon APl PDDTSQUWKKTI N
tr| Q62Y6| @Q62Y6_SCHVA  com e MPPADGT SQALRKTVD
tr| QbDEO5| QGDEO5_SCHIA - - - - MPWFRSFCM GGFCSNSFNMPPI DGTSQALQRTI E
tr| QBS26| 6BS26_SCHIA SRYHKVCL PLL CTWNRKDKSSFNMPPI DGTSQALQRTI E
x*tr Tc TGR = mmmmmmmemeeeeeeaaaa APl GGSTEQ XRL- - -
*tr Eg TGR mit CLRRACTPL SALACFFNPRFTAMAPI GGSAEQVEKL RNK

*tr Eg TGR cit —-mmmmmmiee e

MAPI GGSAEQVEKLRNK
*tr TGR npbuse -----
MSSPPGRRAFLASPGE SRPSSEAREEL RRRLRDL

unk| VI RT7243| Bl ast _submi ssion SAAVLLFSK--------mmmmmm i

tr] Q962Y6| QO62Y6_SCHVA SAAVI LFSKTTCPYCKKVKDVLAEAKI KHATI ELDQSNG
t r| Q5DEO5| Q6DEO5_SCHIA SAAVI VFSKTTCPFCKKLKDVLAEAKI KHATI ELDQSNG
tr| 5BS26| Q6BS26_SCHIA SAAVI VFSKTTCPFCKKLKDVLAEAKI KHATI ELDQ- - -
x4ty Eg TGR mit | NNAAVL VFAKSECPYCKKVMERFNNLKI PEGYLDLDLK
x4ty Eg TGR cyt | NNAAVL VFAKSFCPYCKKVMERFNNLKI PEGYLDLDLK
ty TGR nouse | EGNRVM FSKSYCPHSTRVKELFSSLGWYNI LELDQV

(3 Tj orredoxi na reduct asa.

unk| VI RT7243| Bl ast _submi ssi on APl PDDTSQWKKTI NSAAVLLFSK
TR. G duodenalis VLNAAGL YWAVGHD
TR P. chrysogenum VWEANGLFYAVGHD
TR S. clavuligerus ELAATGLFI AVGHD
TR E. coli SLDVAGLFVAI GHS
TR E. hystolytica VWPVAGLFYAI GHS

Fig. 12 Alineamiento de la secuencia obtenida con la Td&Rotras especies. La enzima Fhesciola
hepatica (unk) TGR de Schistosoma mansoni (SCHMA), Schistosoma japoni@@iJA), Taenia
crassiceps (Tcy Echinococcus granulosus (Edjecuencias documentadas: (*Agaeioal, 2003), (**
Rendénet al, 2004).®" Comparacién de la secuencia obtenida con la tioriad reductasa de otros
organismos (Tomado de Upcrettal, 1996).
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La secuencia obtenida muestra que la enzima ddiestamparte ciertas regiones con
otros helmintos. Se puede ver que la enzimaFddepaticamuestra un 52% de
homologia con la TGR d&chistosoma mansopiSchistosoma japonicuri2% con la
TGR de Taenia crassicepsy 8% con Echinococcus granulosusAl comparar la
secuencia obtenida con la tiorredoxina reductaseotdes organismos se observa
claramente la ausencia de similitud, lo que indjoa la enzima de estudio se trata de

una TGR

6.3.2.- Analisis de la estructura secundaria.
El andlisis efectuado mediante el prografeedict Protein mostré el siguiente

resultado (Fig 13).

Sec APIDTSQWVKK TINSAAVLLFS K
PROF Sec HHHHHHHHHHHHH EE
Rel Sec 988776 89998898776 9
SUB sec LLLLLL . .HHHHHHHHHHH ....L

Fig. 13. Andlisis de la estructura secundaria dEG&® deFasciola hepaticaSec(Secuencia obtenida).
Prof Sec(Prediccion del tipo de estructura secundatiajConformacioni- hélice),E (Conformacior-
plegada), L (Loop), Rel Sec(Valor real de la prediccion conforme se acer®.&ubSec(Prediccion
mas confiable) (Predict Protein, http://predictpmiorg/newwebsite/tools.html).

