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RESUMEN

Las glutatidn transferasas (GSTs) constituyen una superfamilia de proteinas multifuncionales
involucradas en la detoxificacion célular de componentes citotoxicos, principalmente
conjugandolos al tripéptido glutatién. Ademds de esta conjugacién, las GSTs suelen exhibir
otras actividades como peroxidasa, sintesis de prostaglandinas y actuar como proteinas
ligandinas (detoxificacion pasiva). Las GSTs pueden clasificarse en tres grandes familias,
siendo las citésolicas las estudiadas en mayor profundidad. En los helmintos parasitos, las
GSTs representan una de las principales enzimas detoxificantes. Nuestro grupo ha estado
enfocado en la caracterizacion de estas proteinas en el cestodo Echinococcus granulosus
(EgGSTs) con el propdsito de comprender su papel en la infeccion parasitaria. Identificamos
tres diferentes GSTs citosdlicas, asi como una forma heterodimérica, oligomerizacién auin no
descrita en helmintos. Asi, EgGST1 de clase Mu de mamiferos, estaria involucrada en la
detoxificacion de xenobidticos, incluyendo antihelminticos. Paralelamente, el andlisis de
secuencias e inferencias filogenéticos reveld que EgGST2 pertenece a la clase Sigma, mientras
EgGST3 muestra caracteristicas tanto de la clase Sigma como de la Omega. De manera
interesante, las GSTs Sigma de algunos parasitos estdn implicadas en la modulacién de la
respuesta inmune del hospedero permitiendo la infeccion, mientras que las Omega estan
relacionadas con el aumento de la resistencia al estrés oxidativo. Asimismo, el heterodimero,
compuesto por estas dos ultimas proteinas (EgGST2-3), podria favorecer la utilizacién de un
rango mds amplio de sustratos y ligandos. El presente trabajo propone avanzar con la
caracterizacion de las EgGSTs, centrandose en la tipificacion de la GST parasitaria

heterodimérica.

En primer lugar, se detallan los estudios de expresidn y estabilidad de EgGST2-3r, donde se
consigue un aumento en el rendimiento global de la produccién de la proteina recombinante
de un 65 % (33 mg/mL de cultivo). Ademas, se realizé la caracterizacién bioquimica de
EgGST2-3r, donde se analizo el panel de actividades que presenta, asi como algunos de sus
parametros enzimaticos. La enzima presentd actividad frente a sustratos modelos de las
glutation transferasas, actividad frente a productos secundarios de la peroxidacion lipidica,
actividad ligandina frente a varios compuestos, principalmente drogas antihelminticas y

actividad glutation peroxidasa.
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En suma, los resultados obtenidos indican que EgGST2-3 podria contribuir a la sobrevida del
parasito en su hospedero a través de mecanismos de detoxificacion pasiva y de proteccion
del pardsito frente al estrés oxidativo. El conjunto de estos resultados contribuye a la
comprensién de la interrelacién hospedero-parasito, a partir del entendimiento del rol

bioldgico de éste versatil grupo de enzimas detoxificantes.
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HIDATIDOSIS: CARACTERIZACION DE NUEVAS GLUTATION TRANSFERASAS

1 INTRODUCCION

1.1 Echinococcus granulosus

1.1.1 Consideraciones generales

La infeccidon causada por el cestodo Echinococcus granulosus, denominada equinococosis
quistica o hidatidosis, es una zoonosis endémica en muchos paises incluido Uruguay (Figura
1) (Brunetti et al. 2016; Savioli et al. 2011). Este parasito puede infectar diversas especies de
ganado y accidentalmente humanos, constituyendo un importante problema econémico y
sanitario (Thompson & Lymbery 1995). A nivel mundial, la zoonosis causada por Echinococcus,
segun la Organizacion Mundial de la Salud, genera un gasto aproximado de USS 3000 millones
anuales, asociados tanto al tratamiento de la enfermedad como a pérdidas en la industria

ganadera (http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs377/en/#). En el humano esta

infeccion puede permanecer asintomatica por largos periodos de tiempo, hasta que el
crecimiento del quiste produzca una disfuncionalidad del érgano afectado (generalmente
higado y/o pulmédn) o la ruptura mecéanica del mismo genere una respuesta inflamatoria

sistémica que puede llevar a la muerte del individuo (Brunetti et al. 2010).

I Alta prevalencia
Presente Probablemente austente
[7] Sospecha No aplicable

] Raro/fesporadico ™

Figura 1. Distribucién mundial de E. granulosus. Ultimos datos disponibles, modificado de Savioli et al. (2011).
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1.1.2 Ciclo de vida de Echinococcus granulosus

El ciclo de vida de E. granulosus (Figura 2) involucra dos hospederos mamiferos, uno definitivo
(perros y otros canidos) y otro intermediario (ungulados: oveja, cabra, cerdo, caballo, etc.). El
hospedador definitivo se infecta por ingestion de protoescdlex (PEs) los cuales son producidos
por reproduccién asexuada del metacestodo (o quiste hidatico). Pueden hallarse varios miles
de PEs en un Unico quiste, y cada uno es capaz de desarrollarse en un gusano adulto,
sexualmente maduro, en el intestino delgado del hospedero definitivo. Los gusanos adultos
producen huevos, cada uno conteniendo un Unico embrién (oncésfera), los cuales son
eliminados junto con las heces del hospedero. Los huevos, que son capaces de sobrevivir por
largos periodos de tiempo en el ambiente, son infectivos para varias especies de herbivoros
u omnivoros. Los huevos son ingeridos por el humano y otros hospedadores “aberrantes” que
no forman parte del ciclo vital natural (hospedero accidental). Una vez alli, el embrién
contenido en el huevo es liberado, atravesando la pared intestinal y llegando a través de la
circulacion sanguinea a diferentes érganos, principalmente higado y pulmén, aunque también
pueden establecerse en otros drganos (Thompson & Lymbery 1995; Eckert & Deplazes 2004;
Higuita et al. 2016).
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HIDATIDOSIS: CARACTERIZACION DE NUEVAS GLUTATION TRANSFERASAS

HOSPEDERO DEFINITIVO

gusanos adultos sexualmente maduros entre las vellosidades del
intestino delgado con su escolex (S) unido en la cripta de Lieberkiin

los protoescolex

activamente descienden

por las vellosidades
intestinales

el metacestodo (quiste hidatico)
se desarrolla en las visceras; los
protoescélex se producen por

reproduccion asexuada

ingeridos por el hospedero ingiere los huevos
definitivo conteniendo la oncosfera

proglétide terminal
gravida liberada
conteniendo huevos

los protoescélex invaginados'son  |el hospedero intermediario

@.E los huevos eclosionan en
el estémago y liberan la
oncosfera que es activada
en el intestino delgado

las oncosferas penetran la
mucosa y entran en la
circulacién

HOSPEDERO INTERMEDIARIO
N

HOSPEDERO ACCIDENTAL

Figura 2. Ciclo bioldgico de E. granulosus. S, escdlex; B, vesicula proligera contenido protoescdlex. Extraido de

Arbildi (2013).
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1.1.3 Equinococosis quistica

En humanos, las infecciones por E. granulosus son causa de morbilidad, e incluso pueden
ocasionar la muerte si no se administra un tratamiento adecuado (Eckert et al. 2001; Brunetti
et al. 2010). En las primeras etapas de la infeccion en los hospederos intermediarios, los
quistes pueden aumentar su tamafio, sin consecuencias patolégicas, llegando a ser
asintomaticos. Esto dificulta el diagndstico, el cual se realiza principalmente por ultrasonido,
aunque también puede ser detectado por tomografia computarizada o resonancia magnética
(Higuita et al. 2016). Los sintomas pueden aparecer meses o incluso afios después, cuando los
quistes comienzan a ejercer presién sobre los tejidos, y pueden manifestarse de diferentes
formas. Esto dependera del 6rgano en el que se aloja el quiste, su tamaiio, la interaccién con
los tejidos circundantes y las complicaciones que puedan surgir por una posible ruptura del

quiste (Eckert et al. 2001).

Existen varias opciones para el tratamiento, entre ellas la cirugia y la quimioterapia (Brunetti
et al. 2016). La cirugia permite remover los quistes, alcanzando una cura completa. Sin
embargo, no puede ser practicada a pacientes que presentan multiples quistes dispersos en
diferentes 6rganos, o si los mismos se encuentran en regiones en las que la intervencion
puede resultar riesgosa. Ademas, existe la posibilidad de que durante la cirugia se produzca
una dispersion de material parasitario en los tejidos, generando una infeccidn secundaria
(Higuita et al. 2016). Por otra parte, en la quimioterapia se emplean drogas como los
benzimidazoles desde 1970. Tanto el Albendazol (ABZ) como el Mebendazol (MBZ) han
mostrado eficacia frente al estado larvario de E. granulosus, el ABZ es el tratamiento que se
utiliza en la actualidad, en una dosis oral de 10-15 mg/kg por dia, por 3-6 meses. Para aquellos
pacientes que no puedan tolerarlo se utiliza una dosis de MBZ de 40-50 mg/kg tres veces por
dia. Otra droga utilizada es el praziquantel (PZQ) en una dosis 40 mg/kg, este ultimo en
combinacidn con ABZ parece tener mejores efectos en la destruccién de los PEs (Brunetti et
al. 2016). Incluso se ha observado que un tratamiento con estos compuestos antes de una
cirugia puede disminuir la presion dentro del quiste, facilitando su remocién. De todas formas
el problema que presentan estas drogas es la gran cantidad de efectos secundarios que
presentan empeorando la situacién debido a los largos periodos de tiempo que se debe

mantener el tratamiento. Es por esto que la busqueda de nuevas drogas antihelminticas,
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parece ser una estrategia prometedora para la eliminacion de esta parasitosis (Higuita et al.

2016).

1.2 Metabolismo de xenobidticos

1.2.1 Consideraciones generales

Los xenobidticos son compuestos exdgenos que no pueden servir como fuente de energia ni
como precursores de biomoléculas. La detoxificacion de xenobidticos es llevada a cabo por
un grupo de enzimas con un amplio espectro de actividades bioldgicas. Este grupo de
proteinas usualmente se denominan enzimas metabolizadoras de xenobidticos (XMEs)
(Matouskova et al. 2016). En un organismo, la mayoria de los xenobidticos son
biotransformados a compuestos mads polares que son facilmente excretables. Se considera
gue éste metabolismo abarca tres fases (Figura 3). La fase | implica la oxidacién, reduccién o
hidrolisis del compuesto. En la fase Il los xenobidticos o sus metabolitos modificados en la
fase | sufren reacciones de conjugacion con compuestos enddgenos como glutatiéon, acido
glucurdnico, aminoacidos y sulfatos. El transporte activo de los xenobidticos y de sus
metabolitos o conjugados a través de las membranas mediado por transportadores
especializados representa la fase lll del metabolismo de xenobidticos (Cvilink et al. 2009;

Rushmore & Kong 2002).

eExcrecién
mediada por
transportadores

eConjugacion
eSulfatacion
*Metilacion
eGlucuronidacién

sReduccion
eOxidacién
eHidroxilaciéon
eHidrodlisis

Figura 3. Esquema general de la detoxificacion de xenobiéticos.
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Las principales enzimas involucradas en la fase | pertenecen al grupo de los citocromos P450
(CYPs). Este grupo de enzimas generalmente catalizan la monooxigenacion de sustratos, pero
también pueden catalizar reacciones de reduccion y peroxidacion (Anzenbacher &
Anzenbacherova 2001). Las reacciones mediadas por las enzimas de fase |, generalmente
llevan a la inactivacién de muchos xenobidticos potencialmente peligrosos para el organismo,
aunque también pueden mediar la bioactivaciéon de estos compuestos (loannides & Lewis

2004).

