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Abreviaturas
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Peso molecular
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Transferrina

Receptor para transferrina

Tiorredoxina

Tripanotion sintetasa

Tripanotidén
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Variant surface glycoprotein
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1. Introduccion



1.1. Vision general

Los Tripansomatidos son protozoarios del orden Kinetoplastida que parasitan a una gran
variedad de huéspedes vertebrados e invertebrados. Los especimenes mas relevantes para la
salud humana y animal pertenecen a los géneros Trypanosoma y Leishmania, los cuales
afectan a mas de un billén de personas (un sexto de la poblacién mundial) y son responsables
de alrededor de medio millon de muertes anualmente en regiones subtropicales (Cavalli et
al., 2009). En paises del Africa subsahariana T. brucei rhodesiense y T. brucei gambiense son
causantes de la enfermedad del suefio y T. brucei brucei, T. vivax y T. congolense ocasionan
Nagana en el ganado. En América, T. cruzi es el responsable de la enfermedad de Chagas. Los
parasitos del género Leishmania presentan una distribucion mas amplia, encontrandose en
Africa, Asia y América Latina. Los mismos son causantes de espundia (Leishmaniasis
mucocutanea) y Kala-azar (Leishmaniasis visceral), entre otras patologias (Krauth-Siegel et

al., 2008).

1.2. Trypanosoma cruzi y la enfermedad de Chagas

La enfermedad de Chagas es una zoonosis que constituye un problema de salud publica
importante en Latinoamérica, afectando aproximadamente a 8 millones de personas, y
produciendo alrededor de 12 mil muertes cada afio (PAHO, 2011). La morbilidad y mortalidad
son especialmente elevadas en personas que viven en el medio rural y en condiciones de
pobreza donde el tipo de vivienda y la dificultad para el acceso a la atencién médica facilitan
la transmision vectorial y complican el diagndstico en etapas tempranas de la infeccidn,
respectivamente. Asimismo, el parasito se presenta en una gran variedad de cepas e infecta
muchas clases de animales domésticos y silvestres, lo que hace dificil su control y

erradicacion (WHO, 2007).

El ciclo de vida del parasito incluye una etapa extracelular proliferativa en el insecto vector
(epimastigota) y dos estadios que ocurren en el huésped mamifero: una forma no
proliferativa e infectiva (tripomastigota) y otra intracelular y proliferativa (amastigota)

(Irigoin et al., 2008).

La forma mas frecuente de infeccidon se produce por el contacto de las mucosas o dermis

con heces de insectos infectados pertenecientes a la familia Triatominae. Si bien se han



reconocido mas de cien especies de estos hemipteros hematdfagos, solamente unas diez
cohabitan con los humanos. Entre ellas se encuentra Triatoma infestans, responsable del
85% de los casos en el cono sur, y Rhodnius prolixus, el segundo vector mas importante en
Centroamérica (WHO, 2007). Aunque en menor medida, la infeccién también puede ocurrir
por ingesta de alimentos contaminados con el insecto. Formas alternativas de transmision de
la infeccion son: la transfusiéon de sangre, el trasplante de érganos y la via congénita por
parte de madres infectadas (Cavalli et al.,, 2009; WHO, 2007, 2010). Estas formas de
transmisidn cobran relevancia en paises desarrollados (América del Norte, Europa) donde la
inmigracion de personas infectadas ha llevado a la expansion de la enfermedad de Chagas

fuera de su region endémica (WHO, 2010).

Existen varias cepas de T. cruzi que de acuerdo a su epidemiologia, patogenia, respuesta al
tratamiento, bioguimica o inmunogenicidad, se clasifican en dos grupos, | y Il. El grupo |l esta
vinculado al ciclo doméstico y presenta alta morbilidad en seres humanos, mientras que el |
esta asociado al ciclo silvestre y provoca infecciones leves. La sintomatologia en ambos casos
incluye lesiones cardiacas, pero sélo los tripanosomas del grupo Il ocasionan lesiones del

tracto digestivo (WHO, 2007).

1.3. En bisqueda de blancos terapéuticos

Si  bien existen algunas iniciativas en la generacion de vacunas para el
tratamiento/prevencion de estas enfermedades (Aparicio-Burgos et al., 2011; Dumonteil et
al., 2008; Perez-Brandan et al., 2011), su desarrollo no resulta todavia demasiado promisorio
en vistas de la gran variacidn antigénica que presentan los tripanosomatidos (Cavalli et al.,
2009). Por lo tanto, los tratamientos quimioterapéuticos son, por el momento, la Unica

opcidn disponible para controlar estas enfermedades.

Hoy en dia, Unicamente dos drogas se encuentran disponibles para el tratamiento de la
enfermedad de Chagas, el nifurtimox y el benznidazol (Figura 1). No obstante su uso es
restringido debido a su elevada toxicidad, limitada eficacia en la fase crénica de la
enfermedad y alto costo debido, en parte, a la necesidad de tratamientos prolongados
(Cavalli et al., 2009; Irigoin et al., 2008; WHO, 2007). La falta de formulaciones pediatricas es
otra carencia importante a la cual recién se le estd comenzando a dar solucidon (LAFEPE,

Laboratdrio Farmacéutico do Estado de Pernambuco, generé dosis pedidtrica de
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benznidazol). Asimismo se ha observado el desarrollo de resistencia contra estos derivados

nitroheterociclicos (Murta et al., 1998; Sokolova et al., 2010).

Figura 1. Estructura quimica de: A. Nifurtimox, y B. Benznidazol.

Por estos motivos, el estudio de rutas metabdlicas del parasito que presenten relevancia
para la viabilidad e infectividad del mismo pueden dar lugar a la identificacién de nuevos
blancos terapéuticos. En este sentido, puesto que el orden Kinetoplastida constituye una de
las ramas mads tempranas de la evolucidn eucariota, los tripanosomatidos presentan varias
caracteristicas genéticas, bioquimicas y bioldgicas distintivas. La secuenciacion de los
genomas de los tripanosomatidos T. brucei, T. cruzi y L. major ha facilitado la identificacion
de vias metabdlicas y proteinas que puedan potencialmente consolidarse como nuevos

blancos de farmacos.

Es importante destacar que para que una proteina pueda considerarse como un potencial
blanco terapéutico debe en primer lugar ser indispensable, presentar bolsillos de unidn a
sustrato singulares (preferentemente para metabolitos poco comunes) o, en el caso de que
la estructura sea desconocida, presentar particularidades funcionales como su especificidad
por sustrato, concentracién intracelular o tasa de recambio (Flohé, 2011). En este sentido
metabolismo redox de estos parasitos, ligado fundamentalmente al empleo del tiol de bajo
peso molecular tripanotién (T(SH),), Unico de tripanosomatidos, representa una fuente muy

prometedora de posibles blancos moleculares.

El T(SH), es el tiol de bajo peso molecular predominante en tripanosomatidos, sustituyendo

al GSH en la mayoria de las reacciones de intercambio de tiol-disulfuro y como principal



amortiguador redox intracelular (Fairlamb et al., 1985; Krauth-Siegel et al., 2011). La sintesis
de este tiol implica la conjugacién de dos moléculas de GSH a una de espermidina en dos
pasos ATP-dependientes consecutivos (Fairlamb et al., 1985; Smith et al., 1992). En todos los
kinetoplastidos estudiados a la fecha (T. cruzi. T. brucei, L. major, L. donovani) la T(SH),
sintetasa (TryS) puede catalizar ambos pasos de conjugacion (Comini et al., 2003). En C.
fasciculata se ha reportado la existencia de una enzima adicional, Ia
mono(glutationil)espermidina sintetasa (GspS), especializada en catalizar la primera reaccién

(Comini et al., 2003, 2005; Fyfe et al., 2008; Koenig et al., 1997; Oza et al., 2002, 2005).

La extrema dependencia de estos parasitos en el sistema T(SH),/T(SH), reductasa (TR) se
debe a que los mismos carecen de genes para la GSH reductasa (GR) y la tiorredoxina (Trx)
reductasa, dos enzimas que junto con sus pares GSH y Trx, respectivamente, conforman los
sistemas redox clasicos de la mayoria de los seres vivos. Sin ahondar demasiado, el T(SH),
participa en la descomposicidn de oxidantes como H,0,, peroxinitrito y varios hidroperéxidos
derivados de acidos grasos y fosfolipidos de cadena corta asi como en la detoxificacion de
cetodcidos, metales pesados y xenobidticos, entre otros ejemplos. El T(SH), también
contribuye a la proliferacién celular al suministrar equivalentes de reduccién a la
ribonucledtido reductasa (Fairlamb y Cerami, 1992; Flohé, 2011; Irigoin et al., 2008; Krauth-
Siegel et al., 2003, 2008, 2011).

Dentro de las rutas metabdlicas T(SH),-dependientes, el estudio de las glutarredoxinas
monotidlicas (1-C-Grxs) aparece como una opcion interesante, como se ira esclareciendo en
el correr de este trabajo. Estas proteinas son miembros de la superfamilia de las Trxs y se
caracterizan por contener una Unica cisteina en su sitio activo. Algunas 1-C-Grxs pueden, al
igual que las glutarredoxinas ditidlicas (2-C-Grxs), participar en reacciones redox tiol-
dependientes pero también existe profusa evidencia de que la gran mayoria de ellas
participan en la biogénesis y/o transferencia de centros ferro-sulfurados (centros [Fe-S]) asi
como en la homedstasis del hierro (ver referencias mas adelante). No obstante, antes de
hacer foco sobre el rol de éstas Grxs en los tripanosomatidos se hara referencia a algunos
aspectos generales de las Grxs, su rol tentativo en el metabolismo del hierro y en algunas

generalidades sobre la homedstasis del hierro.
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1.4. Glutarredoxinas

1.4.1. Generalidades

Las Grxs, fueron descritas por primera vez en el afio 1976 como reductasas GSH-
dependientes del disulfuro formado en la ribonucleétido reductasa durante su ciclo
catalitico, en relacion al estudio de este proceso en un mutante de Escherichia coli carente de
la tiorredoxina 1 (Holmgren, 1976). Las mismas comparten una serie de caracteristicas con
las Trxs, si bien son mas versatiles en cuanto a los sustratos sobre los que actuan (Lillig et al.,
2008). En los sistemas de Grx los electrones son transferidos del NADPH a la GR, luego al GSH
y finalmente a una Grx (Figura 2; Fernandes et al., 2004), si bien algunas isoformas pueden

utilizar la tiorredoxina reductasa para su reduccién (Johanson et al., 2004).

Las Grxs participan en una gran variedad de reacciones relevantes desde el punto de vista
biolégico. Ya se mencioné su funcion como dadora de electrones a la ribonucledtido
reductasa, pero también actian como reductasas de enzimas participantes en la reduccién
asimilativa y desasimilativa del azufre en bacterias, hongos y plantas (Bick et al., 1998; Kim et
al., 2006), asi como para la reduccién de perdxidos (Hanschmann et al., 2010; Hong et al.,
2008; Vergauwen et al.,, 2001), sulféxidos (Kim et al., 2011; Tarrago et al.,, 2009),
tiorredoxinas (Reichheld et al., 2007; Sotirchos et al., 2009; Trotter et al., 2005), entre otras.
También se ha propuesto que poseen actividad chaperona que contribuye al plegamiento de
proteinas (Berndt et al., 2008). Ademas, son participes importantes en la glutationilacién y
deglutationilacion de proteinas, modificaciéon reversible que regula la actividad de
chaperonas, factores de transcripciéon (Chantazoura et al., 2010; Jbel et al., 2011; Liao et al.,
2010; Ojeda et al., 2006; Xie et al., 2009; Xing et al., 2005), proteinas del citoesqueleto
(Landino et al., 2004; Wang et al., 2001), proteinas reguladoras del ciclo celular (Adachi et al.,
2004), por mencionar algunas. Asimismo, esta actividad se asocia con una funcién protectora
en condiciones de estrés, ya que esta modificacion bloquea reversiblemente grupos tiol
evitando que se oxiden o sobreoxiden de manera inespecifica (Herrero et al., 2007). Las Grxs
también participan en el metabolismo y la homeostasis del hierro, funcion de particular

relevancia en cuanto a las 1-C-Grxs concierne (Lillig et al., 2008; Rouhier et al., 2010).

En la mayoria de los organismos que poseen sistemas GSH-Grxs, las Grxs son codificadas
por familias multigénicas, siendo especialmente abundantes en plantas (Herrero et al., 2007),
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presentando unas 30 Grxs de las cuales aproximadamente la mitad contiene el motivo CXXS

(Couturier et al., 2009).

s=—S 5-5G
\/ \

HS SH
NADPH + H* GSSG é :.\Ecy @
GR
GS-S SH S=—S HS\ /SH 5{1
!@ rot

Figura 2. Mecanismo general del sistema glutarredoxina. Los electrones son transferidos desde el

NADPH a la glutation reductasa (GR), de ésta al glutation (GSH) y finalmente a la glutarredoxina
(Grx). La Grx reduce entonces disulfuros o disulfuros mixtos con GSH en la proteina blanco.

1.4.2. Estructura de las glutarredoxinas

El plegamiento de Trx fue identificado en 1975 cuando se elucidd la estructura
cristalografica de la Trx1 de Escherichia coli en su forma disulfuro (Holmgren et al., 1975). El
plegamiento de las Trxs se caracteriza por un nucleo central de cinco hojas B antiparalelas
rodeadas por cuatro hélices a (Collet et al., 2010; Fernandes et al., 2004; Lillig et al., 2008).
Las Grxs exhiben un plegamiento de Trx en version reducida, consistente en cuatro hojas B
rodeadas por tres hélices a (Figura 3). Muchas otras proteinas comparten esta clase de
plegamiento (tiorredoxinas, glutarredoxinas, peroxidasas, isomerasas de disulfuro, glutation-
S-transferasas, oxidasas de disulfuro; Ren et al., 2009; Qi et al., 2005), de manera que
pertenecen también a la familia de las Trxs a pesar de que su homologia de secuencia sea

baja (Atkinson et al., 2009; Fernandes et al., 2004).

Todas las oxidorreductasas de la familia Trx presentan un sitio activo con los motivos CXXC
o CXXS, posicionados en el loop que conecta una hoja B con una hélice a en la regién N-
terminal (Figura 3). La Cys N-terminal del sitio activo es la que lleva a cabo el ataque
nucleofilico sobre distintos disulfuros (ver préxima seccion). La misma se encuentra expuesta
a la superficie y presenta un pKa bajo, i.e. unas tres unidades de pH por debajo del de una

Cys libre (Lillig et al., 2008).
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Figura 3. Plegamientos de tiorredoxina y glutarredoxina. (Adaptada de Collet, 2010) Estructura
secundaria y terciaria de A. Trx (Staphylococcus aureus; PDB 207K). Cuato hélices a rodean una
[dmina B de cinco hebras. El motivo CXXC se localiza hacia el sector N-terminal de la hélice a,. B.
Grx (E. coli; PDB 1EGO). Tres hélicesa rodean una &mina B de cuatro hebras. Las hoja B vy la
hélice a ; correspondientes al plegamiento de Trx estan ausentes. La hélicex , conecta dos
motivos (B;-a1-B, y Bs-Bs-a3). El motivo CXXC se localiza siempre hacia la region N-terminal de
una hélice a.

1.4.3. Mecanismo de reaccion

Las Grxs pueden emplear dos mecanismos de reaccidn para reducir distintos tipos de
disulfuros, los cuales se diferencian de acuerdo a la participacidon de uno o ambos tioles de su
sitio activo en el mismo. Mediante el mecanismo ditidlico, compartido con sus parientes Trxs,
las Grxs catalizan la reduccidn reversible de disulfuros proteicos utilizando ambas Cys del sitio
activo. En el primer paso, el tiolato formado sobre la Cys N-terminal realiza un ataque
nucleofilico sobre el disulfuro blanco. A continuacion, la Cys C-terminal en su forma
desprotonada elimina el disulfuro mixto entre ambas proteinas. El disulfuro intramolecular
formado expuesto a la superficie sélo es accesible por un lado de la proteina (Collet et al.,
2010). El mismo es reducido por una molécula de GSH, que reacciona con la Cys N-terminal

formando un disulfuro mixto que es resuelto por el ataque de una segunda molécula de GSH,
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dando origen a la Grx reducida y a glutation oxidado (GSSG; Figura 4; Fernandes et al., 2004;
Herrero et al., 2007; Lillig et al., 2008).

Mediante el mecanismo monotidlico las Grxs se encargan de reducir disulfuros mixtos de
proteinas con GSH, lo cual es una diferencia considerable con las Trxs, las cuales reducen una
gran variedad de disulfuros proteicos pero tienen actividad baja o la carecen por completo
frente a los primeros. En este caso, Unicamente la Cys N-terminal es utilizada. Debido a su
afinidad por GSH la Grx interactua directamente con la molécula de GSH que forma parte del
disulfuro mixto, liberando la proteina blanco reducida. El nuevo disulfuro mixto formado
sobre la Grx es entonces reducido por otra molécula de GSH, regenerando la Grx reducida y

liberando GSSG (Figura 4; Fernandes et al., 2004).

A. Mecanismo ditidlico

HS _
Prot |
B .

5 \s ! S==S - s s—s6 X SH
@: l\-Prot‘—>®:‘;)Pr<y—2>®:|L—>®: A—»@: + G5
SH s/\_// s/ S SH SH

B. Mecanismo monotidlico
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Figura 4. Mecanismos de oxidorreduccion empleados por las Grxs. Mediante el mecanismo
ditidlico se reducen disulfuros proteicos. Ambas Cys del sitio activo participan. En el mecanismo
monotidlico se reducen disulfuros mixtos entre las Cys de proteinas y GSH. En este caso, sélo la Cys
N-terminal participa de la catalisis.

1.4.4. Clasificacion de las glutarredoxinas: ditidlicas y monotidlicas

En funcién de la secuencia y la estructura de sus dominios, las Grxs pueden clasificarse en
dos grandes grupos. Por un lado las Grxs ditidlicas (2-C-Grx), las cuales presentan en su sitio
activo la secuencia consenso C-P-Y/F-C Yy, por otro lado, las Grxs monotidlicas (1-C-Grx), en las
gue la secuencia consenso es C-G-F-S (Herrero et al., 2007; Lillig et al., 2008). Las 1-C-Grxs
pueden clasificarse a su vez en proteinas de dominio Unico o de dominio multiple, en cuyo
caso presentan un dominio N-terminal generalmente de tipo Trx y entre uno y tres dominios

de 1-C-Grx C-terminales. Incluso podria decirse que las 1-C-Grx de dominio multiple
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constituyen una subfamilia de proteinas en si mismas, distinta de las 1-C-Grxs de dominio
Unico (Hoffmann et al., 2011). Cabe destacar que la clasificacién en ditidlicas o monotidlicas
no hace referencia al mecanismo de reaccién que la proteina siga durante su ciclo catalitico.
Todas las 2-C-Grxs catalizan mecanismos monotidlicos y varias, pero no todas, actuan

mediante un mecanismo ditiélico también (Lillig et al., 2008).

Por otro lado, la mayoria de las 1-C-Grxs son inactivas en ensayos con sustratos clasicos de
las Grxs, como ser la reduccién de hidroxietil disulfuro (HED). Brevemente, en este ensayo se
incuba HED con GSH, lo que da origen a un disulfuro mixto entre el B-ME y el GSH. Las 1-C-
Grxs son generalmente incapaces de romper este disulfuro mixto (Herrero et al., 2007). No
obstante, algunas 1-C-Grxs excepcionales si pueden, como las glutarredoxinas clasicas,
deglutationilar otras proteinas por un mecanismo monotiélico, como se ha propuesto para la
GrxS12 cloroplastica (Couturier et al., 2009) o mediante un mecanismo ditidlico como se ha
descrito para la Grx5 de levadura (Tamarit et al., 2003) y la Grx3 cloroplastica (Zaffagnini et
al., 2008). Las Grx6 y 7 de las rutas secretorias de levadura son otros ejemplos de 1-C-Grxs

activas en el ensayo de HED (lzquierdo et al., 2008).