De acuerdo a la prediccion mas confialfeil{f Se; la enzima podria presentar una
conformacion de tipax- hélice comprendida entre los residuos 9-19 deetadn

secuenciada.
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7.- DISCUSION

Las parasitosis han llamando la atencion de magsyacial en el campo cientifico, ya
gue ocasionan problemas de salud publica y pérdidardmicas importantes en el
sector pecuario en muchos paises en desarrollon¢CHE978). En los parasitos
platelmintos la TGR juega un papel fisiol6gico mimyportante y por ello ha sido
mirada como un blanco ideal para el disefio de féoméSalinagt al, 2008). La TGR
fue aislada por primera vez en células de testidelaaton y se ha descrito en el
metacéstodo deTaenia crassiceps protoescélex deEchinococcus granulosus
Schistosoma mansogiS. japonicum(Rendoénet al, 2004); sin embargo, a través de
este estudio se sabe ahora que también existefaseladulta del trematod&asciola
hepatica

En el presente estudio se purificé la TGR del addétFasciola hepaticaa partir de la
fraccion citosdlica, ya que es una enzima prinaiggite soluble (Rendast al, 2004);
sin embargo, también se ha localizado a nivel moitddal enE. granulosugAgorio et
al., 2003). En cuanto a estas dos variantes (TGRcomtirial y citosoélica), se sabe que
difieren en la secuencia del extremo N-terminatpg&nen idénticos los dominios de
tiorredoxina y glutarredoxina debido a que ambazness derivan de umsplicing

alternativo por seleccion de promotores (Ageatial, 2003).

Durante el fraccionamiento salino, la alta hicrabdidad del sulfato de amonio
permitié competir con las proteinas por la uniéagda, dejandolas insolubles al grado
de precipitarse. De esta manera la TGR-dlepaticafue obtenida en un 40-80% de
saturacion. Esta técnica también fue empleada pardicar la TGR deTaenia
crassicepqg40-70 %) (Renddmet al, 2004), protoescolex dechinococcus granulosus
(Agorio et al, 2003) e incluso para tiorredoxina reductasa rtaga enFasciola

hepatica(Carmonaet al, 2004).
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El paso importante que permitié purificar la TGR Flehepaticafue el analisis por
cromatografia. El amortiguador Imidazol 50 mM EDTIAM (pH 6.4) empleado en la
DEAE-Sef doto de carga negativa a la proteina teles ya que basarnos en el punto
isoeléctrico de la TGR dEaenia crassicepfl: 5.2) (Rendoret al, 2004), a un pH por
arriba de este pl las proteinas adquieren cargatimag(Bjellqvist, 2000 citado por
Garcia, 2000) y adquieren la capacidad de adserldesresina por diferencia de carga.
Con el gradiente de NaCl se aumento la fuerza adalcgrado de registrar la mayor
actividad a 60 mM de NacCl, siendo menor para laiétude la TGR dé&. granulosus
(150 mM) (Agorio et al, 2003). Con la DEAE-Sef se pudieron remover agun
proteinas; sin embargo, la separacion por cromafiiegde afinidad nos permitio
obtener a la TGR en el mayor grado de pureza adanza que el 2" 5°- ADP contiene
una porcion analoga al NADPH (Amersham pharmaaé&ebh, 1999), lo cual hace un
ligando especifico para deshidrogenasas y otrasataiizadores dependientes de este
cofactor. Este ligando también fue empleado pardigar la TGR deTaenia crassiceps
(Rendédnet al, 2004), mamifero (raton) (Suet al, 2001),Echinococcus granulosus
(Agorio et al, 2003) y la tiorredoxina reductasa féasciola hepaticgdCarmoneet al,
2004).