En la fase Il del metabolismo detoxificante participan muchas superfamilias de enzimas entre
las que se incluyen las sulfotransferasas (SULTs) (Lindsay et al. 2008; Paul et al. 2012), UDP-
glucuronsiltransferasas (UGTs) (Fedejko & Mazerska 2011; Meech et al. 2012),
NAD(P)H:quinona oxidoreductasa (Vasiliou et al. 2006), epdxido hidrolasas (Fretland &
Omiecinski 2000; Morisseau & Hammock 2008), metiltransferasas (Oselin & Anier 2007),
glutation transferasas (GSTs) (Hayes et al. 2005; Higgins & Hayes 2011; Mannervik et al. 2005)
y N-acetiltransferasas (NATs) (Grant 2008; Vatsis et al. 1995). Las XMEs de fase I
generalmente aumentan la hidrofilicidad de sus sustratos, haciéndolos compuestos
facilmente excretables (en bilis y/u orina) y en consecuencia permitiendo la detoxificacion.
Sin embargo, al igual que con las reacciones de fase I, en algunos casos las reacciones de
conjugaciéon pueden resultar en la activacién de los metabolitos y por tanto aumentar su
toxicidad (Bolton et al. 2000; Bolton & Chang 2001; Glatt 2000). Finalmente, en la fase Il del
metabolismo de xenobidticos participan numerosos transportadores, dentro de los que se
encuentran cinco familias principales; ABC (por sus siglas en inglés: ATP-binding cassette),
MATE (por sus siglas en inglés: Multidrug and Toxic Compound Extrusion), MFS (por sus siglas
en inglés: Major Facilitator Superfamily), RND (por sus siglas en inglés: Resistance-Nodulation-
Cell Division) y SMR (por sus siglas en inglés: Small Multidrug Resistance) (Ardelli 2013). Estos
transportadores no solo participan en la excrecién de metabolitos que pasaron por las fases |
y I, sino que también pueden actuar como barrera para el ingreso a la célula de multiples

drogas (Xu et al. 2005).
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1.2.2 Metabolismo de xenobidticos en helmintos

Hasta la fecha no existen gran cantidad estudios publicados en cuanto al metabolismo de
xenobidticos en pardsitos helmintos. Sin embargo, la informacion disponible sugiere que
estos tienen una capacidad reducida de neutralizar toxinas externas en comparacion a los
mamiferos que los hospedan (Barrett 2009; Cvilink et al. 2009). Es necesario un estudio mas
profundo del metabolismo de xenobidticos de estos parasitos, el cual podria contribuir a la
identificacion de mecanismos de resistencia, y a la busqueda de potenciales blancos para la
sintesis de nuevas drogas antihelminticas o el desarrollo de vacunas (Matouskova et al. 2016).
Mientras que la actividad monooxigenasa CYP fue ampliamente detectada en la naturaleza,
por muchos afos los intentos por demostrar su presencia en helmintos no fueron
productivos, llevando a que se considere a estos organismos excepcionales por la falta de CYP
(Barrett 1997; Precious & Barrett 1989). Este concepto fue revocado al realizar estudios de
gendmica, los cuales demostraron la existencia de genes CYP en Caenorhabditis elegans y en
helmintos relevantes para la salud publica como Schistosoma mansoni, S. haematobium,
Trichinella spirallis, Onchocerca volvulus, Ascaris summ, Haemonchus contortus, Fasciola
hepatica (Cvilink et al. 2009; Brophy et al. 2012; Saeed et al. 2002; Cwiklinski et al. 2015; Laing
et al. 2015). Recientemente, se demostré que la Unica copia del gen CYP en el genoma de S.
mansoni era esencial para la sobrevivencia del parasito, implicando que podria ser un buen
blanco de drogas para el tratamiento de la esquistosomiasis. Por otro lado H. contortus posee
multiples copias del gen CYP y se ha reportado la expresién en distintos estadios (Matouskova
et al. 2016). Es necesario un estudio mas detallado de estas enzimas, ya que parecen

contribuir en gran medida a la resistencia de drogas antihelmintica (Schuler 2011).

La biotransformacidén de xenobidticos mediante enzimas reductivas ocurre en menor medida
con respecto a las oxidativas, pero en el caso de las cetonas, aldehidos, quinonas, y
compuestos con grupos nitros, la reduccion puede ser la via metabdlica principal
(Matouskova et al. 2016). En los helmintos se ha encontrado un gran nimero de genes de
deshidrogenasas/reductasas (SDRs) y aldo-ceto reductasa (AKRs) (Penning 2015). En
contraste a las oxidasas, las enzimas reductivas e hidroliticas en helmintos han sido
consideradas como las enzimas mas relevantes en las reacciones de fase | (Barrett 2009). El
metabolismo reductivo mostré ser la principal via metabdlica para compuestos con grupos

carbonilos. Estas enzimas ejercerian proteccion contra el efecto téxico de aldehidos y cetonas
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reactivos. La transformacién reductiva también es una via importante para azo- y nitro-
compuestos. Por otro, lado las reacciones hidroliticas representarian la principal via de
eliminacidn para xenobidticos con grupos esteres, amidas y compuestos ciclicos. En este
sentido, los helmintos presentan una bateria importante de enzimas con actividad esterasa,
incluyendo fosfatasas capaces de hidrolizar nitrofenilfosfatos y organofosfatos (Cvilink et al.

2009).

En relacién a la bioquimica del metabolismo de fase Il, las enzimas GSTs juegan un rol
principal en esta fase de detoxificacion. Al ser estas enzimas el tema central de esta tesis, la
informacioén referente a las mismas serd presentada en la seccion siguiente. Por ejemplo, las
UDP-glicosiltranserasas (UGTs) son enzimas que catalizan la unidn covalente de hexosas a
compuestos lipofilicos, mejorando de este modo su cardcter hidrofilico. La glucuronidacion y
la glicosilacion son las principales reacciones catalizadas por las UGTs. La glicosilacion ha sido
reportada como el mecanismo de desactivacion de los benzimidazoles como el Albendazol y
Flubendazol en C. elegans y H. contortus, de todas formas las UGTs en helmintos han sido

muy poco estudiadas (Matouskova et al. 2016).

Con respecto a la fase Ill de detoxificacidn, los transportadores de membrana protegen al
organismos contra diversos compuestos. El primer reporte sobre transportadores ABC en
helmintos fue descripto en C. elegans, y desde ese entonces, diversos transportadores han
sido reportados en helmintos como H. contortus, O. volvus, A. summ, S. mansoni, S. japonicum
e incluso en E. granulosus (Lincke et al. 1992; Ardelli 2013; Greenberg 2013; Nicolao et al.
2014).

Tomando todo esto en cuenta, comprender como funcionan los mecanismos de
detoxificacion de xenobidticos en estos pardsitos podria llevar al disefio racional de nuevas

formulaciones vacunales y/o sintesis de nuevas drogas antihelminticas.

1.3 Glutation transferasas

1.3.1 Consideraciones generales
Las enzimas glutation transferasas (E.C. 2.5.1.18) son una superfamilia de proteinas
multifuncionales con roles fundamentales en la fase Il de detoxificacion celular de un amplio

rango de componentes exdgenos y enddgenos (Matouskova et al. 2016). Estas catalizan la
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conjugacién del tripéptido glutation (GSH: y-glutamil-cisteinil-glicina) a una amplia variedad
de compuestos que contienen un centro electrofilico, en general promoviendo su

inactivacion, degradacion y/o excrecion (Oakley 2011).

Originalmente se las consideraba uUnicamente como enzimas detoxificantes de fase Il,
cargadas de conjugar GSH a distintos compuestos. Sin embargo, estas estdn relacionadas con
un una gran variedad de reacciones de caracter fisioldgico. Dentro de estas se pueden
destacar: (i) la proteccion celular frente al estrés oxidativo; (ii) procesos de detoxificacién
pasiva (trasportadores de sustancias nocivas); (iii) biosintesis de leucotrienos,
prostaglandinas, progesterona y testosterona; (iv) catabolismo de aminoacidos; y (v)
modulacion en procesos de sefializacion (Plancarte et al. 2014; Cvilink et al. 2009; Higgins &

Hayes 2011; Adler et al. 1999; da Fonseca et al. 2010).

Las GSTs estan ampliamente distribuidas en una gran variedad de organismos. Estas pueden
clasificarse en tres grandes familias, las cuales presentan caracteristicas estructurales propias
y un origen evolutivo separado: GSTs citosdlicas, GSTs microsomales, denominadas MAPEG
(por sus siglas en inglés: Membrane Associated Proteins involved in Eicosanoid and
Glutathione metabolism) y GSTs mitocondriales de clase Kappa (Higgins & Hayes 2011). Estas
tres familias comparten la capacidad de conjugar glutation a diferentes sustratos, pero

presentan importantes diferencias a nivel de su estructura, distribucién y localizacion.

Las GSTs citosdlicas han sido el grupo mas estudiado, estando presente en todos los
organismos aerobios reportados hasta la fecha. Por ejemplo, en mamiferos, las GSTs han sido
catalogadas en siete clases diferentes: Alfa, Mu, Pi, Sigma, Theta, Zeta y Omega (da Fonseca
et al. 2010). Inicialmente la clasificacion de las GST se basd en las propiedades bioquimicas e
inmunoldgicas que estas poseian. La amplia variedad y superposicién de la especificidad de
sustratos presentd un problema al intentar extender la clasificacion a otros organismos, por
lo cual se decidié utilizar como principal criterio de clasificacidon el analisis directo de la
secuencia aminoacidica (Cvilink et al. 2009). Si bien algunas de estas clases son compartidas
entre los distintos organismos, existen otras especificas de plantas (Phi, Tau, Lambda), de
insectos (Delta y Epsilon), de bacterias (Beta) y de peces (Ro) (da Fonseca et al. 2010). Se
considera que las proteinas que forman parte de una misma clase tienen al menos un 40 %

de identidad de secuencia a nivel de aminoacidos, mientras que proteinas que pertenecen a
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distintas clases presentan menos de un 25% de identidad (Hayes et al. 2005; da Fonseca et al.
2010). Por otro lado, las GSTs citdsolicas estdn formadas por dos dominios. El N-terminal
adopta una conformacion tipo tiorredoxina (BapapBa) el cual es responsable de la unién al
GSH, mientras que en el dominio C-terminal, formado por a-hélices, es donde se encuentra
el dominio de unién al sustrato hidrofébico (da Fonseca et al. 2010). Si bien todas las GSTs
citosélicas comparten un plegamiento y una estructura tridimensional similar, existen
diferencias entre las clases que determinan sus caracteristicas particulares a nivel de la
catdlisis. En particular, el tipo de residuos que participan en la unién del GSH y su localizacién
en la proteina plegada afectara el mecanismo catalitico de estas enzimas. Este hecho ha
llevado a proponer una agrupacion diferente para las GSTs citosdlicas en funcidn de su residuo
catalitico (Higgins & Hayes 2011). Esta clasificacidon plantea que las GSTs de clases Alfa, Mu,
Pi y Sigma presentan mas similitudes entre ellas que con el resto de las GSTs, dando lugar a
las denominadas Y-GSTs. Este término deriva de que todas las GSTs que componen el grupo
requieren la interacciéon de un residuo conservado de Tyr con el GSH en su mecanismo
catalitico (Atkinson & Babbitt 2009). El otro grupo de GSTs, denominado S/C-GSTs, estaria
constituido por el resto de las GSTs citosdlicas, las cuales presentan como residuo clave para
la catdlisis una Ser (clases Theta y Zeta) o Cys (clase Omega) (Atkinson H. J. y Babbitt P. C,,
2009). Dentro de las S/C-GSTs, existen diferencias en su mecanismo catalitico. La Ser presente
en las GSTs de clase Theta cumpliria un rol similar al de la Tyr de las Y-GSTs (Frova 2006),
mientras que Cys de la clase Omega formaria un disulfuro mixto con el GSH, lo que

posibilitaria su transferencia en una reaccion similar a la catalizada por las glutarredoxinas.