Tanto las 2-C-Grxs como las 1-C-Grxs de dominio Unico son ubicuas, presentandose en
todos los dominios filogenéticos, mientras que las 1-C-Grxs de dominio multiple se hallan
exclusivamente en eucariotas, desde hongos unicelulares hasta plantas y vertebrados
superiores. Posiblemente esta ultima clase se haya originado por eventos de duplicacion del
dominio 1-C-Grx seguido de fusidon a un mdédulo Trx en una etapa temprana de la evolucién
eucariota (Vilella et al., 2004). Resulta interesante que las 1-C-Grxs, en comparacion con las
2-C-Grxs, tienen una mayor identidad de secuencia entre si lo que sugiere que las primeras

tienen un antepasado comun mas reciente (Lillig et al., 2008).

Las 2-C-Grxs y 1-C-Grxs también muestran otras diferencias estructurales entre si, las
cuales afectan en estas Ultimas su capacidad para unir GSH. Si bien los residuos relevantes en
la interaccion con la Gly C-terminal en el GSH estan conservados en ambos grupos de
proteinas, los residuos cargados que permiten la interaccidon con el residuo Y-Glu sdlo se
encuentran en las 2-C-Grxs. Estas sutiles divergencias estructurales explican en cierta medida

las diferencias bioquimicas observadas entre los dos grupos de Grxs (Lillig et al., 2008).
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1.5. Hierro

El hierro es el segundo metal mas abundante luego del aluminio y es el cuarto elemento
mas abundante de la corteza terrestre. El mismo puede encontrarse en diversos estados de
oxidacién (desde -2 hasta +6, siendo +2 y +3 los estados biolégicamente mas relevantes)
(Crichton et al.,, 2001), de modo que su versatilidad para llevar adelante ciclos de
oxidoreduccidn es importante, aunque por otra parte determina su toxicidad. El hierro puede
catalizar la generacién de especies reactivas del oxigeno (ROS) mediante reaccién de Fenton,
motivo por el cual los organismos que lo utilizan mantienen un estrecho control sobre su

transporte, metabolismo y almacenamiento (Taylor et al., 2010).

El hierro es un elemento necesario para el funcionamiento de muchas metaloproteinas
(Tabla 1), incluyendo aquellas que presentan centros ferro-sulfurados (centros [Fe-S]; Tabla
2), grupos hemo, centros férricos no hémicos mono o bifuncionales, y sitios activos homo o
heterometalicos. Tanto en procariotas como en eucariotas la insercion de estos cofactores en
las proteinas que los utilizan ocurre posteriormente a su sintesis bajo la forma apo (Rohuier

etal., 2009).

Tabla 1. Tipos de ferro-proteinas.

Metaloproteina Ejemplo Referencia

hemoglobinas, mioglobina,
Hemoproteinas citocromos, oxidasas,
peroxidasas, catalasas
Proteinas con centros
ver Tabla 2
[Fe-S]

Proteinas con hierro . . Andreou et al., 2009; Chen et al.,
lipoxigenasa, rubredoxinas
mononuclear 2006.

Hoy et al., 2008; Srajer et al., 2001;
Hersleth, 2006.

hemeritrina, metano
monooxigenasa, ribonucledtido Nordlund et al., 1995
reductasa, ferritina

Proteinas con hierro oxo-
dinuclear

Tabla 2. Proteinas con centros [Fe-S]

Tipo de centro [Fe-S] Ejemplo Referencia

ferredoxina; mondxido  de

2Fe-2S . Kurisu et al., 2001; Meyer et al., 2000.
carbono deshidrogenasa

3Fe-4S; 4Fe-3S hidrogenasa Shomuraetal.,, 2011.
aconitasa; hidrogenasas; nitrato Artymiuk et al., 2006; Mulder et al.,

4Fe-4S reductasa; sulfito reductasa; 2011; Moura et al., 2001; Crane et al.,
acetil coA sintasa; 1996; Liu et al., 2011

8Fe-8S; 8Fe-7S nitrogenasa Kim et al., 1992.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=�

El requerimiento de hierro es especialmente elevado en mitocondrias y cloroplastos donde
muchas funciones dependientes de proteinas que unen centros [Fe-S] son llevadas a cabo;
entre ellas, la fotosintesis, la respiracion, la asimilacion de azufre y nitrégeno, por mencionar

algunas (Rohuier et al., 2009).

1.6. Centros [Fe-S]

1.6.1. Tipos de centro [Fe-S]

Los centros [Fe-S] pueden desempefiar multiples funciones, como ser la transferencia de
electrones, reacciones de (des)hidratacion, generaciéon de radicales, clivaje de enlaces
disulfuro, entre otras reacciones relevantes en la sefializacion y metabolismo redox
intracelular. También pueden cumplir funciones meramente estructurales en las proteinas
gue los contienen. Su capacidad para deslocalizar electrones sobre los dtomos de hierro y
azufre hace que los centros [Fe-S] sean cofactores ideales para realizar transferencia de

electrones en los sistemas bioldgicos (Rohuier et al., 2009).

Existen varios tipos de centros [Fe-S]. Los centros mas comunes y simples son los
romboides de [2Fe-2S] y los cubicos de [4Fe-4S]. Muchas veces, un dtomo de hierro de un
centro [4Fe-4S] se pierde, para dar un centro de [3Fe-4S] el cual adopta una conformacion
distorsionada. El hierro puede alternar entre los estados de oxidacion +2 y +3 y suele estar
coordinado tetraédricamente con sulfuro (siempre presente en estado de oxidacion -2). A
partir de estos bloques sencillos pueden generarse centros [Fe-S] mas complejos, por
ejemplo, dos centros de tipo [4Fe-4S] pueden acoplarse, originando centros de tipo [8Fe-8S]
o [7Fe-8S]. Usualmente, esta clase de complejo contiene otro tipo de ion metdlico
coordinado al S* como ser molibdeno, niquel o vanadio. En las proteinas, el hierro es
coordinado generalmente por el grupo tiolato de la cadena lateral del aminodacido Cys, pero
también puede hacerlo la His, Arg, Ser o moléculas pequeiias (CN’, homocitrato). No existen
motivos de unidn a centro [Fe-S] que estén muy conservados, aunque algunas secuencias
consenso se han reconocido, incluyendo el motivo CX;CX,CX~30C y el motivo CX,CX,CX5q.30C.
Los centros [Fe-S] suelen donar los electrones de a uno, pero los centros [7Fe-8S] (presente

en nitrogenasas Unicamente) puede darlos de a dos (Lill et al., 2008).
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1.6.2. Sistemas que participan en el ensamblaje de centros [Fe-S]

Mas de veinte proteinas estdn involucradas en la sintesis de centros [Fe-S]. En procariotas
se han identificado tres sistemas para el ensamblaje de proteinas con centros [Fe-S]: el
sistema NIF (nitrogen fixation) es especifico de bacterias azotroficas y es utilizado para la
generacion de estos complejos en proteinas relacionadas con la fijacion de nitrégeno; los
sistemas SUF (sulfur mobilization) e ISC (iron-sulfur cluster) son los responsables de la
biogénesis constitutiva de centros [Fe-S] en la mayoria de los organismos y pueden
presentarse de manera independiente o conjunta. En eucariotas, el sistema ISC funciona en
la mitocondria, en tanto que el SUF lo hace en los plastidos de organismos fotosintéticos.
Mientras que el sistema ISC es fundamental para la biogénesis de todos los centros [Fe-S]
celulares, los eucariotas tienen ademas una maquinaria que se encarga de la maduracién de
proteinas ferrosulfuradas citosélicas y nucleares, que comprende el aparato de exportacion
de los centros [Fe-S] mitocondriales y el sistema CIA (cytosolic iron-sulfur cluster assembly)
(Lill et al., 2008). Mas alla de las diferencias especificas, los tres sistemas de biogénesis de
centros [Fe-S] funcionan con una légica similar que incluye el ensamblaje de centros [2Fe-2S]
o [4Fe-4S] sobre proteinas de andamiaje clasificadas en tipo U (IscU, SufU y dominio N-
terminal de NifU), tipo A (IscA, SufA o nifiscA) y tipo Nuf (dominio C-terminal de NifU),
mediado por una cisteina desulfurilasa (IscS, SufS y NifS), con la posterior transferencia a su
aceptor final, proceso que involucra chaperonas vy co-chaperonas adicionales
(Bandyopadhyay et al., 2008; Lill et al., 2008; Rohuier et al., 2009). Sumado a ésto, el proceso
depende del potencial de membrana mitocondrial asi como de la presencia de Cys, ATP y

NADH (ver detalles en Figura 5; Mihlenhoff et al., 2002, 2003).

El ensamblaje de centros [4Fe-4S] sobre IscU dimérica ocurre en la interface del dimero por
acoplamiento reductivo de dos centros [2Fe-2S] (Bandyopadhyay et al., 2008; Rohuier et al.,
2009).

Existe evidencia de que algunas Grxs participan en la biogénesis y transferencia de estos
cofactores asi como en la homedstasis del hierro siendo la Grx5 de levadura junto con sus

ortélogos en otros organismos el ejemplo mas representativo (Lill et al., 2012).
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Con respecto a la biosintesis de centros [Fe-S] en tripanosomatidos, dos componentes del
sistema ISC fueron identificados en T. brucei: la desulfurasa de cisteina Tb IscS2 y la proteina

de andamiaje Tb IscU (Smid et al., 2006).

Maquinaria CIA

@® Centro [Fe-S]
@ Hierro
Azufre

Citosol

Holo
CErviD Proteinas Fe-S
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Figura 5. Esquema representativo de la biogénesis de centros [Fe-S] en células eucariotas. (Tomada
y modificada de Lill, 2008) El sistema ISC mitocondrial es fundamental para la biogénesis de todos los
centros [Fe-S] celulares. Sintesis de novo de centros [Fe-S] (flechas naranjas) El Fe** es importado a la
mitocondria en un mecanismo que depende del potencial de membrana y que es facilitado por las
proteinas de membrana Mrs3 y Mrs4, entre otras. La sintesis del centro [Fe-S] sobre Isul (e Isu2 en
levadura) implica la participacion de un complejo Cys-desulfurilasa Nfsl-lIsd11l, que cataliza la
remocion de azufre elemental desde el aminodacido Cys, de la proteina de unién a hierro Yfh
(frataxina) como dador putativo de Fe®* y de un par Yah1 (ferredoxina)/Arh1 (ferredoxin-reductasa)
que transfiere electrones desde el NADH. El poder reductor se requiere para reducir S°a S*, aunque
no se descarta que pueda precisarse para otros pasos. Transferencia de centros preformados a
apoproteinas (flechas rojas) En esta etapa participan la chaperona Ssql (homdloga de HSP70), que
interactua con Isul facilitando la disociacién del centro [Fe-S] y la co-chaperona Jakl (homdloga de
HSP40) que junto con el factor intercambiador de nucledtido Mgel promueven y asisten la funcion
ATP-dependiente de Ssql. La Grx5 también participa en esta etapa de transferencia den centro [Fe-S]
preformado hacia apo-proteinas (Apo). Biogénesis de centros [Fe-S] extra-mitocondrial (flechas
marrones) El transportador ABC Atm1 de la membrana interna mitocondrial exporta el complejo
desconocido (X), que contiene el centro [Fe-S], hacia el citosol. Otros componentes de este sistema de
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exportacion son la proteina Ervl, que oxida grupos tiél, y GSH (flechas marrones). En el citosol el
sistema CIA cataliza la maduracion de proteinas [Fe-S]. Primero, el centro [Fe-S] es montado sobre un
P-loop de las NTPasas Cfd1l y Nbp35 que forman un complejo heterotetramérico, a partir del cual el
complejo es transferido a la proteina Narl. La proteina Cial asiste a Narl en la incorporacion del
centro [Fe-S] a proteinas citosdlicas y nucleares (Flechas verdes).

1.7. Rol de las glutarredoxinas en la coordinacion de centros [Fe-S] y en la homedstasis
del hierro; antecedentes en el estudio del rol de las glutarredoxinas en la coordinaciéon de

centros [Fe-S]

Los primeros estudios describiendo la coordinacion de centros [Fe-S] por Grxs tuvieron a
las proteinas de E. coli, Saccharomyces cerevisiae y mamiferos como principales modelos de
estudio, aunque también en plantas ha habido avances relevantes.

La primera Grx en la que la capacidad de unidon de centros [Fe-S] fue caracterizada fue la
Grx2 humana (Lillig et al., 2005). Esta Grx, cuyo sitio activo presenta la secuencia CSYC, es
capaz de coordinar un centro [Fe-S] del tipo [2Fe—2$]2+ mediante el cual la proteina dimeriza.
La coordinacién del centro esta dada por los residuos de Cys N-terminales del sitio activo de
dos mondmeros de Grx y por dos grupos tiol adicionales aportados por dos moléculas de GSH
las cuales ocultan al hierro del solvente (Figura 6; Johansson et al., 2006). Aunque con una
arquitectura diferente, también para la Grx-1-C de alamo (Populus tremula) se ha descrito la
formacién de un complejo de caracteristicas similares al de la Grx2 (Feng et al., 2006). En su
forma apo (monomérica), ambas proteinas presentan actividad oxidoreductasa asi como
capacidad de coordinar centros [Fe-S] (Feng et al., 2006; Rouhier et al., 2007), mientras que
en el estado holo las enzimas carecen de actividad dado que la Cys de los sitios activos se
comprometen en la unidn del centro [Fe-S]. Dado que la unién de estos complejos Fe-S a las
2-C-Grxs es influenciada por la proporcion GSH/GSSG (e.g. una tasa GSH/GSSG elevada
estabiliza el holo complejo, mientras que sucede lo opuesto cuando la proporcidon se
invierte), se ha propuesto que los mismos cumplen una funcién regulatoria sobre la
actividad, actuando como sensores de estrés oxidativo (Berndt et al., 2007; Johansson et al.,

2006; Lillig et al., 2005).
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A *o%e Figura 6. Unién de glutatiéon a la Grx2.

Tyr39 E

| cys37

N g ! (Tomada de Johanson, 2006) A. Unién de
GSH al sitio activo de la Grx. Las
interacciones polares se muestran como
lineas verdes punteadas; las interacciones
hidrofdbicas en rayas rojas. B. Estructura
terciaria de la Grx2 dimérica. Los
mondmeros A y B se muestran en
turquesa y azul, respectivamente. El
dimero estd acoplado por un cluster 2Fe-
2S (ver detalle en el texto).

También se ha incursionado en el estudio de |la coordinacién de centros [Fe-S] por parte de
las 1-C-Grxs, con interesantes hallazgos. Estudios pioneros con cepas de S. cerevisiae
mutantes para la Grx5 mitocondrial brindaron los primeros indicios sobre la participacion de
las 1-C-Grxs en la homedstasis del hierro celular. Por ejemplo, se ha visto que levaduras
deficientes en Grx5 presentan altos niveles de hierro intracelular y una baja actividad de
proteinas cuya funcién depende de centros [Fe-S] (como ser la aconitasa y la succinato
deshidrogenasa). En consecuencia, estas células no son capaces de crecer en presencia de
fuentes de carbono que deban ser metabolizados por via aerdbica (fosforilacién oxidativa) y
son, por otro lado, mas sensibles a agentes oxidantes. Luego, numerosos estudios pusieron
en evidencia el rol de estas proteinas en el metabolismo del hierro, particularmente como
componentes de la maquinaria de ensamblaje de centros [Fe-S] (sea como proteinas de
andamiaje o en la transferencia de centros preformados) en eucariotas inferiores (Kim et al.,
2010; Rodriguez-Menazque et al., 2002) y superiores, incluyendo vertebrados (Camaschella
et al.,, 2007; Wingert et al., 2005; Ye et al., 2010) y plantas. Incluso se ha observado la
interaccidn in vivo de la Grx5 con otras proteinas ya caracterizadas dentro de la ruta de

biosintesis de centros [Fe-S] (Kim et al., 2010).

Sumado a esto, aunque las 1-C-Grxs de diferentes especies comparten sélo un 20-30 % de
identidad de secuencia (Filser et al., 2008), homdlogos de la Grx5 de bacteria, vertebrados y

plantas logran revertir eficientemente el fenotipo del mutante de Grx5 en levaduras

21



(Bandyopadhyay et al., 2008; Molina-Navarro et al., 2006), lo que habla de una conservacion

funcional de estas proteinas a lo largo de la evolucidn (Viella et al., 2004).

Todavia no estd claro en qué radican las diferencias bioquimicas observadas entre 1-C-Grx
y 2-C-Grx cuando ambas clases presentan similitud estructural en la coordinacion de centros
[Fe-S]: utilizan la Cys N-terminal de su sitio activo y GSH como ligando. La idea general es que
en tanto que las 1-C-Grxs funcionarian almacenando, transportando y entregando centros
[Fe-S], la coordinacion por parte de las 2-C-Grxs funcionaria como un sensor del estado redox
al secuestrar la forma monomérica activa de la Grx y liberarla ante condiciones oxidativas por
ruptura del holo-complejo. Las 1-C-Grxs atraviesan cambios conformacionales importantes al
pasar del estado dimérico al monomérico, lo que llevé a proponer que el mecanismo que
permitiria la entrega de centros [Fe-S] seria la induccién de la monomerizacidon disparada por
proteinas aceptoras y/o chaperonas. Por el contrario, las 2-C-Grxs no sufren tales cambios

(lwema et al., 2009).

1.8. Metabolismo del hierro

1.8.1. Metabolismo del hierro en el huésped mamifero

En los mamiferos, practicamente no existe hierro libre disponible en la sangre o en los
fluidos extracelulares, sino que éste se encuentra unido a la transferrina o a la hemoglobina
en los eritrocitos. Si bien el hierro se mantiene dentro de un sistema cuasi-cerrado siendo los
macrofagos las principales células encargadas de reciclarlo, la pérdida de este metal es
compensado por su incorporacién desde los alimentos. Este suele encontrarse como Fe** y
debe ser reducido a Fe®' para su absorcién, evento que ocurre en la membrana del

enterocito (Cheraylil et al., 2010).

En el plasma, el hierro es transportado como Fe?* unido a la glicoproteina plasmética
transferrina (Tf), principal fuente de hierro en el torrente vascular y liquido extracelular. Para
poder utilizar esta fuente las células poseen receptores endociticos para Tf. La acidificacion
del endosoma produce la liberacion del hierro unido a la Tf. Tanto el receptor de Tf como la
Tf son reciclados por las células. El primero es retornado a la superficie celular y la segunda al
plasma. El hierro liberado es reducido por una reductasa férrica y transportado al citosol

mediante un transportador de iones divalentes (Sutak et al., 2008). Cuando los niveles de
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hierro intracelular son elevados, el mismo es almacenado por un polimero de 24 subunidades

capaz de contener hasta 4500 atomos de hierro, la proteina ferritina (Ft).

El metabolismo del hierro se encuentra regulado por dos proteinas IRP (lron response
elements [IRE]-binding proteins), IRP1 e IRP2, que se unen a los mRNAs de proteinas
relacionadas a la captacidn, utilizacion, almacenamiento y eliminacion del hierro,
aumentando o disminuyendo su traduccién segun se requiera (Sutak et al., 2008). Al poseer
un centro [Fe-S] necesario para su actividad aconitasa, IRP1 actia como censor del nivel de
hierro. Cuando éste desciende, un cambio conformacional producido por el desensamblaje
del centro [Fe-S] induce la exposicién del dominio de unién a regiones de respuesta a hierro
(IREs) permitiendo su union al mRNA blanco. IRP2 es regulada por ubicuitinacion

dependiente de hierro (y concomitante degradacion proteasémica) (Kelly et al., 2010).