Al término de la purificacion se obtuvieron 250 gegproteina (50 pg/ml) a partir 45 g
de parasitos adultos. El promedio del porcentajeedaperacion (rendimiento) entre
ambos sustratos (21 %) se mostré mayor al obtgradmla tiorredoxina reductasafe
hepatica (2.4 %) (Carmonat al, 2004) y similar al reportado para la TGR Te
crassiceps(26 %) (Rendoret al, 2004). Se purific6 mayor veces en promedio con
ambos sustratos (836 veces) que la tiorredoxinactasa dd-. hepatica(34.6 veces)
(Carmoneet al, 2004) yT. crassicep$647 veces) (Renddt al, 2004).

La TGR deF. hepaticatuvo la capacidad de reducir al glutation, pero ihempaz de

reducir directamente a la tiorredoxinaRlasmodium falciparumsin embargo, al igual
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que la TGR deT. crassicepgRendodnet al, 2004),E. granulosusy la tiorredoxina
reductasa ddé-asciola hepatica(Carmonaet al, 2004),la actividad de tiorredoxina
reductasa pudo demostrarse a través de la reducmbrsustrato artificial 5,5 -
ditiobis(2-nitrobenzoico) (DTNB) a acido 5-tionibbenzoico (TNB) (Agorioet al,
2003). La TGR dé. hepaticaejercié también actividad de glutarredoxina (34/ihg),
una proteina similar a la tiorredoxina pero queegkicida directamente por glutation
(GSH). Esta actividad se mostré6 mayor a la efeetysd la tiorredoxina reductasa de
F. hepatica(0.47 U mg') (Carmonaet al, 2004) y la TGR d@&. crassicep$19.2 U mg

"1y (Rendoéret al, 2004). Estos resultados mostraron la multifurgiidad de la enzima
de Fasciola hepaticatal como lo es la TGR dechinococcus granulosyggorio et al.,
2003), Schistosoma mansofhlger et al, 2002) yTaenia crassicepfRendonet al,
2004).

La técnica de SDS-PAGE permitio analizar el graegdreza alcanzado al separar las
proteinas segun su carga y masa molecular bajcci@rade un campo eléctrico en un
tamiz molecular (Bjellgvist, 2000 citado por Gar800). Basandonos en la subunidad
de la TGR d€T. crassicepg65 kDa) (Rendénet al, 2004), se eligié la concentraciéon
de poliacrilamida (T 10%) que nos permitié sepéagoroteina de estudio, ya que una
mayor concentracion tenderia a disminuir el didonéél poro, lo cual es recomendable
para separar proteinas por debajo de 50 kDa (Ga@i®). El analisis electroforético
revel6 la presencia de una banda de aproximadand@ntedd que correspondio a la
subunidad de la TGR d& hepatica dicha masa molecular es muy similar a la TGR de
Taenia crassicepf65 KDa) (Rendoret al, 2004),Echinoccocus granulosy$6 KDa)
(Agorio et al, 2003),Schistosoma mansofb5 KDa) (Alger et al, 2002), e incluso
para la tiorredoxina reductasadasciola hepaticg60 kDa) (Carmonat al, 2004). El
electroforetograma obtenido también nos permiti@liaar el grado de pureza

alcanzado, ya que revel6 la presencia de dos baedaaja intensidad y de menor masa
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molecular, lo que no descarta la posibilidad de ajgena pudiera corresponder a la
tiorredoxina reductasa reportadarasciola hepaticgpor Carmonaet al., 2004.