1.3.2 Reacciones catalizadas por las glutation transferasas

Hasta el momento, las GSTs citosdlicas se han reportado activas Unicamente como dimeros
de subunidades de 23-30 kDa, formando tanto homodimeros como heterodimeros con
subunidades de la misma clase (da Fonseca et al. 2010; Fabrini et al. 2009; Perbandt et al.
2015). Cada mondmero posee dos sitios de unidn a sustratos, denominados sitio H v sitio G.
El sitio de unidn al GSH (sitio G) se encuentra en el N-terminal, y es altamente conservado.
Mientras que el sitio de unién al sustrato hidrofébico (sitio H) se encuentra en el C-terminal,

y presenta la mayor variabilidad entre las diferentes clases de GSTs (Chaurasia et al. 2016).
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El primer reporte de la actividad GST fue descripto en 1961 por Booth et al. quienes
purificaron por primera vez una fraccién hepatica que catalizaba la conjugacién de GSH a
varios compuestos (Booth et al. 1961). Como ya se comentd, las GSTs catalizan la conjugacion
de GSH a diferentes compuestos. La actividad candnica de las GST se determina midiendo la

conjugacién de GSH al sustrato universal 1-cloro-2,4-dinitrobenceno (CDNB) (Figura 4).

Cl GS

NO; NO,
GSH + GST }

Y

NO; NO,

Figura 4. Sustitucion nucleofilica aromatica de GSH en CDNB catalizada por las enzimas GST.

La principal diferencia entre las GSTs y su especificidad de sustrato, radica en la interaccién
de la proteina con el sulfuro del GSH. De esta manera, dentro de las diferentes actividades de

las GST podemos encontrar:

e Actividad Peroxidasa dependiente de GSH (GPx). Actividad originalmente
caracteristica de las GST de clase Alfa, pero encontrada por ejemplo en la clase Mu de
E. granulosus (EgGST1) (Harispe et al. 2010). Esta actividad permite la inactivacion de
peroxido lipidicos que pueden ser generados por la exposicion célular a especies

oxidantes (Figura 5) (Hayes et al. 2005).

ROOH +2GSH —9P% o ROH + GSSG + H,0

Figura 5. Actividad peroxidasa dependiente de GSH.

e Dehidroascorbato reductasa. Actividad caracteristica de las GST de clase Omega, la
cual le permite la recuperacion del acido ascérbico (Figura 6). Este es un importante
antioxidante, involucrado en la detoxificacién de especies reactivas del oxigeno, como
el superdxido, ozono y perdxidos de hidrogeno, los cuales son producidos como parte

del metabolismo aerobio (Yang et al. 2009).
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OH OH

HO HO

GST

2GSH  + o o+ GSSG

O OH
Figura 6. Actividad dehidroascorbato reductasa.

e Tioltransfersa (GRx). Actividad caracteristica de las GST de clase Omega. Esta se
caracteriza por realizar reacciones de glutationilizacion y deglutationilizacién de
residuos de Cys de proteinas, mediante la formacién de disulfuros mixtos con el GSH,
impidiendo de esta forma su modificacidon por moléculas oxidantes y protegiéndolas
del estrés oxidativo (Figura 7) (Menon & Board 2013; Whitbread et al. 2005). Este
proceso actla como un mecanismo de proteccidon de dichos residuos evitando su
oxidacion, que podria conducir a una pérdida de funcién de la proteina (Townsend
2007). Asimismo, la incorporacidon de GSH podria producir cambios estructurales en la
proteina, que podrian ser importantes tanto para la regulacién de su actividad como

para su localizacion subcelular.

S OH
GSH - HDW \MS/\M\/ GEx :]_HOWSH + GSSG

—h.
Figura 7. Actividad tioltransferasa.

e Actividad prostaglandina sintasa (PGDS). Actividad caracteristica de la clase Sigma,
especificamente capaz de catalizar la conversion de prostaglandina H, (PGH3) a
diferentes prostaglandinas: PGE, y PGD; (Figura 8). Especificamente hablando de la
infeccidn por F. hepatica, se vio que esta actividad estd relacionada con el desarrollo
y la reproduccién del parasito, asi como la modulacién de la respuesta inmune del
hospedero (LaCourse et al. 2012). La PGD; ejerce diversos efectos en sus células
blanco a través de dos receptores de superficie diferentes. En funcién del tipo de
receptor involucrado y de la concentracion de prostaglandina, la PGD; puede tener

efectos pro- o anti- inflamatorios (La-Rocca 2014). La sintesis de PGD; por parte de las
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GSTs parasitarias podria asi estar involucrada en la polarizacidon de la respuesta
inmune del hospedero, hacia un perfil de respuesta tipo Th2, permitiendo el

establecimiento y sobrevida del parasito (LaCourse et al. 2012; Dowling et al. 2010).

Ac. araquidonico
COX

O"HH”

COCH COCH

HO O
OH  pGE, OH PGD,
Figura 8. Sintesis de prostaglandinas.
1.3.3 GST de Helmintos

En los parasitos helmintos que carecen de CYP, las GST juegan un rol crucial en la

detoxificacion, no solo de compuestos generados como consecuencia del propio
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metabolismo del pardsito sino también los producidos por las células del sistema inmune del

hospedero.

La mayoria de las GST de helmintos pertenecen a la clase Mu y Sigma, aunque algunas
muestran tener una gran variedad de especificidad de sustratos y/o inhibidores que se
superponen entre las diferentes clases (Kim et al. 2016). Entre los helmintos, las GSTs
presentan grandes diferencias en la especificidad de sustrato, actividad catalitica e
inmunogenicidad. Esto lleva a que entre diferentes helmintos las GSTs tengan un bajo grado
de identidad de secuencia y aun mas con las GSTs de mamiferos, lo cual dificulta la
clasificacion (Torres-Rivera & Landa 2008). El sistema inmune del hospedero produce agentes
oxidantes que dafian macromoléculas parasitarias, por ejemplo, lipidos de membrana, los
cuales pueden llevar a la muerte del parasito. Dado que los helmintos poseen escasos
sistemas de detoxificacion, sus GSTs adquieren gran relevancia tanto reparando el dano
ocasionado por el ataque inmune como actuando sobre compuestos xenobidticos (Figura 9)
(Torres-Rivera & Landa 2008; Liebau, Miiller, et al. 1996; Brophy et al. 1989; Vibanco-Pérez et
al. 2002; Liebau et al. 1997; Liebau, Wildenburg, et al. 1996; McTigue et al. 1995). La expresion
de estas enzimas se ha visto relacionada a la resistencia de diversas drogas antihelminticas
(Matouskova et al. 2016). Ademas, algunas GSTs parasitarias pueden reducir peréxidos
orgdnicos (actividad GSH-peroxidasa) y/o pueden actuar como proteinas de transporte o
reserva intracelular de moléculas provenientes del hospedero (Brophy et al. 1989). Otras GSTs
son capaces de producir compuestos inmunomoduladores como las prostaglandinas,
permitiendo a los parasitos influir sobre la respuesta inmune del hospedero, y de esta forma

establecerse y sobrevivir en él (Sommer et al. 2003).
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Figura 9. Mecanismos de detoxificacion en los que participan las glutation transferasas parasitarias.
Modificado de Arbildi et al. (2011).

A pesar de la existencia de multiples GSTs en diferentes parasitos helmintos, y su relacidon con
la detoxificacion de xenobidticos, aun falta evidencia en relacion a su funcidon en el
metabolismo de antihelminticos (Matouskova et al. 2016). Sin embargo, ya se han
identificado GSTs parasitarias capaces de conjugar GSH a productos secundarios de Ia
peroxidacién de lipidos, tanto en platelmintos (E. multilocularis, E. granulosus, Taenia solium
y Moniezia expansa) como en nematodos (0. volvulus y A. suum) (Brophy et al. 1989; Liebau,
Miiller, et al. 1996; Liebau, Wildenburg, et al. 1996; Liebau et al. 1997; Vibanco-Pérez et al.
2002; Harispe et al. 2010).

Por otra parte, las GSTs pueden proteger a las células en condiciones de estrés oxidativo
(Burmeister et al. 2008; Kampkotter et al. 2003). En particular, se han identificado GSTs que

podrian estar involucradas en la glutationilacion reversible de proteinas (Cwiklinski et al.
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2015). Especificamente, la clase Omega de GST ha sido caracterizada en varios helmintos (O.
volvulus, S. mansoni, Fasciola spp y C. elegans), los cuales pueden presentar esta actividad

(Morphew et al. 2012; Girardini et al. 2002; Liebau et al. 2000; Liebau et al. 2008).

Tomando todo esto en cuenta, las GSTs comprenden una superfamilia de enzimas de alta
importancia para la supervivencia de los parasitos helmintos, y de especial interés para el
estudio de nuevos blancos para drogas antihelminticas o formulaciones vacunales

(Matouskova et al. 2016).

1.3.4 Glutatidn transferasas en E. granulosus

Al igual que en varios helmintos, se ha detectado actividad GST en E. granulosus (Morello et
al. 1982; Repetto et al. 1986). Trabajos previos por parte de nuestro grupo han identificado y
caracterizado una enzima denominada EgGST1 con actividad GST proveniente de un extracto
de PEs (Fernandez et al. 2000; Fernandez & Hormaeche 1994). Esta enzima presenta
homologia con la clase Mu de mamiferos y fue caracterizada como una enzima con funciones
detoxificante en el contexto de una infeccidon (Harispe et al. 2010). Por otro lado, el analisis
del transcriptoma completo de E. granulosus mostro la existencia de secuencias que codifican
para al menos ocho GSTs. Dentro de estas se identificaron que cuatro pertenecen a las clase
Mu, dos a la clase Sigma y una microsomal y otra que no se conoce la clase a la cual
pertenece(Tsai et al. 2013). Mds aun, en un estudio gendmico mas especifico se confirmd la
presencia de dos nuevas GST citosélicas identificadas como EgGST2 y EgGST3 (Iriarte et al.
2012). Los estudios filogenéticos confirmaron que EgGST2 pertenece a la clase Sigma (Iriarte
et al. 2012). En otros helmintos esta clase de GST presenta un rol inmunomodulador,
mediante la sintesis de prostaglandinas (LaCourse et al. 2012). Por otro lado la secuencia de
la EgGST3 no pudo ser clasificada dentro de ninguna clase descripta hasta el momento, debido
a que posee similitudes a las GSTs de clase Sigma, pero presenta un residuo de Cys en el sitio
catalitico, concordante con las GST de clase Omega (Iriarte et al. 2012). El clonado y expresion
de ambas enzimas recombinantes en un sistema procariota formo parte de dos trabajos de
maestrias de nuestro grupo de trabajo (Arbildi 2013; La-Rocca 2014). Si bien no fue posible
obtener las enzimas recombinantes enzimaticamente activas, ambas fueron utilizadas para la
produccién de antisueros especificos. A su vez fue posible obtener de forma activa una enzima

heterodimérica compuesta por las subunidades EgGST2 y EgGST3 (La-Rocca 2014). Esta
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enzima se ha encontrado en el sonicado de PEs (datos aceptados para su publicacién Arbildi

et al.).