1.8.2. Metabolismo del hierro en tripanosomadtidos

En los tripanosomatidos, la maquinaria de utilizacion del hierro se relaciona estrechamente
con el estadio del ciclo de vida. En la etapa sanguinea T. brucei utiliza la Tf como fuente de
hierro mediante un receptor heterodimérico (ESAG6:ESAG7) de alta afinidad para dicha
proteina, que se localiza en su bolsillo flagelar, Unica regién con capacidad endocitica en
condiciones de estrés. Los genes codificantes para las proteinas ESAG forman parte de
unidades de transcripcion policistronica denominadas sitios de expresion para glicoproteina
variable de superficie (VSG, variable surface glycoprotein) y son co-transcritas junto con un
gen codificante para VSG. El pardsito presenta alrededor de veinte sitios de expresion de VSG
y cada uno contiene copias funcionales para ESAG6 y ESAG7. El recambio de la cubierta de
glicoproteinas es un mecanismo de evasion de la respuesta inmune explotado por T. brucei
durante la etapa crénica de la infeccion y cada receptor de Tf codificado por sitios de
expresion para VSG diferentes varia en su afinidad por la Tf de distintas especies. Por tanto,
el cambio en los sitios de expresion posiblemente le permita al tripanosoma adaptarse a Tfs

de distintos huéspedes (Sutak et al., 2008).

Tal vez como consecuencia de gran disponibilidad de glucosa, lo cual le permite prescindir
del metabolismo mitocondrial para la obtencion de energia y de la anemia producida como
parte de la respuesta inmune, T. brucei ha evolucionado para requerir relativamente poca
cantidad de este micronutriente. Sumado a esto, el parasito es capaz de sobreregular la
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expresion de ESAGs al caer el nivel de hierro en el huésped. Al acidificarse el endosoma, el
hierro es liberado y ESAG6:ESAG7 pierde afinidad por la Tf, que es degradada, mientras que
solo el receptor es reciclado a la superficie celular. Aun se desconoce cémo llega el hierro al
citosol, pero se presume un mecanismo similar al mencionado para mamiferos en vistas de
gue existen reductasas férricas putativas, una flavoproteina NADPH-dependiente que podria
también efectuar la misma funcidn y varios transportadores de iones divalentes putativos

(Kelly et al., 2010).

En la etapa prociclica (aquella presente en el insecto) el parasito requiere la activacion
Optima de su metabolismo mitocondrial, hecho que implica la produccién de una cadena
respiratoria completa y de las enzimas del ciclo de los acidos ticarboxilicos. El cambio
metabdlico descrito implica la produccion de enzimas que contienen centros [Fe-S], como la

citocromo c reductasa (complejo lll).

En el caso de Leishmania, se trata de un pardsito intracelular que reside en un
fagolisosoma de macréfagos. En ese compartimento puede tomar el hierro directamente de
la Tf que ingresa a la via endocitica, no requiriendo un receptor propio, aunque si una
reductasa férrica y un transportador de iones divalentes. L. amazoniensis tiene la habilidad
de redirigir el endosoma conteniendo Tf hacia la vacuola parasitica garantizando un
suministro constante de hierro a los amastigotas replicativos (Kelly et al.,, 2010). En
respuesta, la célula emplea para extraer los iones divalentes del fagolisosoma el
transportador Nrampl. El rol rol de Nrampl en el control de infecciones por patégenos
intracelulares es ampliamente reconocido (McDermid y Prentice, 2006). En definitiva, podria
especularse que en el estadio amastigote Leishmania poseeria un sistema efectivo de
captacion de hierro para sobrellevar la privacidon de hierro impuesta por el hospedero (Sutak

et al., 2008).

Poco se sabe en relacidn a la adquisicién de hierro en T. cruzi, pero dado el amplio espectro
de huéspedes y de células que es capaz de infectar es posible que utilice diversas estrategias.
Ademas, al habitar en el citoplasma del huésped puede incluso recurrir a la Ft como

suministro.

En cuanto a la utilizacién de grupo hemo, los tripanosomas lo incorporan directamente en
sus apoproteinas en vistas de que carecen de proteinas homadlogas a la hemo-oxigenasa y a
la ferroquelatasa (Kelly et al., 2010) y a que son parcial o totalmente deficientes en las
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enzimas necesarias para la biosintesis de esta molécula (la mayoria de los miembros del
género Trypanosoma carecen de todas las enzimas, mientras que Leishmania spp. y
Chrithidia spp. tienen las enzimas que catalizan los tres ultimos pasos de la ruta (Chang et al.,
1974, 1975; Salzman et al., 1982). En T. cruzi se ha determinado la presencia de una ruta
endocitica para su internalizacion, asi como la presencia de transportadores de tipo ABC (aun
escasamente caracterizados) que llevan a la acumulacion de hemo dentro de organelos de
reserva (reservosomas; Cupello et al., 2011; Lara et al., 2007). En T. brucei se ha demostrado
la capacidad para endocitar hemoglobina, funcion que depende del receptor de
haptoglobina-hemoglobina (HpHbR) localizado en el bolsillo flagelar en la forma sanguinea
del parasito (Vanhollebeke et al., 2008). Por otro lado en L. major se ha descrito la presencia
de un transportador ABC (ABCG5) con la funcién de rescatar el hemo tras digestidon

lisosdémica (Campos-Salinas et al., 2011).

1.8.3. Rol del hierro en la infeccion

El metabolismo del hierro cumple un rol protagénico en el transcurso de una infeccion,
existiendo una competencia por los recursos entre el huésped y el hospedador. En el correr
de la evolucion, los microorganismos han generado varias estrategias para explotar las
reservas nutricionales del hospedero, incluidas las de hierro. Entre ellas se encuentra: la ya
mencionada expresién de receptores que interactian con proteinas de unién a hierro del
mamifero (siendo la Tf la principal) o la expresion de reductasas que liberan el hierro unido a
las mismas; la produccion de siderdforos; la utilizacion de hemolisinas (como la hemo-
oxigenasa), por mencionar algunas. Asimismo, muchos microorganismos utilizan varias de
estas estrategias simultaneamente, generando sistemas robustos de captacion de hierro

(Cheraylil et al., 2010; Sutak et al., 2008).

En respuesta, el hospedero ha desarrollado mecanismos para limitar su disponibilidad al
patdgeno. El ejemplo mas evidente es mediado por la hormona hepcidina (Hc), que regula el
metabolismo del hierro a nivel sistémico, favoreciendo una condicion de anemia transitoria
al promover el secuestro del hierro dentro de los macréfagos y enterocitos (Cheraylil et al.,
2010). Esta estrategia puede resultar atil en el caso de infecciones por organismos

extracelulares (por ejemplo, en el caso de T. brucei), pero en el caso de patdogenos
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intracelulares (tal como T. cruzi o Leishmania) podria, por el contrario, resultar

contraproducente.

Asimismo, en el hospedador, la homedstasis del hierro es relevante en los mecanismos
efectores de la respuesta innata y adaptativa, afectando procesos microbicidas de la
inmunidad celular y la humoral dependientes de hierro, tales como el funcionamiento de la
oxido nitrico sintasa inducida (iNOS) y la fagocito oxidasa o bien la linfopoyesis (Cheraylil et

al., 2010; Kaufmann et al., 2004).

En vistas del didlogo existente entre el hospedador y el patégeno con respecto al balance
del hierro, el estudio de las bases bioquimicas de la homedstasis del mismo puede

proporcionar nuevas estrategias para el combate de enfermedades.

Experiencias previas han demostrado que el tratamiento con quelantes de hierro como la
desferroxamina son Utiles para el combate de algunos patégenos. En estudios con T. cruzi fue
demostrado que ratones tratados con desferroxamina o sometidos a una dieta deficiente en
hierro presentan una menor parasitemia y mortalidad al ser infectados, y que tratamientos
conjuntos con benznidazol y desferroxamina potencian la actividad quimioterapéutica del
primero. Esto demuestra la relevancia del hierro en la virulencia de estos parasitos (Arantes

et al., 2007; Francisco et al., 2008).

El efecto observado se deberia a que la sustraccién de hierro afecta varias funciones
celulares esenciales las cuales dependen de proteinas que utilizan hierro o centros [Fe-S]
como cofactor. Altera por ejemplo la sintesis de DNA por déficit en ribonucledtido reductasa,
aumenta el estrés oxidativo por pérdida de las superdxido dismutasas (SOD) y la peroxidasa
ascorbato-dependiente (APX, aunque habitual de plantas, se presenta en T. cruzi y en
Leishmania), bloquea la sintesis de la Hhse J ( -D-hidroximetiluridina) y detiene Ia
transferencia de electrones a través de la oxidasa alternativa (TAO, una oxidasa de ubiquinol
gue cataliza la reduccidon del oxigeno a agua sin generar un gradiente de protones,
funcionando como una oxidasa terminal citocromo-independiente que es fundamental para

la supervivencia en el huésped mamifero; Kido et al., 2010).
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1.9. Las glutarredoxinas de los tripanosomas

1.9.1. Glutarredoxinas ditidlicas

En el genoma de los tripanosomas existen dos genes codificantes para 2-C-Grxs (Grx1 vy
Grx2). Las 2-C-Grxs se encuentran estrechamente relacionadas al metabolismo redox

dependiente de T(SH), de estos parasitos.

En T. brucei la Grx1l es una proteina citosélica mientras que la Grx2 es una proteina
mitocondrial probablemente localizada en el espacio intermembrana. Ambas Grxs son de
expresion constitutiva en los distintos estadios de tripanosomas Africanos y tienen actividad
reductasa de disulfuros mixtos (aunque la actividad deglutationilasa de la Grx2 es baja) y
disulfuros proteicos (caso en que la actividad de la Grx1 es comparativamente menor a la de
la Grx2). Ambas proteinas son reducidas por T(SH), con una eficiencia aproximadamente tres
o6rdenes de magnitud superior a la exhibida por el GSH. La mayor capacidad reductora del
T(SH), se deberia a su caracter ditidlico, a su pK cercano al pH fisioldgico (7,4) y a que las

proteinas blanco presentan afinidad especifica por este ditiol.

La Grx1 puede coordinar un centro [Fe-S] utilizando T(SH), como ligando no proteico (y
también Gsp o GSH), lo que induce la dimerizacion de la proteina. Presenta la particularidad
de tener en su sitio activo la secuencia CPYC, cuando la sustitucion de Pro por Ser o Gly se
creia indispensable para la coordinacién de centros [Fe-S] por 2-C-Grxs, como fue observado
para la Grx2 humana y Grx1C de dlamo. Asimismo, la reconstruccion del centro [Fe-S] sobre
la Grx1 provoca la pérdida parcial de la actividad en el ensayo de HED, lo cual sugiere que el
centro [Fe-S] podria cumplir un rol regulatorio en la funcién de la proteina, como se planteé
para otras 2-C-Grxs (Feng et al., 2006; Johansson et al., 2007; Lillig et al., 2005; Riondet et al.,
2012). Por otro lado, la Grx1, a diferencia de la Grx2, cede electrones eficientemente a la
ribonucledtido reductasa, siendo posiblemente un sistema de respaldo para |la
triparredoxina. La Grx1 también cataliza eficientemente el intercambio tiol-disulfuro entre el
T(SH), y el GSSG. Esta reaccion podria aportar control catalitico a la reduccién de GSSG dada
la ausencia de genes para la glutation reductasa en los tripanosomatidos. Estos hallazgos
ponen en evidencia que las 2-C-Grxs de T. brucei presentan actividades no redundantes

(Ceylan et al., 2010).
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1.9.2. Las glutarredoxinas monotidlicas y el rol primordial de la 1-C-Grx1

Los tripanosomas Africanos poseen tres genes que codifican para 1-C-Grxs (1-C-Grx1, 1-C-
Grx2, y 1-C-Grx3). Las 1-C-Grx1 y 1-C-Grx2 son proteinas de dominio Unico y presentan una
secuencia putativa de localizacién mitocondrial, mientras que la 1-C-Grx3 se compone de un
dominio 1-C-Grx unido por su extremo N-terminal a uno de Trx y carece de secuencia de

localizacion subcelular (Figura 7; Comini et al., 2008).

42 77 184
Tb 1-C-Grx1 €, AYS
22 30 131
Tb 1-C-Grx2 C..GFT
1 112 125 222
Tb 1-C-Grx3 Y S C40GFT
Dominio Grx Regién N-terminal @ Dominio Trx (R linker

Figura 7. Organizacion modular de las glutarredoxinas monotidlicas de T. brucei. Se indican los
dominios estructurales y funcionales de las 1-C-Grx1, 1-C-Grx2 y 1-C-Grx3 asi como los motivos de
sus sitios activos putativos.

La 1-C-Grx1 de T. brucei es una proteina con una masa tedrica de 15,9 KDa que forma
homodimeros no covalentes. La 1-C-Grx2 y la 1-C-Grx3 son proteinas monomeéricas con
masas tedricas de 12,6 y 24,6 KDa, respectivamente, aunque sus propiedades hidrodindmicas
(analizadas por cromatografia de exclusion molecular) indicarian una conformacion no del
todo globular ya que muestran pesos moleculares aparentes mayores. En la 1-C-Grx1 una
extension N-terminal de 34 aminoacidos que no pertenece al dominio Grx es responsable de
la dimerizacién de la proteina (Manta et al., 2012).

El estado oligomérico de la 1-C-Grx1 es influenciado por el estado redox de sus Cys. Esta
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proteina presenta dos grupos tiol en su secuencia: la Cys™  (que pertenece al sitio activo

putativo CAYS) y la Cys*®!

, de localizacion proxima al carboxilo terminal. Al ser oxidada con
GSSG o H,0, la proteina forma especies con masas aparentes de 32 y 44 o 48 KDa asi como
polimeros covalentes de alto peso molecular. La especie de 32 KDa se corresponde con una
mezcla de la proteina reducida, mono y di-glutationilada y sobreoxidada (a acido sulfinico).
Los picos a 44 o 48 KDa se componen de especies proteicas diméricas unidas por enlaces

disulfuro intramoleculares que provocan un cambio conformacional sustancial elevando su

peso molecular aparente. Al tratarse de un estado reversible, la formacién de este enlace
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disufuro protegeria principalmente a la Cys'® de la sobreoxidacion. El mecanismo que da
lugar a la formacion del disulfuro intramolecular involucraria la generacion de un disulfuro
mixto entre la Cys181 y GSH o un 4cido sulfénico cuando el oxidante es GSSG o H,0,,
respectivamente; seguidamente el tiol del sitio activo realizaria un ataque nucleofilico sobre
la Cys™®! oxidadda dando lugar a la formacién del enlace disulfuro y la concomitante
liberacion de GSH y H-,0, respectivamente (Comini et al., 2008; Filser et al., 2008; Melchers et
al., 2007). La Cys181 también puede ser S-(glutationil)espermidinilada (Melchers et al., 2007).
Si bien la proteina reacciona con T(SH), (Flilser et al., 2008), la naturaleza ditidlica de este
compuesto impide que éste forme disulfuros mixtos estables con esta o alguna otra proteina
blanco (Melchers et al., 2007). La proteina ortéloga en otros tripanosomatidos, e.g. T. cruzi,
solo presenta una unica Cys en su secuencia, la correspondiente al sitio activo, lo que plantea
gue de existir in vivo dicho mecanismo de regulaciéon redox de la actividad, sélo seria factible

para la 1-C-Grx de pardsitos del complejo brucei (Comini et al., 2008).

Asimismo, todas las especies oxidadas pueden ser reducidas por la triparredoxina asi como
por elevadas concentraciones de T(SH),. El tratamiento con GSH, por el contrario, logra

reducir el disufuro intramolecular pero no el disulfuro mixto formado sobre la Cys'®!

. El par
T(SH),/triparredoxina es probablemente el responsable de mantener a la proteina en su

estado reducido a nivel fisioldgico (Filser et al., 2008).

Estudios llevados a cabo con la proteina recombinante verificaron que in vitro la 1-C-Grx1
es capaz de coordinar un centro del tipo [2Fe-2S] (con picos de absorcidén caracteristicos a
320 y 420 nm) utilizando GSH como ligando no proteico, estructura que es destruida por
H,0,. No obstante, a diferencia de lo observado para la mayoria de las 1-C-Grxs que
oligomerizan en torno al centro [Fe-S], la holo-forma de la 1-C-Grx1 de T. brucei es dimérica

(Comini et al., 2008).

La 1-C-Grx1 cumpliria un rol esencial en la homedstasis redox y en el metabolismo del
hierro. En experimentos con T. brucei, no fue posible obtener parasitos en los que se
silenciara completamente la expresién de la 1-C-Grx1. Asimismo, una disminucién del 70 %
del contenido de la 1-C-Grx1 no fue acompanada por un aumento en la expresién de la 1-C-
Grx2 (también mitocondrial) lo que indica que no existe solapamiento funcional entre las 1-C-
Grxs del parasito (Comini et al., 2008). Sumado a esto, la 1-C-Grx1 fue la Unica 1-C-Grx del

parasito capaz de revertir parcialmente el fenotipo del mutante Grx5 de S. cerevisiae en
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ensayos de complementacién. Estas dos proteinas comparten un 29 % de identidad de
secuencia, lo que en principio podria explicar la incapacidad de la 1-C-Grx1 para sustituir
completamente a la proteina auténtica. No obstante, la Grx3 de levadura (un hibrido de 1-C-
Grx/Trx de localizacidon nuclear) con un 28 % de identidad de secuencia a la Grx5, logra
reemplazar la funcién de esta ultima cuando es sobreexpresada en la mitocondria, hecho que
habla de una clara divergencia funcional y/o estructural de las 1-C-Grxs de los
tripanosomatidos (Filser et al., 2008). Estos hallazgos parecen involucrar a las 1-C-Grxs como
componentes de esta maquinaria de biogénesis y en particular a la 1-C-Grx1 como un

componente esencial en la sintesis mitocondrial de centros [Fe-S].
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2. Objetivos
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2.1. Objetivo general

Caracterizar bioguimicamente la glutarredoxina monotidlica 1 de T. cruzi (Tc1-C-Grx1), de
manera de evaluar su posible relevancia en el metabolismo de centros ferrosulfurados en el

parasito y generar las bases para futuros proyectos de perspectiva bioldgica y farmacoldgica.

2.2. Objetivos especificos

1. Clonado de la Tcl-C-Grx1l de la cepa Tulahen 2 sin secuencia de localizacién
mitocondrial. Generacion de mutantes de delecién (A77) y puntuales (C105S) y

subclonado en vectores para expresion en procariotas.

2. Optimizacion de las condiciones de expresidn y purificacion de la proteina

recombinante silvestre y mutantes.

3. Caracterizacidon bioquimica de la proteina en cuanto a su estado oligomérico, pKa de

cisteina de sitio activo y actividad oxidorreductasa.

4. Ensayos de cristalogénesis y optimizacidén de condiciones de cristalizacién.

5. Ensayos in vitro de coordinacién de centros ferrosulfurados con la proteina

recombinante.

6. Evaluacion de la expresidn de la proteina en los diferentes estadios del ciclo de vida

de parasitos en cultivo.
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3. Materiales y métodos
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3.1. Materiales

Todas las enzimas utilizadas para clonados y subclonados fueron adquiridas en Invitrogen,
Fermentas o Roche. Los oligonucléotidos fueron sintetizados por IDT o Eurofins (ver Tabla 1).
Los kits para extraccion y purificacion de ADN fueron de Sigma-Aldrich, Macherey Nagel,
General-Electric (GE) o Vivo. La secuenciacidon de DNA fue realizada en la Unidad de Biologia
Molecular del Institut Pasteur de Montevideo. Los reactivos ditiotreitol (DTT), B-
mercaptoetanol (B-ME), glutation reducido (GSH), mono(glutationil)espermidina (Gsp),
cloruro férrico (FeCls), sulfato ferroso amoniacal (Fe(NH.),(SO4),), acido 5,5’-ditiobis-(2-
nintrobenzdico) (DTNB), 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopirandsido (X-Gal), isopropil-1-
tio-B-D-galactopitandsido (IPTG), 4cido etilendiaminotetracético (EDTA) asi como los
inhibidores de proteasas pepstatina A, el fenilmetilsulfonilfluoruro (PMSF) y N-a-tosil-L-
lisilclorometilcetona (TLCK) se compraron a Sigma-Aldrich, mientras que el
monobromobimano (mBBr) (Kosower et al.,, 1987) en Molecular Probes, Invitrogen. El
tripanotién reducido (T(SH),) se produjo y purificé acorde a lo descrito previamente (Comini

et al., 2009). Todos los reactivos usados fueron de calidad analitica.