En lo que respecta a los parametros cinéticos mloenakKm (constante d&lichaelig

se refiere a la concentracion de sustrato que preenia mitad de la velocidad maxima,
lo que permite lograr la semisaturacion y de estmera ejercer una catalisis mas
eficiente. En la TGR dé. crassicepsse reportd un&m 15 uM (GSSG) y 49 uM
(DTNB), mientras que la TGR d8. manson205 uM (GSSG) y 710 uM (DTNB)
(Belleli et al, 2008). En el presente trabajo se obtuvo Kme42 uM (GSSG) y 100
uM (DTNB), por lo que a dichas concentraciones |&RTd&F. hepaticapodria efectuar
una catalisis mas eficiente con los respectivogaos. Estos resultados muestran que
la enzima de estudio es mas afin por el glutar@anque a menokKm mayor afinidad
debido a que se requiere menos sustrato para llegsamisaturacion (Gonzalesal.,
2000), esta afinidad podria deberse principalmentpie el glutation es su sustrato

natural.

A partir de los parametros cinéticos obtenidog {KVmay Y la masa molecular de la
subunidad, se obtuvo un nimero de recambio de €557 (DTNB) y 32.55 sed
(GSSG), los cuales indican que la TGR FKehepaticaseria capaz de catalizar la
reduccion de 32 moléculas de GSSG por mol de engiman segundo, y dicha accion
tardaria 0.03 seg en liberar cada molécula deadagtansformado. Estos resultados se
muestran mayores a los reportados para la TG8cHstosoma mansofii.2 sed con
DTNB) y (0.19 sed con GSSG) (Bellelet al, 2008). ElK..; con HED obtenido (56.7
seg™) resultdé mayor que la TGR de crassicepg21 sed) (Renddnet al, 2004) y
mamifero (0.10 séY (Sunet al, 2001). La eficiencia catalitica obtenida se mtost

mayor con glutation (775000 M s8gque con DTNB (3570001 seg™), siendo
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mayor que la TGR d&. manson{927 M ™ seg™), ratén (176471 M*seg™) y T.
crassicepson glutation (334000 M seg™) (Rendéret al, 2004).

Una propiedad interesante encontrada en este edtuaila aparicion de la histéresis.
Este comportamiento se caracterizé principalmeatdgaparicion de un retardbag
time) en la activacion de la enzima para catalizaekceion, dicha conducta fue mas
evidente conforme se incrementd la concentraciongldéation en el ensayo. La
histéresis en este caso se produjo por incremengustrato; sin embargo, se ha visto
que también puede depender de otros factores cmmantentracion de la enzima y la
proporcion [GSSG]/[GSH] en el ensayo (Salieagal, 2008). Un caso especial sucedio
con la glutation reductasa de eritrocito humaneul mostré la aparicion de histéresis
a bajas concentraciones de GSSG o concentracioodsradas de NADPH, pero al
incrementar la concentracion de GSSG se podia \abyskr desaparicion del tiempo
Lag (Worthingtonet al, 1976; citado por Renddat al, 2004). La histéresis observada
en este estudio muestra otra evidencia para desnagte la enzima de estudio se trata
de una TGR, tal como el comportamiento reportadéaehGR deTaenia crassiceps
(Rendodnet al, 2004) y la TGR mitocondrial y citosoélica @ehinococcus granulosus
(Salinaset al, 2008). Las explicaciones que han surgido atebugsta conducta a un
cambio conformacional en respuesta al glutation§G)Sa través de un proceso de
glutationalizacién, el cual puede estar relacionado algunas rutas de sefializaciéon
intracelular bajo condiciones de estrés oxidatimocélulas animales, tales como la
respuesta inmune del hospedero (Saletaasl, 2008). Por otro lado, la histéresis de la
TGR deTaenia crassicepse ha atribuido a un efecto inducido por la uléhGSSG a

la TGR en un sitio que no estad disponible paraidaedoxina, y/o una posible
existencia de dos sitios para el GSH, como soroslio de la glutarredoxina en el
extremo N-terminal de la enzima (alta afinidad ha@SH) y el sitio catalitico

involucrado en la reducciéon de GSSG (baja afinitiacia el GSSG), siendo el dominio
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de glutarredoxina el sitio de mayor union al GS®Gcual puede ser desplazado
lentamente por GSH e involucrando a la vez modifarges covalentes (Rendénhal,
2004).