El presente trabajo se centra en la caracterizacidn bioquimica de esta enzima heterodimérica
EgGST2-3ry la expresidn de los homodimeros recombinantes correspondientes en un modelo
de expresion eucariota (Young & Robinson 2014; Parker & Newstead 2014; Bill 2014; Gelperin
et al. 2005) .

1.4 HIPOTESIS DE TRABAIO
Las GSTs filogenéticamente diferentes de E. granulosus, EgGST2 y EgGST3, se asocian para
formar una enzima heterodimérica activa (EgGST2-3) posiblemente para adquirir nuevas

propiedades que beneficien la infeccion en el hospedero.

1.5 OBIJETIVOS

1.5.1 Objetivo general

Nuestro grupo tiene como objetivo general contribuir a la compresiéon de la relacidn
hospedero-parasito en la infeccion por E. granulosus a través de la tipificacién de las GSTs
parasitarias, enzimas que, como se ha documentado tendrian un papel clave en la biologia de

la infeccidn por helmintos.

1.5.2 Objetivos especificos

1-Caracterizar las actividades cataliticas y no cataliticas de EgGST2-3r.
2-Establecer los perfiles de sustratos del heterodimero recombinante.
3-Determinar el patrén de inhibidores de la EgGST2-3r.

4-Expresary purificar las tres EgGSTs homodiméricas recombinantes enzimaticamente activas

(EgGSTr) en levaduras.
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2 MATERIALES Y METODOS

2.1 Plasmidos

En este trabajo se utilizaron dos vectores diferentes para la produccién de proteinas
recombinantes en un modelo procariota, previamente clonados (Iriarte et al. 2012; La-Rocca
2014). La region codificante de EgGST2 fue clonada en el vector pET28a (Promega), junto con
una cola de histidina, necesaria para la purificaciéon por cromatografia de afinidad en Ni-
agarosa. Este vector le confiere resistencia a la kanamicina en una concentracién de 50 pg/mL
(Iriarte et al. 2012). La region codificante de EgGST3 fue clonada en el vector pET5a (Novagen),

que confiere resistencia a la ampicilina en una concentracion de 200 pg/mL (La-Rocca 2014).

Para el modelo eucariota, las construcciones fueron fabricadas por GenScript en el plasmido
PYES2 (Thermo Fisher Scientific). La regién codificante para cada homodimero recombinante
(EgGST1, EgGST2, EgGST3) fue introducido en tres vectores diferentes, junto con una cola de

histidina, necesaria para la purificacion por cromatografia de afinidad en Ni-agarosa.

2.2 Expresiony purificacion de EgGST2-3r

2.2.1 Expresion de EgGST2-3r

La expresion del heterodimero se realizd segun lo descripto previamente por nuestro grupo
de trabajo (La-Rocca 2014), con algunas modificaciones. Para la expresion de EgGST2-3r se
realizé un cultivo nocturno de 10 mL de LB (Luria Bertani, kanamicina 50 pg/mL y ampicilina
200 pg/mL) de células transformadas de la cepa BL21 (DE3) de Escherichia coli con los
pldsmidos correspondientes, el cual se diluyé a un volumen final de 600 mL conteniendo
ademas glucosa en una concentracion de 1 %. El cultivo se dejo crecer a 37 °C con agitacion
hasta alcanzar una densidad éptica entre 0.4-0.6 a 600 nm y se enfrié en hielo por 10 minutos.
Luego se indujo la expresidn de EgGST2-3r mediante el agregado de IPTG (Isopropil-3-D-1-
tiogalactopirandsido) en una concentracién final de 0.66 mM durante 3-4 horas a 20 °C.
Posteriormente, el cultivo fue centrifugado durante 10 minutos a 4400 g a 10 °C, y el
precipitado celular fue resuspendido en buffer de lisis (1% Tritédn X-100, 150 mM NaCl, 20 mM
de Tris-HCI pH 8). La lisis se realizé por sonicado durante 10 minutos (power 40, pulse 30 %).

Finalmente, se centrifugd durante 10 minutos a 4472 g, seguida por dos centrifugaciones de
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10 minutos a 15871 g. La fraccidn soluble fue obtenida para realizar los pasos de purificacidon

sobre la misma.

2.2.2 Purificaciéon de EgGST2-3r

La purificacidn de EgGST2-3r se realizé mediante cromatografia de afinidad en una columna
de Ni-agarosa (Invitrogen), utilizando la cola de histidina presente en la subunidad EgGST2 de
la proteina de interés. En primer lugar, se equilibrd la resina con solucién de lisis (1% Triton
X-100, 150 mM NaCl, 20 mM de Tris-HCI pH 8). Luego, se paso la fraccién soluble obtenida en
la seccién anterior. Tras lavar la columna con buffer de lavado (20 mM Tris HCl pH 8, 150 mM
NaCl, 20 mM imidazol), las proteinas retenidas se eluyeron con imidazol 250 mM en el mismo
buffer. Se cuantificé la concentracidn proteica por absorbancia a 280 nm, considerandose 1
unidad de absorbancia igual a 1.0 mg/mL. La muestra se concentrd hasta obtenerla a 10
mg/mL y se realizd un paso extra de purificacion por gel filtracion en Superdex-75 (GE-
Healthcare) equilibrado con 20 mM Tris-HCI (pH 8) conteniendo 150 mM NaCl. La proteina

purificada se conservd a -20 °C en una concentracion de 1 mg/mL hasta su uso.

2.2.3 SDS-PAGE unidimensional

Las electroforesis SDS-PAGE fueron realizadas segun protocolos estandar (Laemmli 1970). Se
incorpord a las muestras un volumen igual de buffer muestra 2X (0.125 M Tris-HCI, 4 % SDS,
20 % v/v Glicerol, 0.2 M DTT, 0.02% Bromophenol Blue, pH 6.8). Se prepararon geles 15 % y
se tifieron con Coomasie Blue R-250 (0.05% Coomassie Brillant Blue R-250, etanol 30 %, Acido

Acético 10 %).

2.2.4 Western blot

Las proteinas previamente separada por SDS-PAGE en una dimensién fueron transferidas a
una membrana de PVDF (previamente tratada con metanol y equilibrada con agua) y
detectadas por anticuerpos especificos (Towbin et al. 1979). La transferencia de las proteinas
a la membrana se realizdé usando electrodos de carbono grafito en condiciones semisecas
(Novablot, LKB), en buffer de transferencia (190 mM glicina, 25 mM Tris pH 8, metanol 20 %),
siguiendo las indicaciones del fabricante (0.8 mA/cm?) por 45 minutos. La visualizacidn de las
proteinas se realizd por tincion de la membrana con Fast Green. Posteriormente, la
membrana se bloqued con PBS conteniendo Tween 0.5 %y leche descremada al 1 %, durante

1 h a temperatura ambiente. Posteriormente se incubd la membrana con los sueros en las
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diluciones correspondientes en PBS-Tween-leche durante toda la noche a 4 °C. Se lavé la
membrana con PBS-Tween y se incubd con un conjugado anti-lgG de conejo conjugado a
fosfatasa alcalina (Sigma) por una hora a 37 °C (dilucién 1/5000 en PBS-Tween-leche). Por
ultimo se reveld con 100 pl de Fosfato de 5-Bromo-4-Cloro-3-Indoilo (BCIP) 15 mg/ml en N,N-
Dimetil Formamida (DMF) y 100 pl de azul de nitro tretazolio (NBT) 30 mg/ml (H20:DMF,
30:70) en 10 ml de buffer carbonato (NaHCO3 0.1 M, MgCl; 1 mM pH 9.8).

2.3 Caracterizacién de EgGST2-3r

2.3.1 Actividad glutation transferasa

La actividad glutation transferasas fue determinada a 25 °C en un volumen de reaccién de 1
mL, en 100 mM KH>PO4 pH 6.5, conteniendo 10 pg de EgGST2-3r, 1 mM CDNB y 4 mM GSH
(Morello et al. 1982). La formacién de producto fue monitoreada por 1 minuto a 340 nm (€ =
9.6 mM1cm™) y se calculd la actividad especifica (umol.mint.mg?) como la cantidad de
enzima necesaria para convertir 1 umol de sustrato por minuto. La velocidad de reaccién no
enzimatica se sustrajo de las velocidades enzimaticas. Esta actividad se hallé luego de cada

purificacién como una forma de evaluar la integridad de la proteina.

2.3.2 Estabilidad de EgGST2-3r

La estabilidad de EgGST2-3r se evalud como se describe en Wang et al. (2014) utilizando una
concentracion final de 10 % de PEG-6000 (Wang et al. 2014). La EgGST2-3r en 20 mM Tris pH
8, 50 mM NaCl, se sometié a distintas condiciones de fuerza iénica (25-300 mM de NaCl) y
de pH (7 a 9). Determinando la concentracidn de proteinas remanente en la fraccion soluble,
luego de una incubacién de 5 minutos a temperatura ambiente. Asimismo, se analizd la
estabilidad a diferentes temperaturas de almacenamiento (4, -20 y -80 °C) en presencia de
glicerol (0-50 %) como conservante, a corto y mediano plazo. La integridad de la proteina se
evalud midiendo la actividad especifica GST en condiciones estandar antes y después de cada

tratamiento.

2.3.3 Actividad especifica con otros sustratos
La actividad especifica de la EgGST2-3r con distintos sustratos fue evaluada segun la literatura

a 25 °C utilizando 10 yg de la enzima (Tabla 1) (Habig et al. 1974; Brophy et al. 1989).
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Tabla 1. Condiciones generales para los ensayos de conjugacion con GSH junto a cada sustrato.

Sustrato [sustrato) MM [GSHImM pH A(nm) &(mMicm?)
CDNB 1 4 6.5 340 9.6
1,2-dicloro-4-nitrobenceno 1 5 7.5 340 8.5
(DCNB)
Ac. Etacrinico 0.2 0.25 6.5 270 5
trans, trans-2,4-decadienal 0.05 2.5 6.5 280 -29.7

Cada reaccion se siguié por 1 minuto y se calculd la actividad especifica (umol.min-t.mg?)
como la cantidad de enzima necesaria para convertir 1 pumol de sustrato por minuto. La
velocidad de reaccién no enzimatica se sustrajo de las velocidades enzimdticas. Los datos
representan determinaciones por triplicado de tres experimentos independientes. El andlisis
de los resultados se llevé a cabo empleando el programa GraphPad Prism v6.01 para Windows

(GraphPad Software, La Jolla California USA, www.graphpad.com).

2.3.4 Perfil de inhibidores

Se realizaron estudios de inhibicién de la actividad candnica ([CDNB] 1 mM, [GSH] 4 mM)
frente a inhibidores convencionales y drogas antihelminticas (Tabla 2). Del ajuste de los
graficos de velocidad en funcién de sustrato en presencia de inhibidor se calcularon las ICsg
(Motulsky, H., y Christopoulos 2004). Los datos representan determinaciones por triplicado
de tres experimentos independientes. El andlisis de los resultados se llevd a cabo empleando
el programa GraphPad Prism v6.01 para Windows (GraphPad Software, La Jolla California

USA, www.graphpad.com).
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Tabla 2. Rango utilizado para cada inhibidor.