3.2. Produccidn de proteinas recombinantes

3.2.1. Clonado de Tc 1-C-Grx1 y generacion de versiones mutantes

El marco abierto de lectura correspondiente al gen de Tc 1-C-Grx1 fue amplificado a partir
de ADN gendmico de la cepa Tulahuen 2 de T. cruzi utilizando los oligonucléotidos A y B que
presentan sitios de restriccion para las endonucleasas Ncol y Kpnl, respectivamente (Tabla 3).
El disefio de los cebadores se realizd en base a la secuencia putativa de la proteina de interés
identificada en el genoma de T. cruzi cepa CL Brener (El-Sayed et al., 2005) por homologia de
secuencia con la ortéloga en T. brucei (Filser et al., 2008) incluyendo, en una primera
instancia, la secuencia de localizacién mitocondrial (MTS) predicha (residuos 1 a 27). El gen
amplificado fue clonado en el vector pCR2.1-TOPO (Invitrogen) y utilizado para producir la
version completa sin MTS (full length, FL) empleando los oligonucledtidos C y B. La secuencia
que codifica para el dominio 1-C-Grx de la proteina, denominada forma corta o A77, se

obtuvo mediante digestién de la secuencia FL con las enzimas Ncol y Kpnl. Esta estrategia
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saca ventaja de la presencia de un sitio de corte Ncol intrinseco a la secuencia de Tc 1-C-Grx1
que precede a la regién con alta identidad de secuencia para el dominio 1-C-Grx.

Los sitios de restriccidon para las enzimas Ncol y Kpnl introducidos por los oligonucleétidos
o presentes en las secuencias fueron utilizados para el posterior subclonado de las mismas
dentro del vector de expresidon para procariotas pET-Trx-1b (EMBL Heidelberg, Gunter Stier,
no publicado, ver mas adelante). Para la generacion del mutante C105S se realizd
mutagénesis sitio-dirigida mediante el método del megaprimer, utilizando como molde el
vector conteniendo la forma FL y los oligonucléotidos D y B, resultando en el reemplazo de la
Cys105 (numeracién correspondiente a la secuencia completa de la proteina) por Ser (ver
mas adelante).

La amplificacién de las diferentes secuencias de interés se realizé por PCR utilizando, en
general, 50 ng de ADN molde, 0,4 pg de los oligonucledtidos especificos (ver Tabla 3) y 0,2
UM de cada uno de los desoxinucledtidos (ANTA, dNTT, dNTG, dNTC) y 5 U de la polimerasa
Platinum Taq (Invitrogen) en el amortiguador optimizado correspondiente en un volumen
final de 50 pL. La reaccidon se realizd en un termociclador utilizando un programa de tres
pasos: 1) desnaturalizacion: 94 2C por 2 minutos; 2) extension: 30 ciclos de desnaturalizacién
a 94 °C por 30 segundos, 1 minuto de hibridacion a la temperatura adecuada dependiendo
de los oligonucledtidos utilizados, usualmente entre 55 y 65 2C, y elongacién a 72 2C durante
1 minuto; y 3) elongacion final: a 72 2C por 10 minutos. Los amplicones se separaron en un
gel de agarosa 1,2-2 % p/v dependiendo del peso del producto esperado y luego se
purificaron ya sea desde la reaccion de PCR o desde la banda del gel utilizando kits
comerciales.

Los productos de PCR fueron ligados directamente en el vector pCR2.1-TOPO que
presenta desoxitimidinas complementarias con las desoxiadeninas de los extremos 3’
generados por accion de la polimerasa. La ligacion procedié a temperatura ambiente y por
16-20 horas (ON) en presencia de la T4 ADN ligasa (Roche) que cataliza la formacion de
enlaces fosfodiester entre los grupos OH en 3’ y los fosfato en 5. La reaccién se realizé
utilizando 50 ng de vector y 250 ng del producto de PCR junto con 1 U de ligasa en
amortiguador correspondiente y en un volumen final de 10 pL. El vector ligado y su control
correspondiente se transformaron por shock térmico en células E. coli cepa DH5a
quimiocompetentes (Invitrogen) de acuerdo al siguiente protocolo: se agrega 1-5 plL de la

reaccion de ligacion a 50 plL de bacterias competentes, se mezcla suavemente y se incuba en
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hielo por 30 minutos. Pasado este tiempo se incuba a 42 2C durante 30 segundos y se
transfiere a hielo por 5 minutos adicionales. Se agregan 300 puL de medio SOC (detallado
como tryptona 2 % p/v, extracto de levadura 0,5% p/v, NaCl 8,6 mM, KCl 2,5 mM, MgS0O, 20
mM, glucosa 20 mM) y se incuban los tubos a 37 2C por 1 hora a 220 rpm. Pasado ese tiempo
se siembran 100 uL de la transformacion en placas de LB-agar suplementadas con ampicilina
100 pg/mL y X-gal 40 pg/mL las cuales se incuban ON a 37 2C.

En general, tres colonias recombinantes blancas fueron seleccionadas para su posterior
analisis de restriccidon. Para ello, las colonias se subcultivaron en LB liquido (detallado como 5
g/L de extracto de levadura, 10 g/L de triptona y 10 g/L de NaCl) agregado de ampicilina a
100 pg/mL durante 16 horas y el ADN plasmidico se purifico6 mediante kit para
minipreparacion. La presencia del inserto en el vector se confirmdé mediante digestién con
EcoR! (Invitrogen), cuyas secuencias de restriccion flanquean el sitio de insercién del
producto de interés. Para la reaccidn se utilizé lug de pldsmido, junto con 10 U de enzima,
en amortiguador apropiado (React 3) y un volumen final de 20 uL, durante 6 horas a 372Cy
su resultado se visualizd en un gel de agarosa 1-1,2 % p/v tefiido con bromuro de etidio. Los
vectores confirmados como positivos fueron secuenciados usando los oligonucledtidos
genéricos para el promotor y el terminador del fago T7 (UBM, IPMont) cuyas secuencias
complementarias se encuentran flanqueando el MCS (multiple cloning site) en el vector
pCR2.1.

El subclonado de los genes de interés en el vector de expresidon pET-Trx 1b se realizd
mediante el uso de enzimas de restriccion especificas. Brevemente 1-2 ug del vector pCR2.1
conteniendo el inserto secuenciado o bien el vector pET-Trx 1b fueron digeridos con 10 U de
las enzimas de restriccion Kpnl (Invitrogen) y Ncol (Roche) en amortiguador React 4 a 37 2C
durante la noche. Los productos digeridos se purificaron a partir de un gel de agarosa 1 % p/v
con kits comerciales. 50 ng del vector pET-Trx 1b linealizado y 250 ng de inserto se ligaron
con 1 U de T4 ADN ligasa en las mismas condiciones antes mencionadas. Finalmente se
transformaron bacterias E. coli cepa BL21(DE3)pLysS de acuerdo al protocolo descrito en la
seccion 3.2.2.

Para la generacion del mutante C105S se procedid de la siguiente manera. En la primera
PCR se prepardé un tubo conteniendo 10 ng de pET-Trx-Tc 1-C-Grx1 FL, 0,4 uM de cada
primer, 0,2 uM de cada dNTP y 2 U de la polimerasa Phussion Taq (Thermo; que no adenila

los productos de PCR) en el amortiguador optimizado correspondiente y agregado de agua
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hasta un volumen final de 50 pL. El programa utilizado deortses pasos: 1)
desnaturalizacién a 98 2C por 2 minutos; 2) 30 ciclos de 98 2C por 10 segundos, 65 2C durante
30 segundos y 72 oC durante 45 segundos; 3) extension final a 72 2C por 5 minutos.

El producto de interés se separd en un gel de agarosa 2 % p/v y se purificé mediante un kit
comercial. Este amplicon fue utilizado como oligonucledtido reverso en la segunda etapa de
PCR que incluyé el oligo C para generar la proteina completa mutada. En esta oportunidad se
utilizé la polimerasa Platinum Taq (Invitrogen) y el siguiente programa de amplificacion: 30
ciclos de desnaturalizacion a 94 2C por 30 segundos, hibridacion a 68 2C por 1 minuto vy
extensidn a 68 2C por 2 minutos; incluyendo una extension final de 10 minutos a 68 2C.

El producto de PCR obtenido fue purificado desde la reaccidn, ligado en el vector pGEM-T
easy (Promega) y posteriormente insertado en el vector pET-Trx 1b de igual manera que en el
caso de la forma FL WT (ver mas adelante). Las secuencias de las nuevas construcciones

fueron confirmadas por secuenciaciéon (UBM, IPMont).

Tabla 3. Oligonucleétidos utilizados en el clonado de las diferentes formas de la Tc 1-C-Grx1

Secuencia Sitio de Tm (2C)  Origen
restriccion
Fo Tc1CGrx1+MTS A 5’-CCATGGAGCGGTTTTGTAATGCATTC-3’ Ncol 63,1
Re TICGrxl+stop B 5'-GGTACCTCACGACTGTCCACCACGGTAG-3’ Kpnl 652  Eurofins
Fo Tc1CGrx1-MTS C 5’-TACCATGGGACAGCTGCATCAGCAGCGACCT-3’ Ncol 68,6 IDT
FoTclCGrx1C1055 D  5-CCGGAGGCGCCTATGTCTGCCTTTTCGAAAC-3’ - 721 Eurofins
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1 WTG GAG CGG TTT TGT AAT GCA TTC TCT GGG CGA TCAR TTC TCC CTC TTT GTG CGEF CGC CTC
[TAC CTC GCC AAA ACA TTA CGT ARG AGA CCC GCT AGT RAG AGG GAG RAL CAC GCC GCG GAG

4581 GTC GTG CAG AAG ATG GCG GAG GGAL GFA GAT CTG CAG RAG CTA CTG CAG CAT AAAL GGA ATC
CAG CRC GTC TTC TAC CGC CTC CCT CCT CTA GAC GTC TTC GAT GAC GTC GTA TTT CCT TAG

541 AGC TAC CGT GGT GGFRL CAG TCG TGR
TCG ATG GCAL CCA CCT GTC AGC ACT

B
28 78 187
Tc 1-C-Grx 1 FL/C105S
78 187
Tc1-C-Grx 1 A77
B Secuenciade Regidén N- Il Dominio
localizacién terminal Grx
mitocondrial

Figura 8. A. Gen de la 1-C-Grx1 de T. cruzi cepa CL Brener. Sobre la secuencia de ADN se indica la
correspondencia aminoacidica. La elipse roja sefiala el sitio mutado para eliminar el sitio de
restriccion Ncol (CCATGG). A la izquierda de la secuencia se indica la numeracion de la secuencia
nucleotidica. A la derecha, la numeracidon de la secuencia polipeptidica. B. Esquemas de las
proteinas expresadas. Las construcciones para expresion en E. coli no contienen la secuencia de
localizacién mitocondrial. La proteina full length (FL) presenta un dominio Grx (gris) y una regién N-
terminal conservada en 1-C-Grxs de tripanosomatidos. La proteind77 comienza en la Met78,
careciendo de los primeros 77 aminodcidos correspondientes a la secuencia de localizacidn
mitocondrial y a la regién N-terminal no-Grx. En violeta se resalta la secuencia de localizacion
mitocondrial, en verde la regiéon N-terminal y en gris el dominio Grx.
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ORF: 1608 bp

Figura 9. Construccion en
vector de expresion pET-Trx.

Ncol Kpnl
La secuencia de la Tc 1-C-
Grx1 estd inserta entre los
sitios de restriccién para Ncol
TEV-P y Kpnl. El producto de

) expresion consiste en la
His-Tag i . i .
proteina de interés fusionada

a la tiorredoxina 1 de E. coli (Ec-Trx1). Una cola de 6 histidinas (His-Tag) y un sitio de corte para la
proteasa del virus del gravado del tabaco (TEV-P). ORF: marco abierto de lectura del hibrido Ec-
Trx1/Tc 1-C-Grx1 expresada por el vector pET-Trx.

3.2.2. Preparacion y transformacion de E. coli BL21(DE3) competentes

Las bacterias a transformar fueron crecidas en 5 mL de medio LB, a 37 eC y 220 rpm,
durante la noche en ausencia de antibidtico. En algunos casos se trabajo con la cepa
BL21(DE3)plLysS para lo cual se agregd cloranfenicol 34 pug/mL al medio. Las bacterias
crecidas ON fueron inoculadas a 50 mL del mismo medio en una relacién 1:50 y este cultivo
se incubod a 37 2Cy 220 rpm hasta que alcanzo una densidad éptica a 600 nm (Ageo) de 0,4. A
continuacion las células se incubaron 20 minutos en hielo, se recuperaron por centrifugaciéon
a 3000 x gy 4 9eC por 10 minutos y se resuspendieron en 5 mL de CaCl, 0,1 M a 4 °C y estéril.
Luego de incubar la suspension celular por 30 minutos en hielo, se centrifugd a 1000 x gy a 4
oC por otros 10 minutos y finalmente las células se resuspendieron en 1 mL CaCl, 0,1 M en
bafio de hielo. 250 uL de la suspension celular fueron transferidos a un tubo plastico
(eppendorf) e incubados 30 minutos en hielo con 1-5 pL del pldsmido de interés. Cumplido
este tiempo, las células se transformaron por shock térmico a 42 2C por 2 minutos, seguido
de 5 minutos de incubacién en hielo. Inmediatamente, se agregaron 500 uL de medio LB a
temperatura ambiente y se incubd por un lapso de 1 hora a 37 2C y 220 rpm. Finalmente el
total de células transformadas se plaquearon en LB-agar con agregado de ampicilina (100
ug/mL) o kanamicina (50 pg/mL) segun la resistencia conferida por el vector. Las placas se
incubaron durante la noche a 37 2C. Como control de viabilidad, se realizé siembra en placas

de LB-agar sin antibiotico.
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3.2.3. Expresion y purificacion de distintas variantes de la Tc 1-C-Grx1 recombinante

Las proteinas Tc 1-C-Grx1 FLA77 y FL C105S fueron expresadas a partir de las
construcciones en pET-Trx 1b y empleando bacterias E. coli de la cepa BL21(DE3). El vector
pPET-Trx 1b permite la expresidon de la proteina de interés como un producto fusionado en
posicion C-terminal a tiorredoxina (Trx1) y separado de ésta por una secuencia de 26
aminodcidos que incluye una secuencia de 6 histidinas seguida de un sitio de corte para la
proteasa del virus del grabado del tabaco (TEV-P) (ver figura 9), lo que facilita su posterior
purificacién por cromatografia de afinidad por metales (IMAC; ver Figura 10). La expresion se
realizé segun lo reportado para el ortélogo de T. brucei (Comini et al., 2008), con algunas
modificaciones. Brevemente, las células fueron crecidas en medio 2YT (detallado como 20
g/L de extracto de levadura, 10 g/L de triptosa y 5 g/L de NaCl) con 50 pg/mL de kanamicina a
37 2C con agitacion orbital a 220 rpm hasta una Aggo de 0,6-0,8. En este punto se realizo la
induccién con 200 uM IPTG y se cultivé durante ON manteniendo con agitacion (220 rpm) y a
una temperatura de 20 2C. Al cabo de este tiempo, las células fueron cosechadas por
centrifugacién (10 min, 4000 x g, 4 2C), resuspendidas en amortiguador de lisis (amortiguador
fosfato de sodio 50 mM, NaCl 300 mM, pH 7,8 suplementado con 1 mg/mL de lisozima
(AppliChem), 1 mM PMSF, 40 pg/mL TLCK, 150 nM pepstatina y 4 nM cistatina) en una
relacion de 5 mL de amortiguador por gramo de pellet himedo. Las suspensiones fueron
almacenadas a -80 2C hasta su utilizacion.

Las bacterias fueron desintegradas por sonicado y la fraccion soluble separada de los
detritos celulares por centrifugacion a 20000 x g y 4 2C por 1 hora y clarificada por filtracion
con filtro de 0.45 um. Las proteinas se purificaron segun protocolo estdndar para proteinas
con cola de histidinas (Figura 10). La fraccién soluble se sembré en una columna HisTrap (GE
Healthcare), previamente equilibrada con amortiguador fosfato de sodio 50 mM, NaCl 300
mM pH 7,8 (amortiguador A). La columna se lavé con cinco volumenes del mismo
amortiguador con agregado de 20 mM imidazol. Para el mutante C105S el lavado se realizé
sin imidazol en vistas de su afinidad reducida por la matriz cromatografica en comparacién
con las otras formas de la proteina recombinante. Las proteinas unidas a la resina de niquel
fueron eluidas con amortiguador A con agregado de 500 mM imidazol (amortiguador B).

La fraccidn correspondiente al eluido conteniendo la proteina de fusion fue sometida a

protedlisis con TEV-P recombinante (1 mg por cada 35-70 mg de proteina total) en presencia
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de 2 mM EDTA y 5 mM DTT. Esta proteasa es producida en nuestro laboratorio (como se
detalla en la seccién 3.2.4). El proteolizado fue dializado extensamente contra amortiguador
A de manera de eliminar el imidazol presente en el eluido, permitiendo un segundo paso de
purificaciéon por IMAC en donde se retiene la Trx de fusién y contaminantes menores. La
fraccién no unida en esta segunda IMAC, que posee a la proteina de interés, fue concentrada
y sometida a una cromatografia de exclusién molecular (SEC) en una columna Hiload
Superdex 75 16/60 (GE) previamente equilibrada con amortiguador fosfato de sodio 100
mM, NaCl 150 mM pH 7.4 (amortiguador SEC), acoplada a un equipo de cromatografia
liqguida de baja presién (AKTA, GE, Unidad de Proteinas Recombinantes, IPMont). Las
diferentes fracciones de los distintos pasos cromatograficos fueron analizadas por
electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) con geles de 15 (para las formas largas)

o de 17 % p/v acrilamida (para las formas cortas) tefiidos con azul de coomasie.

IMAC IMAC

s = -
er > Proteasa TEV, 3

R ° Proteina
pura

Figura 10. Purificacion de Tc 1-C-Grx1. La proteina se obtiene con alto grado de pureza tras dos
pasos de cromatografia de afinidad por metales (IMAC), un paso intermedio de protedlisis con TEV-P
y un paso final de polishing por filtracién en gel (SEC).

3.2.4. Expresion y purificacion de la Proteasa del Virus del Gravado del Tabaco

El vector pTH24 con el gen de la proteasa del virus TEV fue gentilmente cedido por el Dr.
Trajtenberg (van der Berg et al., 2006) y usado para transformar E. coli cepa
Rosseta(DE3)plLysS. La expresion de la proteina se realizé segun el siguiente protocolo. Las
células transformadas fueron crecidas en medio 2YT con 100 pug/mL de ampicilina y 34 pug/mL
de cloranfenicol, a 37 eC con agitacidn orbital a 220 rpm hasta una Aggo de 0,6-0,8. En este
punto se realizé la induccidon con IPTG 1 mM ON en condiciones de temperatura y agitacidon
de 25 2Cy 220 rpm, respectivamente. Al finalizar la induccién las células fueron cosechadas y
resuspendidas en amortiguador de lisis tal como se describid previamente. Las suspensiones
fueron almacenadas a -80 2C hasta su utilizacién. Para la purificaciéon de la proteasa la

suspension celular se sonicd vy clarificd en condiciones idénticas a las especificadas para la Tc
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1-C-Grx1. El extracto clarificado se sembrd en una columna HisTrap (GE), previamente
equilibrada con amortiguador A acoplada a un equipo de cromatografia liquida de baja
presion. El eluido de la proteina se realizd con un gradiente de imidazol de 20 a 500 mM en
amortigador A. El proceso se analizé por SDS-PAGE 12 % vy, finalmente, las fracciones
enriguecidas en la proteasa se concentraron por ultrafiltracion (Millipore, 30 MWCO) y se
guardaron a -80 2C en amortiguador B con 10 % v/v de glicerol a una concentracion final de
aproximadamente 1 mg/mL. En estas condiciones la proteasa es estable y activa hasta un afio

después de su produccion.