Los ensayos de inhibicion efectuados con ambosasost(GSSG y DTNB) mostraron
el bloqueo de la actividad enzimatica en presedeiauranofin, un inhibidor que es
especifico para selenoenzimas (Algeral, 2002), por lo que dichos resultados han
mostrado que la enzima de estudio se trata dealacproteina, tal como lo es la TGR
de T. crassiceps, S. mansoniE. granulosusy donde ambas actividades dependen de
residuos de selenocisteinas, unos equivalentesaecigteina pero con un atomo de
selenio en lugar de azufre. La selenocisteina seeaira codificado por UGA el cual
sefala el fin de la traduccion; sin embargo, egurmmdn con un fragmento del ARNm
(SeclS: Secuencia de Insercion de la Selenoci$te@atfica para la insercién de dicho
aminoacido en la cadena polipeptidica (Agatal, 2003) Dado que la selenocisteina
del centro activo C- terminal podria juega un pasencial durante la biocatalisis, su
funcién podria estar altamente involucrada en fgesuvencia del parasito, por lo que
el blogueo de la TGR eR. hepaticapodria constituir un mecanismo terapéutico para
controlar la fasciolosis, ya que algunos estudimos Viva’ han demostrado que el
auranofin (2.5 uM) ha sido capaz de matar larvds. dganulosusen 48 horas (Salinas
et al, 2008).

En el presente estudio se obtuvo una concentracidbitoria al 50% (Coy) de 0.63
nM (GSSG) y 1 nM (DTNB), indicando que a dichas aariraciones la actividad es
disminuida al 50%. Estas concentraciones se mumeatna menores para lasglde la

TGR deSchistosoma mansoiil0 nM GR y 7 nM TR) (Algeet al, 2002).

El estudio que también permitié evidenciar la exista de una TGR dn hepaticafue

la secuencia del extremo N- terminal. El andlisestro el 52% de homologia con la
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TGR deSchistosoma mansogiS. japonicumno encontrando homologia con la TGR
de mamiferos (ratdn), ni con tiorredoxina reductaga otros organismos. El
alineamiento reveld la presencia de algunos residanservados, y de acuerdo con Sun
et al, 2004 es muy posible la conservacion del sitiovacdelenodependiente en todas
estas enzimas. Estos resultados indican el empdenfilogenético entre dichas
especies parasitarias, en las cuales a partir danoestro comun el dominio de la
glutaredoxina y tiorredoxina reductasa han logragtonarse a través de la evolucion

bioquimica (Suret al,, 2004).

Un aspecto importante a mencionar es la ubicac®radTGR en los tejidos del
parasito. La TGR en los mamiferos (raton) ha sigmoetrada muy abundante en las
gonadas, en las cuales podria jugar un papel ianeren la formacion y madurez de
los espermatides (Swet al 2005). La tiorredoxina reductasa Baciola hepaticaha
sido inmunolocalizada en el parénquima (Carmetnal, 2004), una capa gue contiene
los cuerpos celulares del sincitio que conformateglmento (Meglistsch, 1972), y en
este ultimo puede existir mayormente la TGR I[e hepatica ya que por su
mulfuncionalidad podria brindar al parasito la pooion contra los radicales libres
producidos por las células defensivas del hospederante el proceso inflamatorio,
ademas en este tejido se ha localizado la tioriedade las formas juveniles y adultos

deF. hepatica(Salazaet al, 2001)