Rango testeado (uM)

INHIBIDORES CONVENCIONALES

Cloruro de Trifenilestafio (TPT) 0-500
Bromosulfotaleina (BSP) 0-500
Cibacron Blue 0-500
Ac. Elagico 0-500
Alizarin 0-500
Nitropiridin-N-oxido 0-500
trans,trans-2,4-decadienal 0-1000
Ac. Quenodesoxicélico 0-6600
Bilirrubina 0-1000

DROGAS ANTIHELMINTICAS

Praziquantel 0-1000

Benzimidazoles:

Albendazol 0-500
Fenbendazol 0-500
Mebendazol 0-500

Fenoles halogenados:

Rafoxanida 0-300
Closantel 0-100
Hexaclorofeno 0-100
Bitionol 0-200

2.3.5 Actividad dehidroascorbato reductasa

La actividad fue determinada a 30 °C en un volumen de reaccién de 1 mL, en 200 mM KH,PO4
pH 6.85, 1 mM 4cido etilendiaminotetraacético (EDTA), 3 mM GSH, 1.5 mM 4cido
dehidroascorbico (DHA) y 10-100 pg de EgGST2-3r (Schmuck et al. 2005). La reaccién se siguid
por 2 minutos a 265 NM (Eascorbato = 14.7 mM=2.cm™) luego del agregado de la enzima. La
velocidad de reaccion no enzimatica se sustrajo de las velocidades enzimaticas. Los datos

representan determinaciones por duplicado de dos experimentos independientes. El andlisis
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de los resultados se llevé a cabo empleando el programa GraphPad Prism v6.01 para Windows

(GraphPad Software, La Jolla California USA, www.graphpad.com).

2.3.6 Actividad tiol transferasa

La actividad fue determinada a 30 °C en un volumen de reaccion de 1 mL, en 50 mM KH,PO4
pH 8, 0.5 mM GSH, 0.2 mM NADPH, 0.5 U glutation reductasa, 2 mM 2 hidroxietil disulfuro
(HEDS) y 10-100 pg de EgGST2-3r (Figura 10). La mezcla de reaccién se incubo por 3 minutos
y se siguié la oxidacién del NADPH luego del agregado del mismo por 5 minutos a 340 nm
(Enappr = 6.22 mMtcm™) (Schmuck et al. 2005). La velocidad de reaccidn no enzimatica se
sustrajo de las velocidades enzimaticas. Los datos representan determinaciones por triplicado
de dos experimentos independientes. El andlisis de los resultados se llevd a cabo empleando
el programa GraphPad Prism v6.01 para Windows (GraphPad Software, La Jolla California
USA, www.graphpad.com).

S OH SH
2GSH+ HO™ N Ng T N ORx 2u0”” "+ GSSG

GSSG + NADPH + H" __GR 2GSH + NADP"

Figura 10. Actividad tioltransferasa dependiente de GSH acoplada a la oxidacién de NADPH.

2.3.7 Actividad prostaglandina sintasa (PGDS)

La actividad fue determinada a 25 °C en un volumen de reacciéon de 1 mL, 100 mM KH2PO4
pH 7.4, 10 mM GSH, 50 mM NacCl, 0.5 mM triptéfano, 100 uM 4dcido araquiddnico,
hematina:COX-2 1U y 10-100 pg de EgGST2-3r. La mezcla fue incubada por 10 minutos a 37
°C, seguido de una incubacién de 4 minutos a 25 °C, con agitacion (LaCourse et al. 2012). Las
prostaglandinas fueron extraidas al agregar 2.5 mL de hexano:isoporpanol:ac. acético
(30:20:2), mezclandose por 30 segundosy se agregd 2.5 mL de hexano. Se centrifugd la mezcla
a 10000 g por 2 minutos a 4 °C. La capa superior se separd y el solvente fue evaporado. La
mezcla se reconstituyo en metanol y fue inyectada en un espectrémetro de masas hibrido de
triple cuadrupolo con trampa lineal (QTRAP4500, ABSciex) acoplado a cromatografia liquida
(Infinity 1260 series, Agilent). Las muestras se separaron por cromatografia liquida de fase
reversa (columna Luna C18(2), 100 x 2 mm, 5 um) empleando un gradiente de acetonitrilo
(30-100 %) en agua con 0.05% de acido acético. La deteccidn se realiza mediante un

experimento de MRM (del inglés: multiple reaction monitoring) en modo negativo con
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transiciones especificas para cada analito (LaCourse et al. 2012). El analisis de los resultados
se llevé a cabo empleando el programa GraphPad Prism v6.01 para Windows (GraphPad

Software, La Jolla California USA, www.graphpad.com).

2.3.8 Actividad peroxidasa dependiente de glutatién

Esta actividad se evallo acoplandola a la oxidacion de NADPH (Figura 11).

GST
ROOH + 2GSH —— ROH + GSSG + H,0

GSSG + NADPH + H* OR, 2GSH + NADP~

Figura 11. Actividad peroxidasa dependiente de GSH acoplada a la oxidacion de NADPH.

El ensayo se realizd aumentando las concentraciones de enzima (0-5 uM) en presencia 1.2
mM de hidroperdxido de cumeno, 1 mM GSH a 340 nm (EnappH = 6.22 mM-cm™). La oxidacion
del NADPH se siguié a 340 nm segun Haripe et al. (2010). Los ensayos se realizaron en un
espectrofotémetro T70+ UV/Vis (PG instruments Ltd) a 30 °C en cubetas de paso éptico de 1
cm. Las velocidades iniciales se midieron a intervalos de 0.1 s por un periodo total de 5
minutos. La reaccion se inicié por agregado de la enzima a 0.1 M de KH,PO4 pH 7 conteniendo;
0.2 mM de NADPH, 2 U de glutation reductasa (GR), hidroperdxido de cumeno (CHP) y GSH.
El CHP fue disuelto en etanol 90 % (v/v). La concentracion final de etanol en la mezcla de
reaccion fue constante de 0.9 % (v/v). La velocidad de reaccidon no enzimatica se sustrajo de
las velocidades enzimaticas. La velocidad de reaccidn enzimatica fue lineal entre 2-5 minutos
luego del inicio. Los datos representan determinaciones por triplicadoo de tres experimentos
independientes. La determinacion de algunos de los pardmetros cinéticos se realizd segun
describe Danielson and Mannervik (1985) (Ecuacidn 1). Los analisis de regresién no lineal se
llevaron a cabo mediante método iterativo, empleando el programa GraphPad Prism v6.01

para Windows (GraphPad Software, La Jolla California USA, www.graphpad.com).

v/[HD] = kcat/Ky"" [CHP] Ecuacién 1. HD: heterodimero, CHP: hidroperéxido de cumeno.

2.3.9 Actividad ligandina
Se siguieron los cambios en la intensidad de fluorescencia de la enzima durante el agregado

de inhibidores convencionales y drogas antihelminticas para determinar las constantes de
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disociacion (Plancarte et al. 2014). La longitud de onda de excitacién y de emisién fueron 280
nm y 340 nm respectivamente. Se realizaron las medidas en 100 mM KH,PO4pH 6.5, 100 mM
NaCl, y 3.1 uM EgGST2-3r a 25 °C en un espectrofluorimetro Varioskan Flash (Thermo
scientific). La mayoria de los ligandos fueron disueltos en DMSO, en un rango de
concentracion entre 0-1 mM, dependiendo del ligando. La concentracién final de DMSO en la

mezcla de reaccion fue constante menor al 10 %. Se grafico segun la Ecuacién 2:
1—F/F,vs [ligando] Ecuacién 2

Donde F es la intensidad de fluorescencia luego del agregado de cada ligando, mientras que
Fo es la fluorescencia intrinseca de la proteina. La constante de disociacién (Kp) fue calculada

ajustando los datos obtenidos a la Ecuacién 3:

F <
1-— (F—) = (%) [(E; +x+ Kp) — \/(Et + x + Kp)? — 4xE;] Ecuacion 3
0 t
Donde x es la concentracion total del ligando en la reaccion y Et representa la concentracién
de los sitios de unidn; a (el valor asintético al que la ordenada tiende a mayores valores de x).

Los datos fueron procesados con el programa empleando el programa GraphPad Prism v6.01

para Windows (GraphPad Software, La Jolla California USA, www.graphpad.com).

2.3.10 Analisis de la secuencia aminoacidica de EgGST2 y EgGST3
Se realizd la alineacion de distintas secuencias de GSTs mediante PSI-BLAST, utilizando el
algoritmo BLOSUMG62 (Bawono & Heringa 2014). Se analizé la presencia de los residuos

conservados tanto de clase Omega como de clase Sigma (Hervé et al. 2003; Brock et al. 2013).

2.4 Expresion y purificacién de los homodimeros recombinantes en modelo

eucariota.

2.4.1 Transformacion de levaduras

Un cultivo nocturno de células de Saccharomyces cerevisiae se diluyo hasta obtener una DO
< 0.1 en medio YPD (1 % extracto de levadura, 2 % peptona, 2 % glucosa), y se incubd a 30 °C
220 rpm hasta obtener una DO = 0.4. Se centrifugd por 3 minutos a 1500 g. El precipitado
celular se resuspendio en 500 pL de LiTE (0.1 M acetato de litio, 10 mM Trsi HCl pH 7.6, 1 mM
EDTA) y se centrifugd por 2 minutos a 800 g. El precipitado se volvié a resuspender en 270 ulL

de LIiTE y se alicuotd de a 90 uL. A la suspension de células se le agregaron 10 uL de ADN de
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esperma de salmdn (Invitrogen), el cual fue previamente hervido por 5 minutos. A la mezcla
se le agrego el ADN plasmidico (pYES2) junto con 750 pL de PEGLITE (LiTE, 40 % PEG). Se
mezcld por inversion y se incubo por 30 minutos a 30 °C. Se agregd 100 puL de DMSO vy se
calentd por 10 minutos a 42 °C. Se centrifugd 2 minutos a 800 g y se resuspendio en 1 mL de
YPD para luego volver a centrifugar por 2 minutos a 800 g. El precipitado se resuspendio en
300 pL de YPD y se incubo por 1h a temperatura ambiente. Por ultimo se plagueo en medio

selectivo SC-U (medio selectivo sin uracilo), y se incubo por 48 h a 30 °C (Kawai et al. 2010).

2.4.2 Induccion de homodimeros recombinantes en levaduras

Un cultivo nocturno de células transformadas en SC-U (conteniendo 2% glucosa), se
centrifugd por 5 minutos a 1500 g a 4 °C. El precipitado celular se resuspendio en 400 mL de
SC-U (0.1 % glucosa). El cultivo se incubd a 30 °C, a 220 rpm hasta llegar a una DO = 0.4-0.6.
El cultivo se centrifugd por 5 minutos a 1500 g a 4 °Cy el precipitado se resuspendio en 400
mL de medio de induccion SC-U (conteniendo 2% galactosa). El cultivo se incubd a 30 °C, a
220 rpm por 6 horas. Posteriormente, el cultivo fue centrifugado durante 5 minutos a 3000 g
a 4 °C, y el precipitado celular fue resuspendido en un volumen apropiado de reactivo de lisis
Y-PER (Yeast Potein Extraction Reagent, Thermo Fisher Scientific), dependiendo de la masa.
La mezcla se agito a temperatura ambiente por 20 minutos y se centrifugd 10 minutos a

14000 g y se continud trabajando con la fraccién soluble.