3.2.5. Expresion y purificacion de la desulfurilasa de cisteina de E. coli

El vector pET28a con el gen de la desulfurilasa de cisteina de E. coli fue gentilmente cedido
por el Dr. Carsten Berndt (Berndt et al, 2006) y usado para transformar células
BL21(DE3)pLysS. Para la expresion de la proteina recombinante, las células fueron crecidas
en medio Terrific Broth (TB, detallado como 24 g/L extracto de levadura, 12 g/L triptona, 4
mL/L glicerol, 17 mM KH,PO,4 y K,HPO,4, pH 7,4) con agregado de kanamicina 50 pg/mL vy
crecido a 37 2 Cy 220 rpm hasta una Agg de 0,6-0,8. Previo a la induccién, el cultivo se dejé
reposar a 4 °C por 30 minutos y el medio se suplementd con 1M piridoxal fosfato (PLP,
Sigma-Aldrich) y 100 uM FeCls. La induccién se realizé con agregado de 1M IPTG e
incubacién a 15 2C y a 180 rpm, ON. Las células se cosecharon como fue descrito (seccion
3.2.3.) y se almacenaron a -80 2C. La disrupcién de las células y la clarificacién del lisado se
efectuaron tal como se comento anteriormente. La purificacion de la proteina se realizé por
IMAC (seccidn 3.2.3). En este caso el lavado y el eluido se realizaron con amortiguador A con
agregado de imidazol 20 mM y 500 mM, respectivamente. La proteina se incubd con 100puM
PLP durante 1 hora a temperatura ambiente de manera de asegurar que no quede proteina
carente de su cofactor. Posteriormente, se dializd contra amortiguador A durante la noche a
4 °C en una membrana de didlisis de 12.400 MWCO (Sigma). Finalmente, la proteina se
concentrd y su concentracién se determind por medida de absorbancia a 280 nm (g = 39700
M cm™; Berndt et al., 2006). La proteina se almacend a una concentracién de 570 uM a -80

2C en amortiguador A con 10 % de glicerol.
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3.3. Técnicas analiticas

3.3.1. Cuantificacion de proteina

Las diferentes versiones de Tc 1-C-Grx1 recombinante purificadas fueron cuantificadas
espectrofotométricamente utilizando el coeficiente de absortividad a 280 nm determinado
experimentalmente. Brevemente, se midid por triplicado la absorbancia a 280 nm para una
concentracion de proteina de aproximadamente 50 uM con o sin agregado de cloruro de
guanidinio a una concentracién final de 6 M en amortiguador A. La concentracion
aproximada de la proteina fue calculada a partir de su valor de absorbancia a 280 nm y
utilizando el coeficiente de absortividad tedrico provisto por el servicio ProtParam (ExPASy).
El valor tedrico de €50 para la proteina desnaturalizada se calculé de acuerdo a Pace (1995):

€530 [M’l.cm'l] =5500 x ny, + 1490 x ny + 125 X ngg

donde ny, ny y nss son el numero de triptéfanos, tirosinas y disulfuros en la estructura
primaria. El valor de €559 para la proteina nativa € y) en el amortiguador A se determina de
acuerdo a la relacion:

An/Ap = en/ €p

Donde Ay es la absorbancia de la proteina nativa, Ap de la proteina desnaturalizada y p es

el coeficiente de absortividad de la proteina desnaturalizada calculado a partir de la

secuencia peptidica (ProtParam).

3.3.2 Cuantificacion de grupos tiol

La determinacion de tidles se realiz6 mediante el método de Ellman. Este método se basa
en la reaccién del anion tiolato (R-S°) con el acido 5, 5’-ditiobis-2-nitrobenzodico (DTNBZ'). Esto
origina un disulfuro mixto (R-S-TNB’) y un equivalente de tionitrobenzoato (TNB%), el cual
presenta absorcién en el visible con un coeficiente de absortividad molar a 412 nm de 14.150

M cm™ a pH por encima de 7,3 (Riddles et al., 1979; Reiner et al., 2002).

3.3.3. Determinacion del pKa de la cisteina del sitio activo putativo

La determinacion del pKa de la cisteina del sitio activo (Unica Cys de la proteina) se realizd

a través de la reaccion especifica del tiolato con el electréfilo mBBr de acuerdo al
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procedimiento desarrollado por el Dr. Ferrer-Sueta (Laboratorio de Fisicoquimica Bioldgica,
Facultad de Ciencias, Universidad de la Republica) y colaboradores (Sardi et al, no
publicado). La alquilacion de tioles con mBBr determina la formacion de un compuesto
fluorescente con emision maxima caracteristica a 482 nm cuando es excitado a 396 nm. El
procedimiento experimental fue el siguiente: las proteinas se redujeron con DTT 5 mM por 1
hora y se separaron por gel filtracion en una columna PD10 (GE). En una microplaca para
fluorescencia de 384 pocillos (Fluotrack, Greiner Bio One) 2-4 uM de proteina fue incubada
con 1-5 uM mBBr en un buffer Tris-MES-Acético (TMA) conteniendo 15 mM Tris, 7,5 mM
MES, 7,5 mM acetato y 135 mM NaCl. Se lograron diferentes pHs en el rango de 2 a 9
mediante el agregado de cantidades discretas de HCl 15 mM o de NaOH 15 mM. El buffer
TMA permite mantener la fuerza idnica constante (0,15 M) a lo largo de todo el intervalo de
pH. La reaccion fue comenzada por la adicién del mBBr utilizando el dispensador automatico
del lector de microplacas (Varioskan, Thermo-Fisher Scientific) y los cambios temporales de
fluorescencia fueron registrados en las 16 condiciones de pH con un lector de microplacas
Varioskan Flash (Thermo Scientific) a temperatura ambiente (25 + 1 2C).

Las pendientes de los graficos de intensidad de emisién a 482 nm en funcién del tiempo
son proporcionales a las velocidades iniciales (vp) de la reaccidn. Las curvas de vg en funcién
de pH fueron ajustadas a un modelo conteniendo tres procesos de ionizacidn (ver al final de
esta seccion). De manera de utilizar valores comparables entre experimentos, el valor de la
pendiente fue normalizado por las concentraciones iniciales de tiol y de mBBr.

R , RH ., RH2 | RH3

10PK1+pK2+pK3 " [ox+pK1+pK2 " [gpK1+2.x " 1p3.X
10~ BX) 4 10— x+x +pK1) 4 19— (Xx+pK1+pK2) 4 109~ (PK1+pK2+pK3)

Funcién de tres pK: v =

3.4. Ensayos de reconstitucion de centros [Fe-S]

La reconstruccién de centros [Fe-S] se realizd como fue reportado por Berndt et al., 2007
con pequenas modificaciones, usando la forma recombinante de la IscS de E. coli (Ec IscS),
producida como se comenté anteriormente (seccion 3.2.5.). En la mezcla de la reaccidén se
agrega cisteina como dador de sulfuro, sulfato ferroso amoniacal como dador de hierro y
GSH, Gsp or T(SH), como ligando tiolico adicional para el Fe?*. Bajo atmdsfera de argén, se

incubd Tc 1-C-Grx1 en una concentracion 100-200 uM con 5 mM DTT, 10 uM PLP y 500 uM
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de los respectivos tioles de bajo peso molecular (GSH, Gsp or T(SH),) en amortiguador SEC
durante 10 min a temperatura ambiente. Acto seguido, se incorpord 200 uM Fe(NH3)2(SO04),,
200 uM cisteina y 2-5 uM Ec IscS, y la reaccion se dejé transcurrir por 1 hora a temperatura
ambiente bajo flujo continuo de argdn. Tras la incubacion, los tubos se centrifugaron por 5
minutos a= 14 .000 x g y el sobrenadante se transfirio a un tubo limpio y degaseado.
Inmediatamente, se sometido el complejo reconstruido a gel filtracion en una columna
Superdex 75 10/300 (GE, Healthcare), equilibrada en amortiguador fosfato de sodio 50 mM,
pH 8.0 con agregado de 200 mM NaCl y acoplada a un AKTA FPLC. La elucién fue seguida

mediante el registro de la absorbancia a 280, 320y 420 nm.

3.5. Ensayo de reduccion de la insulina

La actividad oxidoreductasa de disulfuros fue evaluada mediante el ensayo de reduccién
de la inuslina (Holmgren, 1979). En este ensayo se mide la turbidez causada por la
precipitacion de la cadena B de la insulina, tras la reduccion de los disulfuros
intermoleculares que la asocian a la cadena A en la forma nativa de la proteina. La reaccién
fue llevada a cabo en amortiguador fosfato de potasio 100 mM, 2 mM EDTA, pH 7, con una
concentracion final de insulina de 130 uM (0,75 mg/mL), 1,5 mM DTT en placa de 96 posillos
en un volumen final de 200 pL. Tc 1-C-Grx1 A77 y FL fueron ensayadas a concentraciones 20 y
150 uM mientras que como control de actividad oxidorreductasa se utilizé la Ec Trx1 en dos
variantes, con y sin cola de histidinas, en concentracidénes 10 y 20 uM. El desarrollo de
turbidez se siguié mediante la medida de la densidad éptica a 620 nm en un lector de placas
Multiscan FC (Thermo). La cinética de la reaccién fue analizada a partir de los graficos de

absorbancia en funcidn del tiempo para cada condicion ensayada.

3.6. Ensayos de cristalogénesis

Los ensayos de cristalizacion para la proteina recombinante FL asi como para el mutante
trunco A77 se realizaron en colaboradin con la Unidad de Cristalografia de Proteinas del
IPMont. En todos los casos las proteinas empleadas presentaron un alto grado de pureza
(tras purificacién por dos pasos de IMAC y uno de SEC, verificado por SDS-PAGE) y los
ensayos de cristalizacion se realizaron empleando proteina fresca (almacenada a 4 2C por no

mas de 2 semanas). Para este tipo de ensayo es importante que la proteina se encuentre en
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un amortiguador sin sales, las cuales también pueden cristalizar. En este caso las proteinas
fueron sometidas a cambio de amortiguador utilizando Amicon Ultra 10 MWCO (Millipore).
Para ello, 0,5 mL de proteina concentrada fue diluida 5 veces en amortiguador Tris-HCI 20
mM, pH 8 y concentrada tres veces por centrifufgacién a 5000 x g y 4 oC. Las proteinas se
concentraron adicionalmente utilizando Vivaspin de 10 MWCO hasta una concentracion final
de 100 mg/mL aproximadamente. Con asistencia de una unidad robdtica (Honeybee 963,
Digilab) y utilizando métodos aleatorios se ensayaron diferentes condiciones de
cristalogénesis. El barrido inicial se realizé utilizando una estrategia de gota sentada (sitting
drop) en placas de 96 pocillos. En total se ensayaron 396 condiciones (3 gotas por pocillo).
Las placas se incubaron a 20 2C y fueron analizadas periédicamente empleando un
microscopio estereoscépico trinocular SZX-16 (Olympus). En el caso de la forma A77, tres
condiciones, que en el tamizado inicial resultaron promisorias, fueron elegidas para su
optimizacién manual: Li,SO4 0,2 M, 0,1 M Tris-HCI pH 8,5, 40 % PEG 400; MgCl, 0,2 M, 0,1 M
Tris-HCl pH 8,5, 3,4 M 1,6-hexanediol; MgCl, 0,2 M, 0,1 M Tris-HCl pH 8,5, 25 % (v/v)
propanendiol, 10 % (v/v) glicerol. En este caso, se utilizd la estrategia de gota pendiente
(hanging drop) en volumenes de 1 mL de “licor madre” y gotas de 1 pL del mismo mds 1 pL
de proteina. En general, se probaron tres concentraciones de proteina: 50, 75y 100 mg/mL, y
se ensayaron diversas condiciones de pH y amortiguador (Tris 0,1 M pH 8-9, Heppes 0,1 M pH
7-8, Bicina 0,1 M pH 8,4-9), precipitante (PEG4000 20-40 % v/v, PEG6000 10-30 % v/v) y sales
(LiSO4, MgCl,, LiCl). Asimismo se analizé el efecto de la presencia/ausencia de DTT en las
muestras. Las placas se incubaron a 20 °C y fueron observadas cada dos semanas

aproximadamente.

3.7. Cultivos celulares

En este trabajo se utilizaron parasitos de las lineas CL Brener y DM28 de T. cruzi. Los
parasitos en el estadio epimastigota fueron cultivados en medio BHI completo (detallado
como brain hart infusion 33 g/L, triptosa 3 g/L, KCl 0,4 g/L, Na,HPO,4 4 g/L o Na,HPOQ,4.7H,0
6,02 g/L con agregado de hemina 0,02 g/L, glucosa 0,2 g/L, penicilina 200.000 U/L) con
agregado de 10 % v/v suero fetal bovino (SFB) y mantenidos en estufa a 28 2C con atmédsfera

de 5% CO..
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Para la generacion de los estadios infectivos se realizaron infecciones de células Vero. Las
mismas fueron cultivadas en medio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Media, GIBCO) con
agregado de 10 % SFB v/v y mantenidas en estufa a 37 2C gaseada con 5 % CO,. La infeccidn
se realizé sobre monocapas de células que alcanzaron un 30 % de confluencia. Los cultivos de
T. cruzi se dejaron crecer hasta fase estacionaria, se centrifugaron a 1000 x g por 10 minutos,
se resuspendieron en medio DMEM sin SFB y los parasitos se dejaron en contacto con las
células Vero durante 24 horas en estufa a 37 2C. Pasado este tiempo, se retiré el
sobrenadante del medio conteniendo parasitos (mayoritariamente epimastigotas no
infectivos), se lavd la monocapa con PBS y se agregd a las células medio DMEM sin SFB. Los
cultivos se observaron diariamente y los parasitos en estadio tripomastigota liberados de las
células Vero fueron cosechados por centrifugacion del sobrenadante del medio de cultivo (en
las mismas condiciones antes mencionadas). La obtencion de los parasitos en estadio
amastigota se obtuvieron tras cosechar las células Vero infectadas (amastigotas+vero) o bien
se obtuvieron axénicos a partir del estadio trypomastigota, tras dejar el sobrenadante con
parasitos en este estadio en estufa a 37 2C completamente sellados de manera de evitar el
intercambio de gases. En todos los casos, la densidad celular fue determinada por recuento
en camara de Neuebauer para lo cual se prepard una dilucion adecuada de los parasitos y/o

células en p-formalfehido (4 % p/v en PBS), de manera de fijarlos.

3.8. Inmunoensayos

3.8.1 Protocolo de inmunizacion de ratones para la generacion de anticuerpos anti-Tc 1-

C-Grx1

Para la generacion de anticuerpos especificos anti-Tc 1-C-Grx1 se inmunizaron dos ratones
hembra de la cepa BalbC/J de aproximadamente diez semanas de vida (servicio de la Unidad
de Animales Transgénicos y de Experimentacion, IPMont). El protocolo de inmunizacién
constd de una sensibilizacién inicial con 100 ug de antigeno (Tc 1C-Grx1 FL) utilizando el
adyuvante completo de Freund en una relacién 1:1 respecto a la solucion del antigeno, y de
dos refuerzos a las semanas 3 y 6 utilizando 100 pg de antigeno en conjunto con adyuvante
incompleto de Freund en igual relacion volumétrica. En la semana 4 se evalud el titulo de

anticuerpos mediante ensayo de Western blot contra la proteina recombinante FL vy
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extractos de parasitos. En la semana 8 se realizé el sangrado final de los ratones por puncion
en seno submandibular de animales previamente anestesiados. El suero se separd de la

fraccién celular por centrifugacion a 1000 x g durante 10 minutos a temperatura ambiente.

3.8.2. Ensayo de Western Blot

Para verificar la presencia de la forma salvaje de la 1-C-Grx1 en extractos totales de T.
cruzi correspondientes a diferentes estadios del ciclo de vida (epimastigota, tripomastigota y
amastigota) se realizaron ensayos de inmunodeteccidon usando anticuerpos especificos.

Los parasitos fueron crecidos y/o diferenciados como se especifica en la seccion 3.7. Luego
de su recuento, las suspensiones celulares se centrifugaron a 4000 x g durante 10 minutos a
temperatura ambiente y se resuspendieron en solucion de lisis (detallado como urea 8 M, 3-
[(3-cloroamidopropil)dimetilamonio]-1-propanensulfonato] (CHAPS) 4 % v/v, y DTT 40 mM),
se dejo actuar durante 30 minutos en hielo, y finalmente se adiciond amortiguador de carga
para electroforesis (Tris-HCl 0,125 M pH 6,8, glicerol 20 % v/v, SDS 1 % p/v y azul de
bromofenol 0,05 % p/v con B-ME 5 % v/v) hasta una densidad de 1 x 10° parasitos/pL. Se
cargaron 20 pL (i.e. 2 x 10’ pardsitos) por carril y, una vez completa la electroforesis (40 mA
por 90 minutos aproximadamente), el gel fue electrotransferido a una membrana de PVDF
(80 V por 2 horas en amortiguador Tris 25 mM, glicina 193 mM pH 8,3). Luego de la
transferencia la membrana se bloqued incubandola en amortiguador PBS (detallado como
NaCl 137 mM, KCl 2,7 mM, Na,HPO4 10 mM, KH,PO4 2 mM, pH 7,4) con 5 % p/v de leche en
polvo descremada (Conaprole; PBS-L) durante la noche a 4 2C con agitacion orbital a 70 rpm.
La incubacién con el anticuerpo primario anti-Th 1-C-Grx1 (generado en cobayo) se realizd en
PBS-L-Tween 20 al 0,2 % en una dilucién 1:500, en tanto que la incubacién con el anticuerpo
especifico anti-Tc 1-C-Grx1 (generado en ratén, seccion 3.8.1) se realizd en PBS-L sin
detergente en una dilucion 1:400. Por otro lado, la incubacién con el anticuerpo secundario
anti-IgG de cobayo conjugado a peroxidasa se realizd en PBS-L a una dilucion 1:8000 en tanto
gue el anticuerpo secundario anti-ratén se utilizé en una dilucién 1:10000. Todos los lavados
se realizaron con PBS. Finalmente se realizé la reaccion quimioluminiscente utilizando los
reactivos Pierce ECL Western Blotting Substrate o Amersham ECL reagents (Thermo o GE,

respectivamente).
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4. Resultados y discusion
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4.1. Glutarredoxinas monotidlicas de T. cruzi

Al igual que T. brucei, el genoma de T. cruzi presenta tres secuencias codificantes para 1-C-
Grxs (El Sayed et al., 2005; TriTryp DB: http://tritrypdb.org/tritrypdb) que en este trabajo
denominamos 1-C-Grx1 a 3, en analogia a las descritas anteriormente para el tripanosoma
Africano (Comini et al., 2008; Filser et al., 2008). Los genes se encuentran distribuidos cada
uno en distintos cromosomas de la cepa CL Brener (cromosomas 33, 37 y 38,
respectivamente). Tanto 1-C-Grxl como 1-C-Grx2 presentan secuencias de localizacion
mitocondrial (MTS por sus siglas en inglés, mitocondrial targeting sequence; Figura 11)
mientras que 1-C-Grx3 no, y por tanto es probable que presente una localizacién citosdlica, si

bien esto no ha sido demostrado especificamente ni para esta proteina ni para el ortélogo en

T. brucei.
Cddigo de secuencia PM (KDa)
1 28 78 187
Tc 1-C-Grx1 ] C105AFS XP_818148.1 17.8 KDa
1 14 26 127
Tc 1-C-Grx2 [ | CoRFT XP_803206.1 12.8 KDa
Tc 1-C-Grx3 1—153160 CoasGFT =4 XP_812603.1 29.4KDa
EE Secuencia de Regién N- Dominio I Dominio N Linker
localizacion terminal Grx Trx
mitocondrial

Proteina Péptido seial Localizacion Servidor

MKRFCNAFSGQSFSLFVRRLPAVSSLL Mitocondrial 0,9944 Mitoprot http://ihg.gsf.de/ihg/mitoprot.html
MKRFCNAFSGQSFSLFVRRLPAVSSLLQL

Tc1-C-Grxl  HQQRLFMTAAPTN Mitocondrial 0,894 TargetP http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/
L GHREAEE0R B IR I AN Mitocondrial - Psort http://psort.ims.u-tokyo.ac.jp
HQQRL
No predecible No predecible 0,1800 Mitoprot
MFASRLLLLRLTRASHGPEKVAPALAASI

Tc 1-C-Grx2 i i
KDIILKDRVVIFLTGTPEEPRCRF hillisditlic] 0,701 TargetP
MFASRLLLLRLTRA Mitocondrial - Psort

Figura 11. A) Organizacion modular de las glutarredoxinas monotidlicas de T. cruzi. Se indican los dominios
estructurales y funcionales de la 1-C-Grx1, 1-C-Grx2 y 1-C-Grx3 asi como los motivos de sus sitios activos
putativos, el codigo de acceso a la secuencia y el peso molecular (PM) de la subunidad. B) Localizaciéon
subcelular predicha mediante diversos servidores. P, probabilidad.