De esta manera se ha evidenciado la presenciald@RaenF. hepatica un organismo

relevante en el campo cientifico por su importameédica y veterinaria. A través de
este estudio podemos tener una explicacion mabadietan relacion a los mecanismos
de proteccion contra las ERO generadas por la esspunmune del hospedero, e

incluso por su propio metabolismo. Estos resultaosonjuncion con la informacién
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reportada pueden ayudarnos a integrar un paso aeposible ruta que muestre la
integracion del sistema de tiorredoxina y glutatém funciones relacionadas con el
desarrollo y supervivencia del parasito, tales cdansintesis de DNA, detoxificacion
de hidroperoxidos, regulacion redox, control delcaniento, liberacion de glutation y
la activacion de tiol proteasas (Carmaagtaal, 2004) (Fig. 14). En relacion a estas
altimas, se considera que la tiorredoxina y tioosexda peroxidasas pudieran contribuir
de manera importante en la estabilizacion de Isglues de cisteina de los centros
activos de las catepsinad y L2, como las proteasas de mayor secrecion en formas
juveniles y adultos dd&-. hepatica (Dalton et al, 1989), mismas que han sido
involucradas en procesos de embriogénesis y magratel parasito a traves del tejido
hepatico (Alcaléet al, 2006). Dado el papel de las catepsinas, el blogle la TGR
también podria impedir la activacion de dichas gasas y reducir de esta manera la
infeccién, e incluso se podria eliminar la enferatecantes de causar dafo por

migracion hepética (Lawt al, 2003).

F. hepaticase encuentra expuesto al anion superéxido, peardoe hidrogeno y el
radical hidroxilo. Entre sus lineas defensivas reséasuperdxido dismutasa, la cual
detoxifica el anién superéxido en perdxido de hyeio y agua (Piacenzd al, 1998;
citado por Salazaet al, 2001), y dado que estudios han indicado la aisale la
glutation peroxidasa y catalasas para remover sixpm de hidrégeno generado
(Sanchezt al, 1987; citado por Salazat al, 2001), se puede atribuir ahora a la TGR
el papel de reducir tiorredoxina y glutation, logales pueden participar en la
depuracién del peroxido de hidrégeno para impediotmacion del radical hidroxilo.
Con el conocimiento de la TGR &n hepaticase puede sugerir que la TGR sea el

principal vinculo entre los sistemas de tiorredaxynglutation en los gusanos planos y
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que muy posiblemente podria estar remplazanddiartadoxina reductasa y glutation

reductasa convencionales a través de la evoluad@uimica (Salinast al, 2004).

Fig. 14. Vinculacién del sistema de tiorredoxinglytation erFasciola hepatica
El NADPH abasteceria de equivalentes reductorasT&R para catalizar la reduccién de tiorredoxina y
glutatiéon. El parasito no contiene glutatién pedasia, por lo que la tiorredoxina a través de la
tiorredoxina peroxidasa participaria en la depdradiel peréxido de hidrégeno (Salazael, 2001)
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8.- CONCLUSIONES
» El trematodo Fasciola hepatica contiene la enzima tiorredoxina glutation
reductasa, los criterios que lo evidencian son:
— Multifuncionalidad de actividades (TR, GR y Grx)
— La masa molecular de la subunidad
— El comportamiento histérico
— La inhibicién con auranofin

— La secuencia del extremo N-terminal

La TGR se mostré mas eficiente con glutation coustrato

* La TGR deFasciola hepaticase trata de una selenoenzima donde el residuo de

selenocisteina es esencial para la biocatalisis.

* El andlisis de la estructura primaria mostr6 mayamologia con la TGR de

Schistosoma mansgmior o que muestran mayor relacion filogenética.

* EIl procedimiento de purificacion nos permiti6 olgerda TGR casi hasta

homogeneidad, por lo que es necesario el uso delogaun mas especificos.

* La TGR constituye otro mecanismo relacionado canpmcesos redox, y el
principal vinculo entre los sistemas de tiorredaxin glutation enFasciola
hepatica

« Dada la importancia de la TGR por su amplia muitfanalidad enF.
hepética podria ser mirada ahora como un blanco terapeudieal para el
disefio de farmacos dirigidos contra esta parasitosi

 La TGR podria emplearse biotecnol6gicamente papadduccion de proteinas

disulfuro (terapéuticas) que son activadas poraedn.
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LA TIORREDOXINA-GLUTATION REDUCTASA ES LA PRINCIPAL
ISOFORMA DE LA TIORREDOXINA REDUCTASA EXPRESADA EN EL
ESTADIO ADULTO DE Fasciola hepatica.