2.4.3 Purificacién de los homodimero recombinante

La purificacion se realizé por afinidad de una cola de histidinas (incorporada a cada proteina)
a unaresina de Ni-agarosa (Invitrogen). Se siguié el protocolo recomendado por el fabricante.
Primero se equilibrd la resina con buffer nativo (50 mM NaH;PO4 pH 8, 0.5 M NaCl), luego se
paso la fraccidn soluble obtenida en la seccidn anterior. Luego de lavar la columna con buffer
de lavado (50 mM NaH,PO4 pH 8, 0.5 M NacCl, 20 mM imidazol), las proteinas retenidas se
eluyeron con imidazol 250 mM en el mismo buffer. Se cuantificé la concentracién proteica
por el método de Bradford (Bradford 1976), se juntaron los tubos positivos. La muestra se

concentro hasta obtenerla a 1 mg/mLy se midié la actividad candnica.

Verdnica Lépez



HIDATIDOSIS: CARACTERIZACION DE NUEVAS GLUTATION TRANSFERASAS

3 RESULTADOS

3.1 Identificacidn del heterodimero recombinante

La expresion del heterodimero se realizo segun lo descripto previamente por nuestro grupo
de trabajo (La-Rocca 2014). La estrategia de purificaciéon del heterodimero mediante
cromatografia de afinidad Ni-agarosa utilizando la cola de histidina de la subunidad EgGST2,
implica que solo la subunidad EgGST2 sera retenida por la columna. Este hecho facilita la
purificacién, ya que de existir el homodimero EgGST3r, este no quedaria retenido en la
columna. Luego, con el objetivo de verificar la presencia del heterodimero en el eluido de la
columna, el pico principal en la purificacién fue identificado por Western blot, gel de
poliacrilamida y espectrometria de masas (Maldi/TOF/TOF) (Figuras 12-13). Se realizé una
electroforesis de poliacrilamida donde se visualizan dos bandas por arriba de 25 kDa,
aproximadamente correspondientes a las masas tedricas de cada subunidad (25.7 kDa y 26.5
kDa para EgGST3 y para EgGST2 respectivamente) (Figura 12B). Para analizar la equimolaridad
de cada subunidad en la produccién se realizaron diluciones seriadas y se visualizaron
mediante un gel de poliacrilamida (Figura 12C). Ambas bandas desaparecen a la misma
dilucidn, sugiriendo que ambas subunidades se encuentra en partes iguales. A su vez ambas
bandas presentaron reactividad con los antisueros de conejo especificos para cada subunidad
(Iriarte et al. 2012), lo que confirma que ambas proteinas estan presentes en el eluido por
Western blot (Figura 12D). Finalmente, se confirmd por espectrometria de masas (Unidad de
Bioquimica y Protedmica Analiticas del Instituto Pasteur de Montevideo) que la banda
superior coincide con la secuencia de EgGST2 y la inferior corresponde a EgGST3 (Figura 13).

De esta forma se demuestra que tanto la subunidad 2 como la 3 se encuentran presentes.
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Figura 12. Purificacion de EgGST2-3r. La proteina eluida por columna de Ni-agarosa fue separada por gel
filtracién en una columna Superdex 75 (A). El pico fue analizado en un gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) (B), gel
de poliacrilamida en diluciones seriadas (20 pg a 0.0002 ug) (C) Western blot (D) segun Iriarte et al. (2012).

MALDI-TOF/TOF analysis
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Mass: 27339 Score: 265  Matches: 3(3) Sequemces: 3(3)

[Jcheck to include this hit in error tolerant search or archive report

Me(calc)  Delta Miss Score Expect Rank Unique
1 108 7.6e-011 1 v
0.0032 0 88 6.2e-009 1 U

107 T.2e-011 1 v

Peptide
R.LVLHAAEKDF(DVR. V

M. GSSHHHHHHSSGLVPR. 6
K. AQMPFROLPVLEVTIR.R

Mass: 25691 Score: 287 Matches: 5i5) Segquences: 5(5)

[ check to include this hit in error tolerant search or archive report

FK.K

His-tagged rEgGST2: sequence

coverage 56%
Matchec

1 MGSSHHHHHH SSELVPRGSHE MASNTGGQ0N DLQLKQAKLR LLYFHIRGRA
51 ELTRUVLITA EKDE(DVRVS STEWPSLKG) MPFHOLPVLE VITRRGERVY
101 LTESKRTAR] LAFTFGLYSD DAREVYLIER MASLTSSLLE ETYILGLKEW
151 DSFRELVERE HVHEYMDRIE MALKERKSTF TAGPQWTLAD LQVIVLIDTM
201 DEFLANMFID CKDELDKIXE NVMKAKPGVT RYLLSRELTD F

rEgGST3: sequence coverage 62%
Watched peptides shoun in Bold Red

1 MARLEDSTIT FYHISKCPHA GPIRLILEH) NFKYIDEPTK TKDWILKREE
51 TITFRVPALR T(HRDGQLOW MTERSATLRC LGQUYHLLGR WDMEMYHCDR
101 TIGKIMESGR TLADFYKWFE PHGSDEKEHE EYKEFLFRKI SYVLOHLDQN
151 LUEAPGSYAA ADITTIADFY LLDNVDFLRA MKPGCLTPFP YLOKVRKHLL

Mr(calc) Delta Miss Score Expect Rank Unigque Peptide

1062.5822 -0.0110 1 30 6.1e-005 1 U K.REEIITER.V

1391.7521 -0.0061 1 89 8.8e-009 1 u R.KHLLDTDQPVAR.F
1717.8457 -0.0078 0 106 le-010 1 U R.DGOLOWMTERSAILR.C
2280.0334 -0.0090 2 61 2e-007 1 |} K.

2408.1284 -0.0090 3 47 4.%-005 1 U K.FHGSDEKEHEEYKEEIFKK.I

201 DIDOPVARFT ASRSWTKI

Figura 13. Identificacion por espectrometria de masas de EgGST2-3r. La secuencia de cada banda fue
identificada por espectrometria de masas Maldi/TOF/TOF en la Unidad de Bioquimica y Proteémica Analiticas
del Instituto Pasteur de Montevideo.
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3.2 Expresiony estabilidad de EgGST2-3r

Se modificé la técnica empleada anteriormente por nuestro grupo de trabajo (La-Rocca 2014),
para aumentar la eficiencia y la pureza de la enzima recombinante. Se sumé un paso de
purificaciéon por gel filtracién en Superdex-75 (GE-Healthcare) equilibrado con 20 mM Tris-HCl
pH 8, conteniendo 50 mM NaCl. Luego, con el fin de mejorar la estabilidad se evaluaron
distintas condiciones, adaptando la técnica descripta por Wang et al. (2014) usando 10 % PEG-
6000. El rendimiento global aumentd un 65 % (33 mg/L de cultivo) gracias a los cambios en el
buffer y en las etapas de extraccion. La integridad de la proteina purificada luego de cada
produccién se evalué midiendo la actividad candnica frente al sustrato universal CDNB. El
valor obtenido de la misma fue del orden de 3.0-3.3 umol.min"t.mg* para todos los casos. De
esta forma se aseguro la reproducibilidad del proceso. Tomando en cuenta los resultados de
estos ensayos, EgGST2-3r se mantuvo almacenada en 20 mM Tris—HCI pH 8, 150 mM NaCl (1

mg/mL) a -20 °C hasta su uso.

3.3 Caracterizacién basica clasica

Como fue planteado en la introduccion, las GSTs citosdlicas de mamiferos clasicamente
fueron agrupadas en diferentes clases. Basandose principalmente en la capacidad de llevar a
cabo la catalisis de un panel de sustratos y del perfil de inhibicién. Por ejemplo, la clase Alfa
se caracteriza por presentar alta actividad frente al hidroperdxido de cumeno, y ser inhibida
por Cibacron Blue y BSP. La clase Mu presenta alta actividad frente al BSP y al DCNB; y es
inhibida por hematina, Cibacron Blue y TPT. La clase Pi presenta alta actividad frente al acido
etacrinico y es inhibida por hematina (Danielson & Mannervik 1985; Harispe et al. 2010).
Posteriormente debido al amplio panel de sustratos y frente al hecho de que la
caracterizacién de las GSTs de distintos organismos no se ajustaba al canon establecido por
las de mamiferos, se adicioné a la clasificacidn el criterio filogenético, siendo éste hoy en dia

el principal criterio.

Por otro lado, del estudio de las secuencias y la estructura genética de EgGST2-3 se desprende
gue ambas subunidades son filogenéticamente distantes. Nuestro grupo de trabajo ha
reportado que la subunidad 2 presenta una alta homologia con la clase Sigma. Por otro lado
la subunidad 3 presenta homologia a la clase Sigma en su regidn C-terminal, mientras que la

region N-terminal presenta homologia a la clase Omega (lIriarte et al. 2012). Por esto nos
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planteamos que la enzima hetrodimérica podria presentar ademas de las actividades cldsicas
de cada subunidad, nuevas actividades adquiridas como consecuencia de la asociacién de
ambas clases. Para testear esta hipdtesis empleamos un amplio panel de sustratos e

inhibidores con el fin de caracterizar todas las posibles actividades que ésta presenta.

3.3.1 Especificidad de sustratos

En primer lugar, se analizé la actividad glutatidn transferasa de EgGST2-3r frente a algunos de
los sustratos considerados modelo. Ademas, se estudié la actividad frente a dos compuestos
gue podrian generarse como productos secundarios de la peroxidacion lipidica (trans-2-
nonenal y trans,trans-2,4-decadienal), los cuales son marcadores de estrés oxidativo
(Salvatore et al. 1995; Torres-Rivera & Landa 2008; Plancarte et al. 2014). El heterodimero
presentd actividad frente al sustrato universal, CDNB, al igual que otras GST de clase Sigma,
incluso mostrando valores mayores de actividad especifica, con respecto a los presentados
por otra GST del mismo parasito pero de distinta clase (EgGST1r) (Tabla 3). A su vez, a
diferencia de la EgGST1r, para el resto de los sustratos modelos, solo presenté actividad
frente al DCNB, siendo este un sustrato caracteristico de la clase Mu. Ademas, EgGST2-3r
presentd actividad frente al trans, trans-2,4-decadienal. Si bien esta es menor a la que muestra
EgGST1r, la capacidad de conjugar GSH a estos compuestos se ha relacionado con la
proteccion del parasito frente a la exposicién a especies oxidantes producidas por la

respuesta inmune del hospedero (Torres-Rivera & Landa 2008).
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Tabla 3. Especificidad de sustrato de EgGST2-3r. Comparacion de la actividad especifica de EgGST2-3r frente a
diferentes sustratos, con EgGST1-1r (clase Mu), FhGST-S1 (clase Sigma) y CsGSTo (clase Omega). En la tabla se
indica para cada sustrato a que clase representa.

Actividad especifica (umol.minl.mg?)

Marcador EgGST2-3r EgGST1r? FhGST-S1° CsGSTo¢

de GST de

mamifero
CDNB Todas 3.3 2.5 4.7 0.10-0.13
DCNB Mu 0.31 ND ND ND
BSP Mu ND* 0.015 - -
Ac. Etacrinico Pi, Alfa ND 0.87 0.90 ND
trans-2-nonenal Estrés ND* 0.15 0.33 -
trans,trans-2,4- Estrés 0.086 0.16 0.051 -

decadienal

ND indica que no se detectd actividad en las condiciones ensayadas.
a(Harispe et al. 2010), b(LaCourse et al. 2012), c(Kim et al. 2016), *datos hallados anteriormente por nuestro
grupo pero todavia no publicados.