La 1-C-Grx2 posee una secuencia clasica de Grx, que guarda casi un 70 % de identidad de
secuencia con su homadloga de T. brucei. La conservacion es elevada fundamentalmente a

nivel del dominio Grx. Presenta asimismo una regidén N-terminal corta (residuos 14-26),

50


http://tritrypdb.org/tritrypdb�
http://ihg.gsf.de/ihg/mitoprot.html�
http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/�
http://psort.ims.u-tokyo.ac.jp/�

donde la conservacion de aminoacidos es menor. Si bien al igual que para la proteina de T.
brucei la Tc 1-C-Grx2 presentaria una localizacién mitocondrial tentativa, los servidores
empleados no predicen esta ubicacion con el mismo grado de confianza (el servidor Mitoprot
otorga una probabilidad 0.9333 para la Tb 1-C-Grx2 frente a 0.1800 para la Tc 1-C-Grx2).

La 1-C-Grx3 es una 1-C-Grx que presenta una secuencia N-terminal tipo Trx, con un sitio
activo con un motivo WCPECK, reminiscente al de Trxs (WCGPCK; Collet et al., 2010). En otras
Grxs con una estructura de este tipo (Sc Grx4; Hoffman et al., 2011), se ha visto que el
dominio Trx es fundamental para el correcto desempefio de las funciones de la proteina, en
vistas de que las 1-C-Grxs de dominio simple no logran sustituirla. Asimismo, como las Trxs
interactyan con multiples proteinas (Berndt et al., 2008; Lindahl et al., 2009) es probable que
el dominio Trx sirva como sitio de docking para interactores, como ser proteinas que
participan en el ensamblaje de centros [Fe-S].

La secuencia de la 1-C-Grx1, por su parte, presenta tres regiones claramente distinguibles,
cada una con roles diferentes: un péptido sefial comprendido entre los residuos Metl vy
Leu27; una region N-terminal comprendida entre GIn28 y Ala77 y un dominio Grx C-terminal
comprendido entre Met78 y Ser187 (Figura 11). Tc 1-C-Grx1 comparte aproximadamente el
70% de identidad de secuencia con su equivalente en el parasito T. brucei, mientras que la
conservacion respecto a otros ortdlogos de kinetopldstidos es considerablemente menor. Es
interesante destacar que el mayor grado de identidad entre ambas proteinas se da en el
dominio Grx, mientras que ésta es menor en la primera porcidon del dominio N-terminal
(residuos 1 a 49, donde la identidad ronda el 50 %). Distintos servidores predicen con alto
nivel de confianza la presencia en esta regidén de una secuencia de localizacién mitocondrial.
Mitoprot, el programa que predice esta secuencia con mayor probabilidad, indica que la
misma cubre hasta el aminodcido GIn28. Entre el final de dicha secuencia y el comienzo del
dominio Grx hay una extensién de 51 aminoacidos, conservada en otras 1-C-Grx1l de
kinetoplastidos (Figura 11). Esta region presenta un ordenamiento de aminodacidos muy
caracteristica. Tanto es asi que al realizar una busqueda BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool; http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) utilizando dicha secuencia sélo se recuperan proteinas
ortélogas de otros tripanosomatidos. En la Figura 12 se muestra un logo realizado utilizando
el recurso WebLogo (http://weblogo.berkeley.edu/) en el cual puede apreciarse el nivel de
representacion aminoacidica para esta regién a partir de trece secuencias alineadas.

Claramente la secuencia presenta una conservacion de aminoacidos importante (cercana al
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60 %), sobre todo en la regién mas cercana al dominio Grx, donde existe predominancia de
residuos cargados, fundamentalmente acidos. Como se vera mas adelante, esta region
cumple un rol estructural importante determinando la estructura cuaternaria de la proteina.
Es interesante notar que la Tc 1-C-Grx1 presenta una unica Cys en su secuencia (C105 en
el sitio activo putativo) mientras que la Tb 1-C-Grx1 contiene dos grupos tiol; C104, analogo a
C105 en la proteina de T. cruzi, y C181 ubicada en el extremo Grx C-terminal (Figura 13). Se
ha sugerido que el residuo C181 en la proteina de T. brucei juega un rol regulatorio en la
proteina visto que se ha observado su unién covalente a GSH y a Gsp. También se la ha
involucrado en la formacién de enlaces intramoleculares y agregados intermoleculares, como
se comentd en la introducciéon (Comini et al., 2008; Filser et al., 2008; Melchers et al., 2007).
La proteina de T. cruzi posiblemente prescinda de este tipo de regulacién. En otras
glutarredoxinas monotidlicas que tienen capacidad de deglutationilar proteinas o reducir
disulfuros proteicos intramoleculares, puntualmente la Grx5 de levadura, se ha propuesto
gue la presencia de una segunda Cys mas C-terminal es fundamental para que la 1-C-Grx
pueda desempefiar su funcién (Tamarit et al., 2011). Es decir, la Cys externa al sitio activo
participa en la resolucion del disulfuro Grx5-SG o Grx5-proteina blanco. Este es un ejemplo
claro sobre cdmo un Unico cambio de aminoacido puede modular y/o modificar la actividad
de una proteina permitiéndole cumplir actividades nuevas y especificas dentro del

metabolismo celular. Por lo tanto, si bien a priori podria pensarse que la 1-C-Grx1 de T. cruzi

ijH

b i - i - i g ] c
Figura 12. Logo del péptido N-terminal. El tamafio de la letra indica la frecuencia de cada residuo. Se

y T. brucei poseen funciones similares, esto podria no ser correcto.
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realizd un BLAST con la secuencia de Tc 1-C-Grx1 CL Brener como molde de busqueda, obteniendo 13
secuencias no redundantes de proteinas ortélogas de kinetoplastidos (T. cruzi CL Brener, Q4DOD1,
04DOD1; T. cruzi sylvio, E7L9V5; T. congolense, FOWA4P2; T. brucei, Q2UZM9; T. brucei brucei 927,
Q38FH2; T. brucei gambiense, C97XG5; T. vivax, GOU1Z2; L. mexicana, E9AJ97; L. major, ESACOO, L.
infantum, AAHRD2; L. donovani, E9B775; L. brasiliensis, A4H326). Las regiones correspondientes a los
péptidos de sefalizacion se predijeron utilizando Mitoprot (en todos los casos se obtuvieron
resultados positivos) y no fueron tomadas en cuenta para la construccion del logo.
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Th 1 C-Grx1 ERRLSGS%C LLTGVTRAGRWLPTTAPCLSLCS-—FFLTASRRKOSTSGIG 48

Tc 1C-Grx1 KEFCNAFSGOS-FSLEVERLEAVSSLL OLHOORLFMTAAPTNGGGILGE 49
Frtiloo. HE FoEFL L OFLUF HESHR g
\4
Tb 1 C-Grx1 SDVRDIEETHPDFOPRLVSADLAEDETAMYVEKDIDDTIKSEDVVTEFIRKGI) 398
Tc 1C-Grx1 GDVREREETHPDFOPRLVNTELAEDEVIMVEKDIDDTIOTEDVVVEIKSW 9SG

FhEFe FEEEFFFEEFEFE ok FEEEFF A FEFEEFFEEFE R o FEE R O EEF A

Th 1 C-Grx1 EAPE CAYSKRMIDVLEALGLEY TS EDVLAHPVVRS Y VKEVSEWPTLPOLl 148
Tc 1C-Grxl EAPMCAFSKXRLIDILEALGLEYTSFDVLAHPVVRTY VKEVSEWDTI PQ%I 149

FhREFEFF o R EF o b F AR EF AT R FE R I F LA FFEF LT T EFEF AT ERF TS

Th 1 C-Grx1 C - 184
Tc 1 C-Grx1 187

Fak FEEEFFF L FE F O FEF o FaFe FEE F

Figura 13. Alineamiento de las 1-C-Grx1 de T. cruzi y T. brucei. En violeta se indica la secuencia de
localizacién mitocondrial; en verde, el dominio N-terminal; en gris, el dominio Grx; las Cys se
muestran en recuadros amarillos; la flecha roja sefiala el primer residuo del mutante truncado, Tc 1-
C-Grx1 A77.

4.2. Clonado, expresion y purificacion de Tc 1-C-Grx1

Se lograron aislar secuencias putativas para la 1-C-Grx1 a partir de ADN gendmico de la
cepa Tulahuen 2 de T. cruzi. Las mismas presentaban mutaciones puntuales (algunas de ellas
silentes otras no) indicativos de microheterogeneidad de secuencia entre alelos y/o copias
génicas.

Estas variaciones genéticas a pequefia escala pueden llevar a variaciones fenotipicas de
mayor o menor grado, sobre todo si se considera que en un organismo la
microheterogeneidad (y la macroheterogeneidad también) puede ocurrir a nivel de varios
genes simultdneamente. Por un lado, la diversidad de secuencias implica la presencia de
diferentes isoformas de la proteina las cuales pueden poseer distintas constantes cinéticas,
pH optimo, estabilidad, requerimientos de cofactores o sensibilidad a inhibidores. A nivel
bioldgico esto puede traducirse en una mayor adaptabilidad o potencial metabdlico y
genético que pueden conferir ventajas evolutivas para la supervivencia del microorganismo.
Por ejemplo, para otros parasitos existe evidencia que pueden ocurrir infecciones mezcladas
en un Unico paciente y que una Unica cepa puede variar in vivo en el tiempo. Esto explica en
parte la gran capacidad que presentan estos patdgenos para escapar a la respuesta inmune.
A su vez, las variaciones genéticas dentro de los patdégenos pueden relacionarse a la

diversidad de manifestaciones clinicas (Hu et al., 1999).
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Esto suma complejidad a la diversidad inherente al grupo de los kinetoplastidos,
proporcionando un grado adicional de variabilidad a las ya existentes divergencias
bioguimicas no sélo entre cepas, sino ademdas dentro de una misma cepa.

La primera de las formas de la proteina en ser expresada fue el mutante A77. Como se
menciona en materiales y métodos, la secuencia nucleotidica codificante para la proteina
salvaje contiene entre los dominios N-terminal y Grx un sitio de restriccion para Ncol lo cual
simplificd la estrategia de clonado de la forma corta de la proteina. La expresion y
purificacion de esta forma pudo realizarse sin inconvenientes, obteniendo cantidades
elevadas de proteina en forma soluble y con alto grado de pureza (rendimiento mayor a 30
mg de proteina por litro de cultivo, presentando >95 % homogeneidad por SDS-PAGE).

Por el contrario, la expresion de las construcciones para la FL resulté problematica. Se
realizaron pruebas de induccién para dos clones de una construccion que en teoria
codificaban la proteina completa sin su secuencia de localizacidn mitocondrial. Las mismas se
llevaron a cabo con cultivos de 5 mL en medio 2YT crecidos hasta una DOggy en torno a 2 e
inducidos durante la noche con 200 uM IPTG a 20 2Cy 220 rpm. El resultado obtenido de las
pruebas de induccién se muestra en la Figura 14.A. El producto de expresién mayoritario
presentd un peso molecular cercano a lo estimado para la fusion Tc 1-C-Grx1:Ec Trx1 (32.3
KDa).

Asimismo, el intento de purificacion de la proteina expresada por estos clones resultd
infructuoso (Figura 14.B.). Gran parte de la proteina recombinante no se unié a la resina de
purificaciéon (Figura 14.B, FNU) y fue refractaria a protedlisis con TEV-P (Figura 14.B, +TEV-P).
Luego de la digestidon con TEV-P se esperaba obtener una banda en torno a los 18 kDa (peso
molecular estimado para la Tc 1-C-Grx1 FL) y otra de aproximadamente 13 KDa perteneciente

a la EcTrx1-Hisg.
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Figura 14. A. Pruebas de induccion. PF: Proteina de Fusidn. B. Purificacion por IMAC. No ind: cultivo
no inducido; preHT: pre-Histrap; FNU: fraccién no unida; L: lavado; +TEV-P: eluido proteolisado con
TEV-P. Estos resultados corresponden al clon a. MWM: Marcador de peso molecular.

Sumado a esto, La secuencia expresada presentaba una mutacion en la posicién 125 (Phe
por lle), la cual, como se verd mas adelante (andlisis del modelo estructural), probablemente
desestabilice la estructura de la proteina o bien no permita se correcto plegamiento.

Estas anomalias forzaron a proceder nuevamente con el aislamiento y el clonado de la
forma FL del gen, como se describe en materiales y métodos (seccidén 3.2.1). La secuencia del
producto amplificado y ligado al vector pCR 2.1 fue verificada por secuenciacién (Unidad de
Biologia Molecular, IPMont) de sus dos hebras para confirmar la ausencia de mutaciones
inespecificas teniendo como referencia la secuencia XP_807837.1 depositada en el GenBank.
La expresion de esta construccion fue exitosa, obteniéndose un rendimiento y calidad de
proteina recombinante similares a los de la forma A77 luego de dos pasos de cromatografia
de afinidad por metales y purificacion final por filtraciéon en gel. La Figura 15 muestra los

resultados de expresion y purificaciéon de la Tc 1-C-Grx1.

55



Tc1-C-Grx1 A77 Tc1-C-Grx FL
A «
L S Lo
Ty « F T <
e AT -
— 3
| — [— ) B ay
| s 35
| - -
| ——
PF | < [ 3K}
! - — 25 .
15
— - - —
- 10

Tc 1-C-Grx1 A77 Tc 1-C-Grx FL

Ec TrxB p _ﬁ ' EcTrxB

Figura 15. Purificacién de Tc 1-C-Grx1 A77 y FL. A. Primera IMAC. Carriles 1 a 4 corresponden a Tc 1-
C-Grx1 A77 y carriles 6 a 9 corresponden a Tc 1-C-Grx1 FL; preHT: pre-histrap; FNU: fraccién no unida;
L: lavado; E: eluido, MWM, marcador de peso molecular (KDa). B. Segunda IMAC (tras protedlisis
con TEV-P). Carriles 1 a 4 corresponden a Tc 1-C-Grx1 A77 y carriles 6 a 9 corresponden a Tc 1-C-Grx1

FL. PF: proteina de fusién.
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Figura 16. Cromatografia de exclusion molecular. Perfil de elucién para la Tc 1-C-Grx1 FL en una
columna Superdex G200 10/300 (GE) y analisis por SDS-PAGE en gel de acrilamida 15% p/v de las

fracciones B6, B8, B10 y C1.
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Por otro lado, la construccion conteniendo la forma FL de la proteina fue utilizada como
molde para generar el mutante C105S (seccidon 3.2.1). De igual manera, la secuencia del
mutante fue confirmada por secuenciacién y las condiciones de expresiéon utilizadas para las

anteriores proteinas también resultaron favorables en este caso.

4.3. Ensayos de cristalogénesis

Como se comentod en la introduccion, las 1-C-Grxs de trypanosomatidos son consideradas
proteinas funcionalmente divergentes respecto a las 1-C-Grxs de otros organismos y en el
caso de la 1-C-Grx1 con indispensabilidad demostrada en tripanosomas Africanos (Comini et
al., 2008; Manta et al., no publicado). En este sentido es importante investigar las diferencias
estructurales que puedan existir entre las Grxs de tripanosomas y las de otros organismos,
como por ejemplo aquellas que hayan surgido por el hecho de utilizar un tiol de bajo peso
molecular distinto de GSH. De existir, estas y otras caracteristicas moleculares de estas
proteinas pueden potencialmente ser utilizadas como blancos para la generaciéon de drogas
que interfieran con su funcién. Por ello, consideramos interesante intentar cristalizar la Tc 1-
C-Grx1, en vistas de que no existen estructuras cristalograficas reportadas para Grxs de
Tripanosomatidos.

Los ensayos de cristalogénesis se realizaron utilizando la forma A77 de la proteina.
Ademas de ser util para estudiar la relevancia del estado oligomérico en la funcion, se pensé
que la forma A77 simplificaria el proceso de cristalogénesis al carecer del dominio N-
terminal, el cual, en el caso de la proteina de T. brucei (cuya estructura fue resuelta por RMN
por nuestro grupo, Manta et al., no publicado), se ha visto que confiere movilidad a la
proteina. En la Figura 17, pueden apreciarse imagenes de los cristales obtenidos en el
screening robotico. De 384 condiciones ensayadas solo 3 arrojaron formas cristalinas. Los
cristales obtenidos del screening no suelen ser adecuados para su difraccion (y esta no fue la
excepcion) no solo por lo pequenos sino ademas por tratarse de cristales tipo esferulita o de
multiples capas.

Por este motivo, se intentd la optimizacion manual de estas tres condiciones promisorias.
Se ensayaron 240 condiciones con pequefias variaciones de pH, precipitante (polietilenglicol,
hexanediol, propanediol y/o glicerol), y sales pero en ningln caso se obtuvieron cristales. En

muchas condiciones la proteina precipité o bien nunca llegd a formar agregados cristalinos.
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Mas recientemente se realizd un nuevo screening pero utilizando la proteina FL. Esta
nueva especie proteica tampoco logré cristalizar. La elevada reticencia a la cristalizacion
podria deberse por una lado a la presencia del antedicho dominio flexible (si bien su
eliminaciéon no aumentod sustancialmente las condiciones en las que se obtuvieron cristales)
sumado a la altisima solubilidad de estas proteinas (alcanzan facilmente una concentracién

de 150 mg/mL).

Figura 17. Ensayo de cristalogénesis. De 384 condiciones evaluadas sélo 3 resultados promisorias.

1i,50,0.2 M
0.1 M Tris-HCI pH 8.5
40% PEG 400

MgCl, 0.2 M MgCl, 0.2 M
0.1 M Tris-HCI pH 8.5 0.1 M Tris-HCl pH 8.5
3.4 M 1,6-hexanediol. 25% (v/v) propanendiol,

10% (v/v) glicerol 10%.

Ante esta situacién, se procedid a realizar un modelo in silico de la proteina, puesto que
éste resultaria util para entender algunos de los resultados obtenidos. El modelo estructural
se generd utilizando el servidor Swiss Model (http://swissmodel.expasy.org/) a partir de la
secuencia aminoacidica de la proteina A77 y utilizando como molde el pdb para la proteina
Tb 1-C-Grx1 A77 (PDB2LTK; Manta et al., no publicado). El modelo obtenido presenta muy
buena confiabilidad (valor de QMEAN4 de 0.823 [rango 0-1]) considerando que la identidad
de secuencia entre los dominios Grx es de un 81 %.

En la Figura 18, puede apreciarse el modelo de la Tc 1-C-Grx1 A77. Segun este modelo la
proteina presenta un plegamiento conservado de Trx con elementos segundarios adicionales
respecto a la estructura tipica de Grx (i.e. 1-al-B2-a2-B3-B4-a3). En este sentido, se destaca
la presencia de tres hélicesa adicionales en la estructura de la Tc 1-C-Grx1 A77, una de ellas
ubicada en el extremo N-terminal (al), y las otras dos dispuestas consecutivamente en el
extremo C-terminal (a4 y a5). Varios residuos que estarian involucrados en la formacién de

un surco de unidn a GSH se hallan estructuralmente conservados.
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Otro dominio estructural conservado lo constituye el core hidrofdbico de la proteina. En
esta region dos Phe (F95 y F125) interactian manteniendo efectos de stacking mediante el
cual fijan las hojas B1 y B2. Es interesante notar que la Phel25 es la que se encontraba
mutada en los clones que presentaron anomalias en su purificacion y protedlisis. Es probable
gue la pérdida de esa interaccion producto de la mutacién haya provocado importantes
cambios conformacionales (derivando en un plegamiento incorrecto) al menos en la region
N-terminal de la proteina y su regidon adyacente donde se encuentra el sitio de corte para
TEV-P y la cola de His, lo cual podria explicar los problemas comentados anteriormente. En
resumen, esto confirma un rol estructural clave para este residuo.