Rendén, J.L., del Arenal, |.P., Miranda Leyva, M. y Pardo, J.P. Departamento
de Bioquimica, Facultad de Medicina, UNAM. Apdo. Postal 70-159, 04510,
México, D.F. Tel: 56 23 21 69, Fax: 56 16 24 19, jrendon@bq.unam.mx

En los mamiferos, la Tiorredoxina reductasa se encuentra representada
por tres isoformas: la variante citosélica (TrxR-1), la variante mitocondrial
(TrxR-2) y una especie multifuncional denominada Tiorredoxina-glutation
reductasa (TGR). A diferencia de la Tiorredoxina reductasa, la TGR exhibe en
su extremo amino un dominio adicional que presenta una identidad significativa
con la glutarredoxina; dicho dominio le confiere a la enzima las propiedades
adicionales de reducir al disulfuro de glutation (GSSG) y de catalizar
intercambios tiol-disulfuro. Cabe sefialar que dicha enzima solo se expresa de
manera significativa en el testiculo maduro, donde parece estar involucrada en
el proceso de maduracion de la espermatida.

Por ofra parte, en los representantes parasitos de los gusanos planos
(Phyllum: Platyhelminthes), la informacién disponible ha puesto de manifiesto
que estos organismos carecen de una tiorredoxina reductasa convencional asi
como de la Glutation reductasa, de tal manera que la regeneracion de las
formas reducida de la tiorredoxina y el glutation la lleva a cabo la variante
multifuncional TGR. Sin embargo, en contraste con los mamiferos, esta Ultima
enzima se expresa tanto en formas larvarias como en el estadio adulto del
parasito. Una caracteristica interesante de esta enzima es la de desplegar una
cinética histerética a concentraciones elevadas del disulfuro de glutation. Dicha
conducta ha sido observada para la TGR de Echinoccocus granulosus y Taenia
crassiceps. Recientemente se postulé la existencia de una Tiorredoxina
reductasa convencional en el estadio adulto del trematodo F. hepatica, que
parece ser incapaz de reducir al GSSG. Dicha propuesta contradice la hipétesis
de que en los representantes parasitos de los gusanos planos sélo existe una
disulfuro reductasa multifuncional.

En el presente trabajo se reporta la purificacion y conducta cinética de la
TGR aislada a partir del estadio adulto del treméatodo Fasciola hepatica. A lo
largo del proceso de purificacion, la relacion de actividades enzimaticas
(GR/TR) se mantuvo esencialmente constante. Ademas, la comparacion de la
secuencia amino terminal de la preparacion obtenida con aquella de la TGR de
otros plathemintos parasitos revelé una identidad considerable. Los datos
obtenidos apoyan la propuesta de que en estos organismos la TGR es la
enzima responsable de reducir, tanto a la tiorredoxina como al disulfuro de
glutation. Al igual que la reductasa de E. granulosus y T. crassiceps, la TGR de
F. hepatica exhibe cinética histerética a concentraciones altas de GSSG,
aspecto que puede explicar la ausencia aparente de actividad de glutation
reductasa cuando se analizan las velocidades iniciales.
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Thioredoxin-glutathione reductase (TGR) was purified from the adult stage of the liver fluke Fasciola hepatica.
At 38 °C and pH 7.8, specific activity values were 102U mg™" and 64.5U mg~", with DTNB or GSSG as
substrates, respectively. Under the same conditions, apparent Km values were 46+ 8 uM (DTNB) and 30 +
5 UM (GSSG). The enzyme was also able to catalyze thiol/disulfide exchange reactions. A subunit Mr of 61,000
was obtained. Like the homologous enzyme from the tapeworms, a lag time was observed in the enzyme
assays at moderate or high concentrations of the substrate GSSG. The hysteretic behavior was reverted in the