Previamente en nuestro grupo de trabajo se obtuvieron los pardmetros cinéticos aparentes
Vmax app Y Km app, para el CDNB y el GSH. Para el CDNB los valores fueron de 0.10 mM.minty
3.72 mM, respectivamente; mientras que para el GSH de 0.03 mM.min?! y 0.39 mM,
respectivamente (datos en manuscrito en preparacion). La Vmax app €Stimada por esta
metodologia es dependiente de la concentracion de CDNB, ya que el mismo no se logré
saturar, es por esto que la Vmax N0 presenta un valor igual para ambos sustratos. Para
completar este estudio, como parte de la presente Tesis de Maestria se halld la kcat app,
evaluando las velocidades iniciales a diferentes concentraciones de enzima. Este resultado

mostré un valor de Keat app de 1.73 71,

3.3.2 Perfil de Inhibidores

Se analizé la actividad candnica frente a la exposicidn de la enzima con diferentes inhibidores,
y por otro lado con varias drogas antihelminticas. Se calcularon los valores de ICso
(concentracion del inhibidor necesaria para llegar al 50 % de actividad enzimatica) para cada
inhibidor y droga antihelmintica (Tabla 4). Para esto se determind el porcentaje de actividad

remanente de la enzima con el sustrato universal CDNB luego de ser incubada por 5 minutos
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con cada inhibidor o droga. Se graficaron los valores de actividad remanente en funcidn del

log de la concentracidn de cada inhibidor o droga (Figura 14).

Los mayores niveles de inhibicidon se obtuvieron con los inhibidores convencionales, siendo el

Cibacron Blue el inhibidor que presenté la mayor inhibicidn. A pesar de que el heterodimero

presenta un panel de inhibicién muy similar a la EgGST1r, las mayores diferencias se observan

para el BSP, Nitripiridin-N-oxido, acido quenodesoxicolico y la bilirrubina. Mientras que la ICsg

para el BSP y la bilirrubina presentan un orden menor para EgGST2-3r con respecto a EgGST1r,

ni el Nitripiridin-N-oxido ni el acido quenodesoxicélico son capaces de inhibir a la EgGST1r en

las condiciones de estudio.

Tabla 4. Valores de IC50 para los distintos inhibidores. Se compara el valor de las ICso entre las dos GSTs

pertenecientes a E. granulosus caracterizadas hasta el momento (EgGST2-3r y EgGST1r).

Inhibidores ICs0 (UM)
EgGST2-3r EgGST1r
TPT 10 2.3
BSP 24 188
Cibacron Blue 0.61 0.12
Otros inhibidores
Ac. Elagico 12 7.3
Alizarin 45 65
Nitropiridin-N-6xido 201 NI
trans,trans-2,4-decadienal 93 -
Ac. Quenodesoxicélico 50 NI
Bilirrubina 45 165

a(Harispe et al. 2010)

NI indica que no presento actividad en las condiciones ensayadas.
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Figura 14. Patrdn de inhibicién con panel de inhibidores clasicos de GSTs. Se estudid la inhibicién de la reaccion
de conjugacion de GSH y CDNB mediada por inhibidores convencionales y otros inhibidores. Los graficos son
representativos de tres experimentos independientes. Los valores de IC50 para cada ajuste estan presentados
en la Tabla 5.

En el caso de las drogas antihelminticas, los fenoles halogenados (Bitionol, Closantel y
Hexaclorofeno) fueron los que presentaron mayores valores de inhibicidon (Tabla 5). Estas
drogas son utilizadas principalmente para combatir al trematodo F. hepatica, mientras que el
grupo de los benzimidazoles son las drogas utilizadas para combatir la parasitosis causada por
E. granulosus (Fairweather & Boray 1999; Brunetti et al. 2016). A modo de ejemplo se

muestran las graficas de las ICso para para los fenoles halogenados (Figura 15).
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Tabla 5. Valores de IC50 para las distintas drogas antihelminticas. Se compara el valor de las ICso entre las dos
GSTs pertenecientes a E. granulosus caracterizadas hasta el momento (EgGST2-3ry EgGST1r).

Drogas antihelminticas I1Cs0 (LM)

EgGST2-3r EgGST1r

Praziquantel NI -

Benzimidazoles:

Albendazol 256 160
Fenbendazol 61.4 >50
Mebendazol >200 >50
Fenoles halogenados:
Rafoxanida 226 39
Closantel 32 >50
Hexaclorofeno 12 4.07
Bitionol 4.5 126

a(Harispe et al. 2010)
NI indica que no presento inhibicion en las condiciones ensayadas.
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Figura 15. Patrén de inhibicidn con panel de drogas antihelminticas. Se estudid la inhibicién de la reaccién de
conjugacién de GSH y CDNB mediada por drogas antihelminticas. Los graficos son representativos de tres

experimentos independientes para el grupo de los fenoles halogenados.
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3.4 Otras actividades cataliticas

3.4.1 Actividades especificas de clase Omega: Dehidroascorbato reductasa vy tiol
transferasa
Se alinearon las secuencias de distintas GSTs de clase Omega (Clonorchis sinensis omega GST1
y GST2; S. mansoni omega GST y F. hepatica omega GST) con respecto a la secuencia de
EgGST3, mediante PSI-BLAST, utilizando el algoritmo BLOSUMG62 (Bawono & Heringa 2014).
Los residuos conservados de las GSTs de clase Omega: Cys (n), Lys (n + 27), Val (n + 40), Glu
(n+53)ySer (n+54) (Brock et al. 2013), se resaltan en la Figura 16. De los cinco aminoacidos
conservados entre GSTs de clase Omega, dos se encuentran presentes en la secuencia de
EgGST3. Siguiendo el alineamiento obtenido el residuo conservado de Lys (n +27 ) y el de (Val
(n + 40) se encuentran desfasado en la secuencia de EgGST3, mientras que el residuo

conservado de Ser (n +54) se encuentra sustituido por Ala.
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Unconserved -S 6 Consen'ed

Figura 16. Andlisis de secuencia de GSTs de clase Omega. Comparacién de la estructura primaria de EgGST3
con otras GSTs de clase Omega. Los residuos conservados para esta clase de GST se indican con una flecha.
CsGST1, C. sinensis omega GST1 (KX163088); CsGST2, C. sinensis omega GST2 (KX163089); SmGSTO, S. mansoni
omega GST (AA049385); FgGSTO, F. hepdtica omega GST (AFX98105); Las secuencias fueron extraidas de la base
de datos GenBank (http://www.ncbi.nlm.-nih.gov/).
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Las enzimas con actividad dehidroascorbato reductasa catalizan la reduccion del
dehidroascorbato a ascorbato acoplada a la oxidacién del glutation. Mientras que la actividad
tioltransferasa estaria involucrada en reacciones de glutationiliacion y deglutationilacién de
proteinas. Estas reacciones son importantes para la proteccion de las proteinas en
condiciones de estrés oxidativo, asi como para la regulacion de su funcién (Townsend D. M.,
2007). Ambas actividades son caracteristicas de las GSTs de clase Omega, y teniendo en
cuenta la presencia de los residuos claves para la catalisis en la secuencia de EgGST3, seria

importante realizar ambos ensayos en el heterodimero.

En las condiciones ensayadas, el heterodimero no presentd actividad dehidroascorbato
reductasa ni actividad tiol transferasa. Ambos resultados son coherentes entre si, ya que el
mismo residuo estd involucrado en ambas actividades (Cys) (Kim et al. 2016; Schmuck et al.

2005).

3.4.2 Actividad especifica de clase Sigma: Prostaglandina sintasa

Se alinearon las secuencias de distintas GSTs de clase Sigma (Homo sapiens PGDS y S. mansoni
sigma GST), con respecto a la secuencia de EgGST2, mediante PSI-BLAST, utilizando el
algoritmo BLOSUMG62 (Bawono & Heringa 2014). Los residuos involucrados en la unién al GSH
(Tyr, Trp, Lys, Ser, Asp) y a la PGH2 (Arg, Gly, Glu ) de las enzimas de clase Sigma (Angelucci et

al. 2005) se resaltan en la Figura 17.
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Figura 17. Analisis de secuencia de GSTs de clase Sigma. Comparacidn de la estructura primaria de EgGST2 con
otras GSTs de clase Sigma. Los residuos involucrados en la uniéon a GSH y a PGH2 se indican con una flecha de
color negroy rojo, respectivamente. HsGSTS, Homo sapiens PGDS (AAH20734); Sm28GST, S. mansoni sigma GST
(P09792). Las secuencias fueron extraidas de la base de datos GenBank (http://www.ncbi.nim.-nih.gov/).

Teniendo en cuenta la presencia de los residuos claves para la actividad prostaglandina
sintasa en la secuencia de EgGST2, seria importante realizar este ensayo en el heterodimero.
La deteccidon de la actividad prostaglandina sintasa se realizé mediante espectrometria de
masas, identificando los picos correspondientes a las prostaglandinas (Figura 18). Se observé
gue en las condiciones del ensayo no se detectd la formacion de prostaglandinas. Las
transiciones que se observan aparecen de igual medida en los controles negativos sin
heterodimero y sin COX-2. Debido a que en los controles negativos aparecen las sefiales al
tiempo en que las prostaglandinas deberian salir, esto podria ser un subproducto no

enzimatico o algun contaminante en el material de vidrio, impidiéndonos obtener
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conclusiones confiables. Incluso mas, la falta de un control positivo en este ensayo, dificulta
la extraccién de conclusiones. Dicho control serviria para asegurarnos que la reaccién y la
etapa de extraccion ocurran de forma correcta. Ademas, otra limitante del ensayo fue la poca
disponibilidad de la enzima COX-2. Es de suma importancia repetir este experimento en
condiciones correctas, con los controles pertinentes, dado que las enzimas de clase Sigma de
otros parasitos han mostrado esta actividad (LaCourse et al. 2012). Pero debido a la falta de

reactivos y tiempo, no formara parte de este trabajo.
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Figura 18. Actividad prostaglandina sintasa de EgGST2-3r. Las diferentes corridas se muestran en colores. Rojo:
estandar interno. Azul: [EgGST2-3r]= 100 pg. Celeste: [EgGST2-3r]= 10 pg. Amarillo control negativo sin EgGST2-
3r. Verde: control negativo sin COX-2. Los picos sefialados corresponden a las transiciones del estandar interno
de PGE: y PGD>, respectivamente.

3.4.3 Actividad Glutatidon peroxidasa

Por otro lado se evalud la actividad peroxidasa dependiente de glutation. Esta actividad es
fisioldgicamente relevante al inactivar radicales libres derivados del oxigeno. Esta reportado
que E. granulosus posee escasos sistemas de detoxificacidn frente a las especies reactivas del
oxigeno, por lo que contar con un set de enzimas capaces de neutralizar las mismas supondria

una ventaja frente a la supervivencia en el ambiente hostil del hospedero (Salinas 2013;
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En primera instancia se evalud esta actividad en las condiciones reportadas anteriormente
(Harispe et al. 2010). Sin embargo, no detectando esta actividad para EgGST2-3r. Se repitio el
ensayo, aumentando la concentracién de la proteina, se observé que la enzima presenta baja
actividad peroxidasa (0.072 pmol.min"t.mg?), pero la misma aumenta de forma directamente

proporcional con la concentracion de proteina (Figura 19).
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Figura 19. Velocidad en funcién de la concentracion de EgGST2-3r. Se determind la velocidad a distintas
concentraciones de EgGST2-3r.