KKDIDDTIQTEDVVAFI AFSKRLIDILEAL TSFDVLAHPVVRTYVKEV QLFLKGEFVGGLDVVQKMAEGGDLQKLLQHK

oy B, o, B, as o, Bs B4 O O

Figura 18. Modelo in silico de la Tc 1-C-Grx1 A77. A. Plegamiento de dominio Grx. En rosado se
muestran las hélicesa, en gris las hojas  y en verde los loops. En el encabezado de la figura se
muestra la correspondencia en colores sobre la secuencia aminoacidica y la numeracion de los
elementos de estructura secundaria. B. Residuos involucrados en la union de GSH. En rosado se
indican los residuos que estarian comprometidos en la unién no covalente de GSH; en amarillo la
Cys del sitio activo putativo. C. Core hidrofébico. En verde se sefialan las Phe que interactuarian
fijando las posiciones de las hojas 1y 2.
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4.4, Caracterizacion bioquimica de la Tc 1-C-Grx1

4.4.1. Determinacion de la masa molecular

Las masas de las proteinas purificadas fueron determinadas por espectrometria de masa
(MALDI-TOF, Unidad de Bioguimica Analitica y Protedmica, IPMont; Figura 19). Para la forma
reducida de la 1-C-Grx1 FL (Figura 19.A) y A77 (Figura 19.B) se observaron valores de masas
de 18067 y 12351 Da, respectivamente, las cuales coinciden con las estimadas a partir de la
secuencia aminoacidica (17877 y 12351 Da) agregadas del dipéptido GA introducido en el
producto de clonado. El andlisis de las muestras no tratadas con agente reductor (DTT) reveld
gue a diferencia de la FL, la cual se detecta fundamentalmente como una especie
monomérica de 18064 Da (Figura 19.C), la forma A77 aparece mayoritariamente con la masa
correspondiente a un dimero de 24655 Da (Figura 19.D) y en menor medida por aquella
representativa de la forma monomérica (12319 Da). La propensién de la forma A77 a
oxidarse espontaneamente esta de acuerdo con lo evidenciado en el modelo estructural que
posiciona la Cys105 en una zona de marcada accesibilidad al solvente (Figura 18.A., B.).
Evidentemente la situacion es diferente en la forma FL donde seguramente la estructura
cuaternaria de la proteina (ver proxima seccion) contribuya a ocultar el tiol del solvente y en
consecuencia torne a la proteina menos proclive a oxidarse en su Unica Cys. En el caso de la
forma FL reducida también puede apreciarse un pico a 9034 correspondiente al ion
dicargado. La pequeia diferencia de m/z entre el mondmero reducido y oxidado de la FL
podria deberse a pérdida de protones en algin residuo. Por otro lado, la diferencia
observada entre las formas A77 monoméricas (+35) podria atribuirse a la oxidacién a acido

sulfinico de la Cys105 o a sulféxido de un par de residuos de Met.
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Figura 19. Espectro de masa de las 1-C-Grx1 FL yA77 en presencia (red) y ausencia (ox) de agente
reductor.

4.4.2. Determinacion del estado oligomérico

El estado oligomérico de la proteina en solucion fue determinado mediante cromatografia
de exclusién molecular (SEC) en una columna Superdex G75 10/300 (GE) (Figura 20) y
mediante dispersién dindmica de luz (DLS, Unidad de Biofisica de Proteinas, IPMont; Tabla 4).
La columna fue previamente calibrada en las mismas condiciones de amortiguador y
temperatura usando proteinas globulares de masa molecular conocida (Figura 20).

La Tc 1-C-Grx1 FL eluye de la SEC con un volumen de retencién equivalente a una proteina
globular de aproximadamente 32.4 kDa, de acuerdo a la calibracidn interna. Esto sugiere que
en solucidn la proteina se comporta como un dimero no covalente. En concordancia con este
resultado, el volumen hidrodinamico de la proteina determinado por dispersion dinamica de
luz (DLS) corresponde al de una proteina de masa molecular de 33.8 KDa (Tabla 4). La forma
corta, en cambio, eluye con un volumen de retencidon correspondiente a una especie con

masa molecular aparente de 15,8 kDa muy debajo de lo esperado para un dimero de A77
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(24.6 KDa) y proximo a la de una especie monomérica (12.3 KDa). Esto indica que al eliminar
el dominio N-terminal la proteina pierde su estado oligomérico original. Al igual que lo
reportado para la Tb 1-C-Grx1, estos resultados destacan el rol estructural del extremo N-
terminal en la dimerizacion de la proteina.

Asimismo, con el fin de aproximar el mecanismo de dimerizacion se corrié una mezcla
equimolar de las proteinas FL y 1aA77, observando que no hay formacién de especies de
masa molecular intermedia. Esto refuerza la idea de que la especie homodimérica es muy
estable (presenta baja disociacion) y sugiere, si bien no lo demuestra, que la dimerizacién es
mediada por la interaccion reciproca de las regiones N-terminales de cada subunidad. Estos
resultados coinciden con lo determinado para la proteina homadloga de T. brucei.

Este estado oligomérico dimérico no es una caracteristica exclusiva de las 1-C-Grxs de
tripanosomatidos. Se ha demostrado que también las 1-C-Grxs Grx6 y Grx7 de las vias
secretorias de de levadura pueden formar dimeros no asociados por centros [Fe-S]. En el
caso de la Grx6 se ha determinado la presencia de un péptido N-terminal que resulta
determinante en la estabilizacién de esta asociacién no covalente (Luo et al., 2010). La Grx7
también presenta un péptido N-terminal con una composicion aminoacidica muy diferente, y
si bien se ha observado la formacion de dimeros y de especies de peso molecular semejante
a tetrdmeros, no se ha analizado si esta asociacién ocurre a través del mismo (lzquierdo et
al., 2008; Meseke et al., 2008). En resumen, la composicion aminoacidica del péptido N-
terminal de la 1-C-Grx1 de tripanosomas es singular y diferente de aquella presente en las
proteinas de levadura.

Es interesante notar que la masa aparente en solucién del dimero de la FL (en torno a 32-
34 KDa) es similar a la masa tedrica que corresponderia a un dimero de la forma A77 en
solucién (32-35 KDa), si bien esta ultima es una proteina comparativamente mds pequefa (12
KDa frente a 18 KDa de la forma FL). Esto podria indicar que la dimerizacién confiere a la

proteina una estructura mas compacta y/o globular.
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Figura 20. A. Cromatografia de exclusion molecular para las 1-C-Grx1 FL y A77. Sobre los picos
se indica el volumen de retencion y el peso molecular calculado a partir de una curva de
calibracion de proteinas estandar. B. Calibracion de la columna G75 10/300.

Tabla 4. Radio hidrodinamico (rH) de la 1-C-Grx1 FL y A77 y peso molecular calculado

Muestra rH (nm) PM,, (KDa)
Tc 1-C-Grx1 FL 2,680 33,8
Tc 1-C-Grx1 A77 2,031 17,7
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4.4.3. Ensayos de coordinacion de centros [Fe-S]

Para la realizacion de estos ensayos fue fundamental obtener la proteina sin cola de
histidinas de manera que este aminoacido, como buena base de Lewis que es, no interfiriera
con la coordinacién de hierro. Por tanto, el método de expresidon y purificacién se vio
condicionado en buena parte por este objetivo particular.

La reconstruccion se realizo utilizando como tiol de bajo peso molecular GSH, Gsp o T(SH),
en las condiciones mencionadas en materiales y métodos y el estado oligomérico se evalué
mediante filtracion en gel. Lo que ocurre en la mayoria de los ejemplos estudiados es que las
Grxs que tienen la capacidad de coordinar centros [Fe-S] son monoméricas y dimerizan al
unir un centro [Fe-S]. Esto se ha observado tanto para Grxs monotidlicas como ditidlicas,
como ser la GrxC4 de dlamo (Noguera et al.,, 2005), las GrxS14 y S16 cloroplasticas
(Bandyopadhyay et al., 2008), las Grx1 (Kelly et al., 1997) y Grx4 de E. coli (lwema et al.,
2009), la Grx SyGrx3p de cyanobacterium Synechocystis (Picciocchi et al., 2007), las Grxs
humanas Grx2 (Johansson et al., 2006) y Grx3/PICOT (Haunhorst et al., 2010), por mencionar
algunas. En algln caso particular la coordinacién de centros [Fe-S] induce la tetramerizacidn
de una proteina monomérica, como ocurre para la Grx5 humana (Johansson et al., 2011) o la
tetramerizacion de una proteina dimérica, como se observa para la Grx6 de levadura (Luo et
al., 2010).

Por el contrario, para la Tb 1-C-Grx1 se ha reportado que la proteina no cambia su estado
oligomérico (no tetrameriza) al coordinar un centro [Fe-S], sino que se comporta como un
dimero expandido con picos de absorcion a 320 y 412 nm, correspondientes a la presencia de
un cluster de tipo [2Fe-2S] (Manta et al., 2012). En el caso de la proteina de T. cruzi el
resultado no fue tan evidente (Figura 21). Bajo las condiciones ensayadas no se detecto la
aparicion de nuevas especies proteicas que presentaran absorcion a 412 nm, sino sélo la
presencia de apo proteina monomérica con un volumen de eluciéon de 11.2 mL. El cambio en
el volumen de retencion no fue en absoluto sustancial con ninguno de los tioles de bajo peso
molecular estudiados. El aumento en la absorcién a 412 nm tampoco fue importante. Por
otro lado, es interesante notar la formacién de una especie de bajo peso molecular con
absorcién a 320 y 420 que es especialmente abundante en el caso de la reconstruccion
realizada con T(SH),. La generacién de un centro [Fe-S] coordinado exclusivamente con

T(SH), ya ha sido reportada (Manta et al., 2012).
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Figura 21. Reconstruccion de centro [Fe-S] y SEC.

Cabe notar que si bien esta técnica de reconstruccion ha sido ampliamente utilizada, la
reaccion favorece la generacion espontanea de un centro [Fe-S], ofreciendo las condiciones y
sustratos optimos para que tenga lugar la asociacion de especies sumamente reactivas
(hierro, sulfuro y tioles).

Asimismo, la baja eficiencia en la reconstruccion de la holo-proteina podria deberse a que
la 1-C-Grx1 no seria un andamiaje primario para la sintesis de centros [Fe-S], sino que
participaria en el pasaje de centros preformados hacia otras proteinas aceptoras. Tal vez si se
lograra generar el cluster sobre otra proteina que si fuera un andamiaje primario (por
ejemplo, una tipo IscU, ya descrita para T. brucei; Smid et al., 2006) esta podria

eventualmente transferirlo hacia la 1-C-Grx1 aumentando la eficiencia de la union.
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Por otro lado, esto no quita que pueda hacerse una distincion en el mecanismo de unién
de centros [Fe-S] entre las 1-C-Grxs que son monomeéricas y las que son diméricas (Figura 22).
En el primero de los casos, la proteina monomérica dimeriza en torno al centro
comprometiendo las Cys de su sitio activo putativo y utilizando alglin tiol de bajo peso
molecular para completar la esfera de coordinacion del hierro. En el caso de las 1-C-Grx1 el
estado oligomérico a priori no cambiaria y habria una expansion del dimero.

También es interesante internarse en la estequiometria del cluster. En la mayoria de los
organismos hasta ahora estudiados el tiol de bajo peso molecular por excelencia utilizado es
el GSH. Por lo tanto se requieren dos moléculas de GSH para unir el centro [Fe-S]. En cambio,
los tripanosomas utilizan fundamentalmente T(SH), como tiol de bajo peso molecular (Figura
22). Al tratarse de un ditiol probablemente una Unica molécula alcance (y sea mas favorable
en términos de entropia) para unir el cluster. Cuantas moléculas de T(SH), son utilizadas para

coordinar un centro [Fe-S] es una pregunta que aun no ha sido respondida.

Grxs monomeéricas Grxs diméricas
RSH
RSH  RSH COOH 4 O H
) Fez+ ° Fe2+ ° H:"'I""'-"TN""F"ﬂ'"'n":
o L.Ho
[ ] : HH
0 w0
HH Ny
cooH H & H

Figura 22. Modelos de union de centros [Fe-S] por 1-C-Grxs monoméricas y diméricas. Las
monoméricas dimerizan mientras que las diméricas incrementan su volumen hidrodinamico, sin
modificar su estado oligomérico. A la derecha se muestra la estructura del T(SH)s.

4.4.4. Determinacion del pKa de la Cys del sitio activo putativo

El pKa de la C105 fue determinado mediante medida de la velocidad de reaccion del
tiolato con el fluoréforo monobromobimano (Sardi et al., no publicado) (Figura 23). Para las
proteinas FL y A77 los valores fueron ajustados a una funcion con tres pKa hallando que la FL

sufriria eventos de ionizacién a pH 4.5,5,0y 8,0y la A77 apH 4.0,6.0y 7.8.
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Figura 23. Determinacion del pKa del sitio activo putativo. En el eje de las ordenadas se grafica en
escala logaritmica la velocidad de la reaccion con el fluor6foro mBBr normalizada por la
concentracién de proteina y la de mBBr empleadas en cada caso y multiplicada por 1 x 10°. La FL
presenta pKas de 4.5,5,0y 8,0y laA77 de 4.0,6.0y 7.8.

Un pKa a pH cercano a 8 es llamativamente elevado en comparacién a los valores
reportados para glutarredoxinas de tipo ditidlicas, generalmente cercano a 4 (Foloppe et al.,
Gan et al., 1990). Asimismo, el ensayo realizado con el mutante C105 confirmd la
especificidad del resultado observado. No obstante, considerando que el pH mitocondrial es
relativamente alcalino (aproximadamente pH 8; Llopis et al., 1998; Nolan et al., 2000) es
probable que una fraccién considerable de la proteina (la mitad si pH = pKa) se encuentre
bajo la forma desprotonada y por lo tanto en la forma idnica adecuada (tiolato) para
desempeiiar su funcion.

Por otro lado, este tipo de comportamiento de tres pKa no es cominmente exhibido. El
mismo podria deberse a la presencia de un residuo acido estructuralmente proximo como ser
el Glul01, que podria compartir un protén con la C105 o bien la presencia de un parche acido
formado por los residuos de Aspl113 y Glull6 (Figura 24). Asi, a pHs acidos (>5.0), la
reactividad de la Cys aumentaria gracias a su desprotonacidn por sustraccién de su protdn
por parte del grupo carboxilato del residuo de Glu; a medida que el pH aumenta, el residuo
Lys97 (Figura 24) cederia su protdn al tiolato, formando un enlace de hidrégeno con el tiol y
produciendo el descenso de la reactividad; y finalmente a pH>6 la Cys se comportaria como
un tiol normal, desprotondndose, lo que corresponde con un nuevo aumento de la

reactividad. Es posible que los pKas mas acidos también sean relevantes para la actividad de
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la proteina. Este punto resulta particularmente interesante puesto que suma complejidad a
los procesos fisioldgicos y podria estar dando idea de los mecanismos que participan en la
exportacion de los centros [Fe-S] hacia el citosol.

Lo que podria denominarse switch por pH fue descrito para otras proteinas. Un ejemplo
interesante dada su posible conexion con este trabajo es el de la proteina MitoNEET, la cual
se presenta en la membrana externa mitocondrial. Inicialmente esta proteina fue identificada
como blanco para la pioglitazona, una droga utilizada para tratar la diabetes de tipo 2.
MitoNEET presenta un cluster [2Fe-2S] muy particular, coordinado por tres ligandos Cys y
uno His, que es sumamente sensible al pH. La protonacidn de la His seria la responsable de la
labilidad de este cluster. Esta tendencia a liberar su centro [Fe-S] llevd a que MitoNEET fuera
postulada como un eslabdn adicional en la sintesis de centros [Fe-S] citosélicos y/o
exportacion de centros preformados en la mitocondria. En el caso de MitoNEET se supone
que la protonacion de la His estaria mediada por otra proteina o cofactor (Wiley et al., 2012),
pero algo similar podria imaginarse para la 1-C-Grx1. Teniendo en cuenta que la 1-C-Grx1
participaria en la transferencia de centros [Fe-S] hacia otras proteinas, tal como ya se ha
propuesto para sus ortélogas (ver introduccion), podria especularse que la disociacién pH-
dependiente de la Cys de su sitio activo permitiria dicha funcion. Por ejemplo, en la matriz
mitocondrial (pH aproximadamente 8), la Cys se encontraria en su estado desprotonado
coordinando un centro [Fe-S], mientras que el acercamiento a la periferia mitocondrial
podria resultar en la protonacidn de las Cys por efecto del gradiente de pH o tal vez mediado
por otras proteinas lo que provocaria la liberacién del cluster hacia las proteinas de
exportacion (Ervl, Atm1, MitoNEET; ninguna de ellas descrita para tripanosomas).

Seria interesante poder elucidar qué residuos se encuentran efectivamente participando
de este mecanismo de switch por pH. Por un lado, la cercania de la Lys97 a la Cys105 hace
gue su participacion en este mecanismo sea bastante clara. Por otro lado, qué componente
es el responsable del comportamiento a pH acido no es evidente. Podria ser que el Glu101
localizado sobre un loop flexible adquiriera una posicidn mas cercana al residuo de Cys a
pH<6, de manera de poder compartir un protdon con el tiolato de la Cys105. En este caso
habria que pensar que un cambio conformacional en el loop que contiene a las Cys105 vy el
Glu101 es responsable del comportamiento observado. Asimismo la hélicea2 contiene a los

residuos Asp113 y Glu116 que podrian también estar siendo responsables de este efecto.
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Otro punto interesante de notar es la diferencia de pKa observado entre las formas A77 y
FL de la proteina, llegando a ser de una unidad de pH en el caso del segundo pKa. Esta
disminucion del pKa podria ser causado por efecto de la interaccion proteina-proteina en el
caso de la proteina FL. Esto muestra cdmo cambios en el entorno proteico pueden generar
un impacto en el entorno local, pudiendo determinar en algunas condiciones la funcionalidad
de la proteina (en este caso una disminucién del pKa podria determinar la capacidad de la

proteina para liberar su centro [Fe-S]).

Figura 24. Residuos involucrados en
comportamiento de tres pKa. En
amarillo se muestra la Cys del sitio
activo putativo, C105. En rojo,
posibles residuos acidos, Glul01
(E101) localizado sobre un loop
flexible, o bien el parche acido Glu
116/Asp113 (E116/D113) localizados
sobre la hélicea2 (que es antecedida
por C105). En azul, el residuo basico
Lys 97 (K97) con el cual la C105
presentaria una interaccién bastante
clara.