Keywords: ) by :

Hysteresis presence of GSH and was notably dependent on pH, such that the magnitude of the lag time increased with
Glutathione the acidity of the medium, These results strongly suggest that a hysteretic kinetic is a common feature of TGR
Fasciola from any parasitic flatworm, A sequence comparison revealed the structural cysteine residues proposed to be

Thioredoxin reductase in the origin of the peculiar kinetic behavior of TGR are absent from the F. hepatica enzyme. Based on these

observations, the model proposed recently to explain the GSSG-dependent hysteretic kinetic of TGR, which
assumes the covalent modification of specific cysteine residues through glutathionylation [Bonilla M. et al.
(2008) ) Biol Chem 283: 17898 needs to be reevaluated.

© 2011 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Thioredoxin-glutathione reductase (TGR) is an interesting isoform
of the high molecular mass thioredoxin reductase (TrxR) variant [1].
Both enzymes are NADPH-dependent disulfide reductases which are
involved in the regeneration of the reduced state of thioredoxin, and
are dependent on a selenocysteine residue which is essential for their
reductase activity [2,3]. However, unlike TrxR, TGR shows significant
reductase activity toward the disulfide form of glutathione (GSSG),
and is also able to catalyze thiol-disulfide exchange reactions [34].
These additional activities of TGR are dependent on the presence of a
glutaredoxin-like domain appended to the classical TrxR module [34].
The presence of TGR has been demonstrated in a variety of vertebrates
[3,5], being particularly abundant in mature testis tissue, where is
apparently involved in sperm maturation [6].

On the other hand, in the parasitic representatives of the
flatworms, TGR is the only reductase responsible for the regeneration
of the reduced states of both glutathione and thioredoxin [7]. In these
organisms the absence of typical glutathione reductase and thior-
edoxin reductase has been demonstrated [8-10], leading to the
proposal that TGR could be considered as a potential target for
antihelminthic drugs [11,12]. To date, TGR has been characterized in

Abbreviations: TGR, thioredoxin-glutathione reductase; GR, glutathione reductase;
TrxR, thioredoxin reductase,
* Corresponding author. Fax: +52 55 56162419,
E-mail address: jrendon@bg.unam.mx (J.L. Rendén).

1383-5769/8 - see front matter © 2011 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.parint.2011.01.005

the larval stages of the tapeworms Echinococcus granulosus [9] and
Taenia crassiceps [10], as well as the adult stage of the blood fluke
Schistosoma mansoni [11]. It is worth to note that the enzyme of the
tapeworms shows a hysteretic kinetic behavior featured by the
display of a lag period when moderate or high concentrations of the
substrate GSSG are used in the disulfide reductase activity assays
[10,13]. As yet, no such behavior has been described in TGR from any
representative of the flukes (Class Trematoda). On the other hand, a
model intended to explain the hysteretic kinetic of TGR was recently
proposed [13]. Such model put forward that the covalent modification
by glutathionylation of two specific cysteine residues of the E.
granulosus enzyme (cys 88 and cys 354) is responsible for the lag
period, although no detail on the effect of such modification on the
catalytic properties of the enzyme was given.

A search in the amino acid sequence data base revealed the above
noted two cysteine residues are not conserved in TGR from the flukes
Fasciola hepatica and S. mansoni. As predicted by the glutathionylation
hypothesis, it is expected the hysteretic phenomenon is absent in the
enzyme from the flukes. In order to corroborate such prediction, the
present study was undertaken.

2. Materials and methods
2.1. Materials

2'5' ADP-Sepharose 4B was obtained from Amersham Pharmacia
Biotech (Uppsala, Sweden). 2-Hydroxyethyl disulfide (HED) was from
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