4.4.5. Actividad reductora de insulina

Con el fin de evaluar la actividad oxidorreductasa se empleé el ensayo de reducciéon de
insulina. La inespecificidad de este ensayo es a la vez su mayor desventaja y su mayor virtud.
El hecho de ser tan inespecifico permite que pueda utilizarse para comparar a grandes rasgos
la actividad de enzimas que pueden tener especificidad de sustrato totalmente diferente.
Como datos importantes debe prestarse atencidn a la fase lag, previa a la aparicion de
turbidez, y a las pendientes de cada curva. En la Figura 25 puede observarse las curvas
obtenidas para la Tc 1-C-Grx1 en sus formas FLy A77 y los respectivos controles con Trx de E.
coli. Como puede apreciarse, la 1-C-Grx1 en una concentracidon 20 uM se comporta como el
control con DTT solo. Esto indica que la reduccion de la insulina observada en estas
condiciones se debe a la reaccidon espontanea con DTT. A una concentracién mucho mas
elevada de proteina pareciera haber algo de catalisis, pero dificilmente puede decirse que

150 uM es una concentracién catalitica.
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Estos resultados son coincidentes con lo observado para otras 1-C-Grxs, que tampoco son
activas en ensayos tipicos para Grxs. Puntualmente para la 1-C-Grx1 de T. brucei no se ha
detectado capacidad para reducir el disulfuro de la insulina (Filser et al., 2008). En el caso de
Grx5 de levadura se ha determinado que la misma es reducida por GSH muy lentamente (20
veces mas lento que la 2-C-Grx Grx1 de E. coli). Por tanto, la reduccidon por GSH puede ser un
factor adicional que contribuye a la ya de por si baja actividad reductasa. En este sentido, es
posible que otros reductores mitocondriales puedan reducir con mayor eficiencia estas
proteinas (e.g. la Grx5 es eficientemente reducida por la tioredoxina reductasa; Tamarit et

al., 2011).
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4.4.6. Estudio de la expresion de la proteina por ensayos de Western blot

El objetivo inicial era evaluar mediante ensayos de Western blot si la proteina es
expresada por los distintos estadios del ciclo de vida del pardsito y cuantificar dicha
expresion con el fin de estimar la concentracién intracelular de la 1-C-Grx1.

Se comenzo por comprobar si anticuerpos anti-Th 1-C-Grx1 generados en conejo de indias
y purificados por afinidad presentaban reactividad cruzada frente a la proteina homdloga de
T. cruzi. En aquel momento todavia no se contaba con la forma FL de la proteina, motivo por
el cual se utilizo la forma A77 para realizar una curva de calibraciéon y como control se utilizé
la proteina recombinante A77 de T. brucei. En este caso, el anticuerpo reconocid la proteina
de T. brucei pero no hubo reconocimiento de la forma A77 de la proteina de T. cruzi.

Una vez que se obtuvo proteina recombinante en su forma FL, se procedidé a realizar

nuevamente el ensayo. En esta oportunidad se analizaron extractos de parasitos T. cruzi cepa
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CL Brener en diferentes estadios del ciclo celular (Figura 26). El anticuerpo anti-TbGrx1 tuvo
reactividad cruzada frente a la forma FL, pero nuevamente no hubo sefal detectada para de
la forma A77. Este resultado es muy interesante puesto que estaria indicando que los
epitopes del dominio N-terminal de las 1-C-Grx1 son altamente conservados para las
proteinas de T. cruzi y T. brucei, mientras que no sucede lo mismo para aquellos epitopes
presentes en el dominio Grx, los cuales parecen presentar especificidad de especie.
Asimismo, el hecho de presentar alto grado de identidad de secuencia entre ambas ortdlogas
podria indicar que los epitopes son conformacionales. A pesar de reconocer la forma FL de la

Tc 1-C-Grx1 estos anticuerpos no indicaron la presencia de proteina en extractos de

parasitos.
TcFL
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Figura 26. Ensayo de Western blot. Se
sembraron 2 x 10’ parasitos de T. cruzi CL
Brener por carril. Incubaciéon con anti-Tb 1-C-
Grx1 en una dilucién 1:400 en PBS-L durante 2
- ‘ horas seguido de anti-igG de conejo de indias
. 1:8000 en PBS-L durante 45 minutos. 2

a ThGrx1, 2 min minutos de exposicion.

Ante esta situacion, se procedid a generar anticuerpos especificos contra la proteina de T.
cruzi en ratones Balb C (seccién 3.8.1). En la Figura 27 puede apreciarse la evaluacion de este
antisuero. A pesar del buen titulo y especificidad de estos anticuerpos, no fue posible
detectar la proteina en extractos de parasitos de la cepa CL Brener (Figura 27.A.). Esta
ausencia de deteccion llevd a probar otra cepa de T. cruzi: DM28. En este caso tampoco hubo

senal apreciable (figura 27.B.).
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aTcGrxl, 2 !’n =L aTcGrx1, a TR, 20 min

Figura 27. Ensayo de Western blot. El nimero de pardsitos y la masa de proteina recombinante
sembrados se indican sobre cada carril. Incubacidn con anti-Tc 1-C-Grx1 en una dilucién 1:400 en PBS-
L durante 2 horas seguido de anti-igG de ratén 1:10000 en PBS-L durante 45 minutos. En el caso del
anticuerpo anti-TR se utilizé una dilucidn 1:1000 y para el anticuerpo secundario anti-igG de conejo
una dilucién 1:10000.

Ante la sospecha de una baja expresién de la proteina y teniendo en cuenta su potencial
localizacion en la mitocondria del parasito (seccién 4.1, Figura 28) se realizé el ensayo de
Western blot empleando un extracto enriquecido en mitocondrias de T. cruzi cepa CL Brener
en estadio epimastigota. En la Figura 28 puede apreciarse cdmo hay deteccidén de hasta 1 ng
de la proteina recombinante, pero no se aprecia sefial en los extractos enriquecidos en
mitocondria ni en los correspondientes a parasitos totales, mientras que si fue posible
detectar la expresion de lipoamida deshidrogenasa, utilizada como control de organelo y de

carga.

Figura 28. Ensayo de Western blot. La

masa de proteina recombinante y de
a LipDH, 5 min . . , ’
extracto mitocondrial asi como el nimero
de parasitos sembrados se indica sobre

aTcGrx1, 20 min cada carril. Incubacién con anti-Tc 1-C-

Grxl y anti-igG de ratéon en iguales

condiciones que Figura 26. Incubacion con anticuerpo anti-Tb lipoamida deshidrogenasa 1:500 en
PBS-L durante 2 horas seguido de anti-igG de conejo en una dilucién 1:10000 en PBS-L durante 45
minutos.
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En resumen, a pesar de que los anticuerpos reconocen especificamente hasta 1 ng de
proteina recombinante, no fue posible detectar la expresidn de la Tc 1-C-Grx1 in vivo.

Por otro lado, se incubd la membrana conteniendo los extractos mitocondriales con
anticuerpo anti-Tb 1-C-Grx2. En este caso si se observd una banda especifica por debajo de

15 KDa, lo que corresponderia con el peso molecular de la Tc 1-C-Grx2 (Figura 29).

Extracto mit

%
DR

Figura 29. Ensayo de Western blot. Incubacién con
anti-Tb 1-C-Grx2 1:500 en PBS-L durante 2 horas
o 55 seguido de anti-igG de conejo de indias 1:8000
durante 45 minutos. La flecha indica la banda

O N
.

especifica que coincide con el PM de la 1-C-Grx2

Si bien los resultados de este ensayo no fueron alentadores, puesto que no se pudo
detectar la presencia de la proteina en estudio poniendo en duda su relevancia para el
parasito T. cruzi, el haber detectado al menos una 1-C-Grx es un resultado positivo. Resultaria
dificil pensar el funcionamiento de una mitocondria y puntualmente de la maquinaria de
ensamblaje de de centros [Fe-S] sin la participacidon de este tipo de proteinas, teniendo en
cuenta la conservaciéon de su funcién en la escala evolutiva y considerando la relevancia
demostrada para el parasito T. brucei. A priori podria especularse que es la 1-C-Grx2 la

proteina que cobra relevancia en T. cruzi.
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5. Conclusiones y perspectivas
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Entre tantas peculiaridades, los tripanosomatidos son organismos que presentan un
metabolismo redox muy particular que depende de T(SH),. El T(SH), es el principal
amortiguador redox intracelular, es fundamental para la proliferaciéon celular, para la
eliminacion de especies oxidantes, entre tantas otras funciones. Dentro de las rutas T(SH),-
dependientes se encuentran aquellas que tienen a las glutarredoxinas como proteinas
centrales. Las Grxs participan en una extensa lista de funciones celulares, fundamentalmente
catalizando reacciones de intercambio tiol-disulfuro dentro de proteinas o entre proteinas y
tioles de bajo peso molecular. Por otro lado, estan las glutarredoxinas monotidlicas, Grxs que
poco honor le hacen a su nombre. Sobre todo en el caso de los tripanosomas en los cuales ni
“gluta” ni “redoxina” son sustantivos adecuados.

Retomando el concepto de drogabilidad, las 1-C-Grxs de tripanosomatidos son proteinas
con caracteristicas funcionales diferentes a las de otros organismos y, como fue
recientemente observado la 1-C-Grx1 es indispensable para el tripanosoma Africano (Comini
et al., 2008; Manta et al., no publicado) y presenta caracteristicas estructurales y bioguimicas
diferenctes respecto de aquellas presentes en proteinas ortélogas de eucariotas (Manta et
al., no publicado) lo cual posiciona a esta proteina como un potencial blanco de farmacos
tripanocidas. En este trabajo se procuré estudiar la 1-C-Grx1 de T. cruzi, intentando
extrapolar algunas de las observaciones realizadas para su ortéloga en T. brucei (Comini et
al., 2008; Filser et al., 2008; Manta et al., 2012, no publicado).

Mediante técnicas de biologia molecular fue posible aislar secuencias putativas para la 1-
C-Grx1 e identificar la existencia de microheterogeneidad en ellas, lo cual, si bien requiere de
validacion bioquimica podria indicar la existencia de isoformas para esta proteina. Se
lograron clonar distintas formas (FL, A77 C105S) de esta proteina dentro de un vector de
expresion para E. coli (pET-Trx). Esta construccién permitié tras dos pasos de cromatografia
de afinidad por metales con un paso intermedio de protedlisis con TEV-P y purificacién
subsiguiente mediante gel filtracion, obtener la proteina con un alto grado de pureza y
carente de la cola de histidinas, lo que es fundamental para los ensayos de coordinacién de
centros ferrosulfurados. La identificacion de la region de dimerizacion se realizé mediante
alineamiento multiple de secuencias de aminoacidos correspondientes a 1-C-Grxs de
diferentes tripanosomatidos y teniendo en cuenta los resultados obtenidos con la variante

monomérica de la proteina homdloga de T. brucei (Manta et al., 2012).
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Se obtuvieron condiciones de expresion 6ptimas para las tres variantes de la Tc 1-C-Grx1,
lo que permitidé contar con cantidades elevadas de proteina en forma soluble. Los resultados
de las purificaciones fueron en todos los casos satisfactorios alcanzandose un rendimiento
promedio de >30 mg proteina pura (>95 % homogeneidad por SDS-PAGE) por litro de cultivo.

Se realizaron analisis de cromatografia de exclusion molecular (SEC), espectrometria de
masa y dispersion dinamica de luz (DLS) para determinar el estado oligomérico de las formas
FL y A77. Los resultados de SEC y DLS permiten afirmar que la proteina FL es un dimero no
covalente en solucion cuya formacion depende exclusivamente de la regién N-terminal
(residuos GIn28 a Val79). Como se describié en la seccién anterior, esto representa una
caracteristica estructural particular de la 1-C-Grx1 de tripanosomatidos. Si bien hasta el
momento esto fue Unicamente demostrado para T. brucei y T. cruzi, el alto grado de
conservaciéon de esta regidon en secuencias homologas de otros kinetopldstidos nos permite
especular sobre la funcidn universal para la misma en esta clase de proteinas.

También se realizaron ensayos de coordinacion de centros [Fe-S], sin resultados evidentes.
No obstante, estudios paralelos a esta tesis permitieron establecer un nuevo mecanismo de
coordinacion de centros [Fe-S] para las Grxs diméricas, en el que se utiliza T(SH), como
ligando no protéico. La capacidad para unir centros [Fe-S] es uno de los ensayos que habra
gue repetir de manera de confirmar si la proteina de T. cruzi es capaz de ensamblar en centro
[Fe-S] como lo hace la 1-C-Grx1 de T. brucei, y si la formacion del holocomplejo conlleva
cambios condormacionales en la estructura oligomérica. Como fue discutido, esta actividad
podria ser dificil de evaluar sobre todo si quisiera estudiarse la transferencia de centro [Fe-S]
mas que la reconstruccion “forzada” sobre la proteina y requeriria de la incorporacion en el
ensayo de otra proteina que participe como receptor promario del cetro [Fe-S].

También seria interesante poder verificar la estequiometria del centro [Fe-S] por alguna
técnica cuantitativa que diera sustento a las predicciones espectroscopicas, hecho que
también puede dificultarse. Para esto seria necesaria una eficiencia de reconstruccion del
centro [Fe-S] cercana al 100% o bien que hubiera una separacién sustancial entre el dimero
expandido y el dimero en ausencia de centro [Fe-S] de manera de no subestimar la
proporcion hierro:azufre inorganico:tioles, opciones que no parecen ocurrir.

Otro factor a considerar es la estabilidad del cluster. En el caso de la proteina de T. brucei
se ha visto que hay reconstruccién del centro [Fe-S] tanto con T(SH), como con Gsp o GSH

pero el centro producido con T(SH), es menos susceptible a descomponerse en presencia de
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H,O, (Manta, no publicado). Verificar esto en la proteina de T. cruzi conribuiria no solo a
elucidar el mecanismo de coordinacién por parte de las 1-C-Grxs de tripanosomas sino
también a determinar la especificidad que han desarrollado las 1-C-Grx1 de estos organismos
por emplear tioles de bajo PM parasito especificos.

Se verificé que la Tc 1-C-Grx1 no presenta actividad en el ensayo de reduccién de la
insulina y se determind el pKa para la Cys del sitio activo putativo para las formas FL y A77
(colaboracién con el Dr. G Ferrer-Sueta, Laboratorio de Fisicoquimica Bioldgica, Facultad de
Ciencias). En ambos casos se detecté un comportamiento de tres pKas, con un pKa
llamativamente elevado en aproximadamente 8.0 y otros dos puntos de ionizacion a pH mas
acido cuya relevancia fue anteriormente discutida. Ensayos control realizados con el mutante
C105S confirmaron la especificidad del resultado. El pH podria ser un factor adicional que
podria influir en la estabilidad del centro [Fe-S], como fue descrito para la proteina
MitoNEET. Esta es una posibilidad que adn no ha sido estudiada y que podria brindar
informacién sobre el mecanismo mediante el cual las 1-C-Grxs incorporan y/o ceden su
centro [Fe-S] a otras proteinas.

En cuanto a la elucidacion de la estructura, se realizaron ensayos de cristalizacidn para la
forma A77 y FL. Para la A77 se obtuvieron tres condiciones promisorias. No obstante, la
reproduccién manual y optimizacidon de dichas condiciones no fue exitosa y tampoco se han
obtenidos resultados alentadores para la forma FL. La cristalogénesis presenta un
componente de azar muy importante y es impredecible saber si se tendra éxito. En este
sentido, no seria cauteloso continuar ensayando nuevas condiciones sino que idealmente
podria intentarse la generacion de cristales a partir de una nueva especie proteica. Por
ejemplo, podria intentarse la cristalizacién de la proteina en conjunto con anticuerpos o con
otras proteinas que favorezcan la cristalizacién. En el caso de la proteina de T. brucei, la
reticencia a cristalizar llevd a adoptar la resonancia magnética nuclear como técnica para
resolver la estructura (Manta et al.,, no publicado) y una estrategia semejante podria
aplicarse para la Tc 1-C-Grx1.

El estudio de la expresién y de la localizacién subcelular de la proteina fue sin dudas lo
mas complejo e infructuoso y es en lo que se centran las mayores perspectivas. Se comprobd
mediante técnica de Western blot que suero de conejo de indias anti-Tb 1-C-Grx1 presenta
reactividad cruzada contra la proteina homologa de T. cruzi en su forma FL. La ausencia de

sefal para reconocer la forma truncada de la proteina de T. cruzi sugiere que dichos
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anticuerpos estarian reconociendo principalmente epitopes compartidos en la regién N-
terminal de la Tb y Tc 1-C-Grx1. Por otro lado, se llevé a cabo la inmunizacion de dos ratones
hembra de la cepa BalbC obteniendo anticuerpos especificos contra la forma recombinante
de la Tc 1-C-Grx1 FL. Ensayos preliminares de Western blot con dichos sueros mostraron muy
buena especificidad y titulos satisfactorios de anticuerpos anti-Tc 1-C-Grx1, los cuales
también fueron capaces de reconocer a la forma recombinante de la Tb1-C-Grx1 FL y A77.
Sorprendentemente estos nuevos anticuerpos no lograron detectar la proteina en extractos
de parasitos. Lamentablemente no se ha podido estimar la concentracién intracelular de la
proteina. Sera necesario continuar trabajando para encontrar en qué condiciones
metabdlicas puede ponerse en evidencia la expresion de esta proteina lo que puede incluir
someter a los parasitos a diferentes tipos de estrés (oxidativo, de hierro, etc.) y ver si dichos
estimulos resultan en un aumento de la expresion de la 1-C-Grx1.

En caso de detectarse expresion de Tc 1-C-Grx1 bajo alguna de las condiciones propuestas
anteriormente, las mismas servirian para investigar la localizaciéon subcelular de esta
proteina, la cual por las mismas razones expuestas anteriormente resulté infructuosa. Una
vez determinada la localizacidon subcelular de esta proteina en T. cruzi se podra especular con
mayor fundamento sobre el rol funcional que podria tener un pKa alcalino en la Cys
involucrada en la coordinacidn de centros ferrosulfurados.

Por otro lado, la deteccidon de la 1-C-Grx2 en la mitocondria pone en duda el rol que la 1-C-
Grx1 podria cumplir en T. cruzi. Esta diferencia respecto a T. brucei puede estar asociada a los
ciclos de vida diferentes que presentan estos organismos.

Una parte importante de este trabajo implicaria la generacidén de lineas de T. cruzi sobre-
expresantes de las proteinas FL y C105S. En T. brucei estudios anteriores muestran que la
expresion de la 1-C-Grx1 es altamente refractaria a ser silenciada y no puede ser eliminada
por completo mediante una estrategia de knock-out (Comini et al., 2008). Esto reveld la
esencialidad de la proteina para T. brucei. A su vez, llevd a adoptar una estrategia de
dominante negativo, eso es, lineas que sobre-expresan el mutante C104S de manera de
generar dimeros no funcionales de la proteina. Tanto la sobre-expresién del mutante como
de la proteina salvaje produjeron un descenso de la infectividad de los pardsitos en modelos
de infeccidon animal (Manta et al., no publicado). En el caso de T. cruzi no es posible realizar
RNA de interferencia para silenciar la expresién génica (Ullu et al., 2004), por lo que una

estrategia de dominante negativo parece la opcion mas adecuada. A su vez, en T. brucei la
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sobre expresion de la 1-C-Grx1 produjo un aumento en la susceptibilidad frente a agentes
oxidantes y frente a la presencia de quelantes de hierro (Comini et al., 2008), lo que a priori
podria resultar contra intuitivo. Esto indicaria que la sobre-expresion reduce la cantidad de
hierro libre en la célula, secuestrdndolo como centros [Fe-S] sobre la 1-C-Grx1 sobre-
expresada. Esto evidencia que el hierro intracelular estd altamente regulado y cualquier
modificacion de su metabolismo puede potencialmente afectar la viabilidad celular. Seria
significativo extender algunas de estas observaciones a T. cruzi.

Finalmente, seria trascendente encontrar algin compuesto que pudiera interrumpir la
funcién de la proteina. Evaluar esto es complejo, puesto que adn no se ha ideado un
mecanismo para medir la “actividad” de estas proteinas. Por lo pronto, podria comenzarse
utilizando los anticuerpos anti Tb 1-C-Grx1, los cuales en teoria se unirian a la region N-
terminal, y ensayar si los mismos pueden impedir la coordinacién de centros [Fe-S] o afectar
su estabilidad. Obviamente no pensando en la generaciéon de una vacuna contra esta
proteina, sino como herramienta para evaluar si bloqueando esta reginén es posible afectar
el estado oligomérico de la proteina y asi su funcidn. Por otro lado esto permitiria establecer
de manera preliminar si el péptido N-terminal tan particular de las 1-C-Grxs de estos
parasitos constituye un buen blanco molecular para luego avanzar sobre el disefio de

compuestos quimicos con alta afinidad y especificidad por esta region.
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