Continuando con el estudio cinético, como el heterodimero es una enzima bisustratica si
trabajamos con uno de los sustratos saturado y variamos la concentracion del otro,
obtenemos cinéticas michealianas tipicas (Figura 20) (Marangoni 2003). Para el caso del GSH
se utilizé un rango de 0 a 5 mM, donde ensayaron tres concentraciones distintas de
hidroperéxido de cumeno (0.5, 1.2, 3 mM). Mientras que para el hidroperdxido de cumeno
se utilizé un rango de 0 a 3 mM, se probaron 4 concentraciones distintas de GSH (0.5,1, 3, 5

mM). Para todos los ensayos se utilizé una concentracion fija de proteina de 3.0 uM.
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Figura 20. Ajuste de la velocidad en funcidn de la concentracion de sustrato. Se muestra la dependencia con
la concentracion de GSH e hidroperdxido de cumeno. Se determinaron las velocidades iniciales para cada par
de concentraciones de GSH e hidroperodxido de cumeno. Se muestran los graficos de los ajustes de los datos
a la ecuacion cldsica de Michaelis Menten.

En las condiciones de ensayo solo se logré la saturacion con GSH, por lo que los valores de los
parametros cinéticos que se desprenden de los graficos dependen de la concentracion del
hidroperdxido de cumeno. Teniendo en cuenta estos resultado, se decidié utilizar una
aproximacion en la cual se satura uno de los sustratos mientras que el otro se mantiene en
concentraciones pequefas para hallar la relacién de los parametros cinéticos: keat/Km
(Danielson & Mannervik 1985). De esta forma al variar las concentraciones de hidroperodxido
de cumeno manteniendo al GSH en una concentracion de 3.0 mM (saturado), de la pendiente
de la gréfica, se obtiene la relacién keat/Km = 0.39 £ 0.05 s*mM (Figura 21), la cual se relaciona

con la especificidad de la enzima por su sustrato.
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Figura 21. Determinacion de los parametros cinéticos. Se graficd la velocidad enzimatica sobre la concentracién
de enzima, en funciéon de la concentracion de hidroperédxido de cumeno a una concentracién fija de GSH (3.0

mM).
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3.5 Actividades no cataliticas: Ligandina

Las GSTs estan involucradas en el transporte de una gran variedad de compuestos exdgenos
y enddgenos, con diversas afinidades (Plancarte et al. 2014). Esta actividad denominada
actividad ligandina puede secuestrar sustancias toxicas, reduciendo efectivamente su

concentracion en la célula o transportar sustancias requeridas fisiolégicamente.

La actividad ligandina se detecta gracias a que la enzima posee residuos aromaticos que
fluorescen al ser excitados a 280 nm, y estos pueden ser quencheados por distintos
compuestos. Se siguieron los cambios en la intensidad de fluorescencia de la enzima durante
el agregado de estos compuestos para determinar la actividad ligandina de los mismos
(Plancarte et al. 2014). Se midid la actividad ligandina frente a distintos sustratos (bilirrubina,
acido quenodesoxicélico, trans,trans-2,4-decadienal) y drogas antihelminticas

(benzimidazoles y fenoles halogenados). Se graficd 1 — (FE) vs [ligando] para diferentes
0

ligandos (Figuras 22-23) y del ajuste de estos graficos se hallaron las constantes de disociacion

para cada compuesto (Tabla 6).

Tabla 6. Constantes de union en equilibrio de EgGST2-3r.

Ligando Ko (1LM)
Sustratos

trans,trans-2,4-decadienal 95.4
Ac. Quenodesoxicélico ND
Bilirrubina 41.7

Drogas antihelminticas

Benzimidazoles:

Albendazol ND
Fenbendazol 793
Mebendazol 124
Fenoles halogenados:
Rafoxanida 5.56
Closantel 21.5
Hexaclorofeno 15.6
Bitionol 10.6
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ND indica que no se detectd actividad en las condiciones ensayadas.
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Figura 22. Determinacion de la constante de unién en equilibrio de EgGST2-3r para inhibidores. Se siguio los
cambios en al fluorescencia de los residuos aromaticos de la enzima. La longitud de onda de excitacion fue 280
nm y de emisidn 340 nm. En A-C se representan los espectros de fluorescencia y en D-F se representa el ajuste
a la ecuacion expresada en materiales y métodos.
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Figura 23. Determinacion de la constante de unién en equilibrio de EgGST2-3r para drogas antihelminticas. Se
siguio los cambios en al fluorescencia de los residuos aromaticos de la enzima. La longitud de onda de excitacion
fue 280 nm y de emision 340 nm. En A-B se representan los espectros de fluorescencia del MBZ y la Rafoxanida
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respectivamente, a modo de ejemplo y en C-H se representa el ajuste a la ecuacion expresada en materiales y
métodos.

El panel de ligandos utilizados presenta la capacidad de ser tdxicos para el parasito
dependiendo de su concentracion y la mayoria de ellos parecen ser capaces de unirse a la
enzima. Los fenoles halogenado fueron los ligandos con menor Kp. Siendo la Rafoxanida la
gue mostro el menor valor de Kp. Si bien este compuesto se une a la enzima, probablemente
esta unidn no ocurra en el sitio activo, ya que anteriormente hemos observado que no es
eficiente en la inhibicidén de la actividad candnica de la EgGST2-3r. Estos dos resultados en su
conjunto sugieren que el heterodimero posee actividad ligandina independiente de la

actividad glutatién transferasa.

3.6 Expresion de EgGST homdiméricas recombinantes en levaduras

La expresidén de los homodimeros recombinantes (EgGST1-1r, EgGST2-2r y EgGST3-3r) se
realizé mediante la transformacién de células de S. cerevisiae de la cepa w303 a (his 3, ura 3,

trp 1, leu 2, ade 2) con las construcciones recombinantes fabricadas por Gen Scrip en pYES2.

3.6.1 Expresiény purificaciéon de EgGST3-3r

Para la expresidon de la proteina recombinante EgGST3-3, en primer lugar se realizd la
induccion de la proteina con galactosa a distintos tiempos (0 a 24 hs) en un volumen de 50
mL de SC-U. Cada dos horas se extrajo una alicuota del cultivo y se analizé la expresién de la
proteina en el precipitado celular en un gel de poliacrilamida en condiciones reductoras (SDS-
PAGE). La presencia de la proteina se verificé por Western blot empleando un suero policlonal
especifico para EgGST3 (Figura 24). Se observa una banda correspondiente al dimero de

EgGST3 a las 8 hs y “overnight” (o/n).
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Figura 24. Expresion de EgGST3-3r. A-Electroforesis de poliacrilamida en condiciones reductoras (SDS-PAGE) de
la induccidén de la expresion de la proteina a distintos tiempos de incubacién. B- La presencia de la proteina se
verificd mediante Western blot con sueros especificos para la EgGST3-3. Se resaltan las bandas correspondientes
ala proteina a t4=8 hsy al o/n.

A partir de estos resultados, se concluyé que la proteina se expresa en este modelo eucariota.
Se procediod a analizar la fraccidon soluble y la insoluble. Para esto se realizé la extraccidon de
las proteinas en Breaking buffer (buffer fosfato 0.5 M pH 7.4, PMSF 1 mM, glicerol 5 %, EDTA
1mM). Se consideré como 1 vol = masa del precipitado, y se agregaron 4 volumenes de perlas
de zirconia. Se agitd en vortex durante 60 segundos seguido por enfriamiento en hielo
durante dos minutos. Esto se repitié cinco veces, luego se observaron las células al
microscopio, donde se espera una completa disrupcidon de las mismas. A continuacién se
realizd un SDS-PAGE seguido por Western blot, donde se identificd la presencia de la proteina
en ambas fracciones (Figura 25). Es légico pensar que la presencia de esta proteina en la
fraccién insoluble se deba principalmente a problemas en la lisis celular, al no observarse una
disrupcion total de las células tras la ruptura mecanica con las perlas de zirconia. Sin embargo
no se detectd la proteina en la fraccidn de elucion tras una purificacion por columna de Ni-

Agarosa.
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Figura 25. Expresion de EgGST3-3r. Electroforesis de poliacrilamida en condiciones reductoras (SDS-PAGE) de la
induccién de la expresidn de la proteina a distintos tiempos de incubacién para la fraccién soluble Ay la fraccion
insoluble C. La presencia de la proteina se verificé mediante Western blot con sueros especificos para la EgGST3-
3 en la fraccién soluble B y la insoluble D.

A partir de estos resultados, se realizd una prueba de escalado (500 mL SC-U), eligiéndose el
mejor tiempo de induccion (t4 = 8 hs). Se utilizé el mismo procedimiento de extraccién, con
la excepcidn de que parte del precipitado resultante de la extraccidn primaria fue sonicado
(power 40, timer 10, pulse 30 %) con el objetivo de obtener una disrupcién completa de las
células. Luego, se realizd una electroforesis SDS-PAGE seguido por su respectivo Western blot.
En la Figura 26 se observa la banda correspondiente a la enzima tanto en la fraccion sonicada

como la no sonicada. Esto sugiere que la extraccion primaria no es completamente efectiva.
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Figura 26. Expresion de EgGST3-3r utilizando diferentes condiciones de lisis. A-B Representa el SDS-PAGE y el
correspondiente Western blot respectivamente. Carril 1: proteina de la fraccién soluble sin sonicar, Carril 2:
proteina de la fraccion soluble después del sonicado del precipitado de la fraccién primaria.

A continuacidn, se realiz6é una etapa de purificacidon de la enzima mediante cromatografia de
afinidad utilizando una columna de Ni-Agarosa. La Figura 27A muestra un gel SDS-PAGE donde
se observan las distintas fracciones obtenidas durante la purificacién. Debido a que la
proteina se hallaba poco representada en el total de la fraccidn no se observaron diferencias
entre lo que se introdujo en la columnay el percolado. En el eluido fue identificada la proteina
por Western blot (Figura 27B). De estos resultados también se concluye que la etapa de
sonicado no es relevante desde un punto de produccion, ya que en el eluido del sonicado

(carril E’) la intensidad de la banda observada es despreciable.

AMO M1 L1 E 5 MO MI'LY” FE LS B MO M1 L1 E L5 MO MI'L1” E LS

e ——————E—— ]

Figura 27. Purificacion de EgGST3-3r. A-B Representa el SDS-PAGE y el correspondiente Western blot
respectivamente. Carril: 1-5 muestra sin sonicar. MO muestra antes sembrar la columna, M1 proteinas no
retenidas por la columna, L1 primer lavado, E eluido, L5 ultimo lavado, 6-10 muestra luego de ser sonicada.

Como siguiente paso se realizé un nuevo escalado de la produccién realizando cuatro cultivos
de 500 mL de SC-U. Se empled el proceso de extraccidn y purificacion descrito anteriormente

(sin el paso de sonicacién). El rendimiento de esta produccidn fue de 0.32 pug/mL de cultivo
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de EgGST3-3r. La proteina purificada no presento actividad de conjugaciéon de GSH a CDNB
(actividad candnica). Teniendo en cuenta que esta enzima presenta homologia filogenética
en la regién N-terminal con los residuos cataliticos de la clase Omega (Iriarte et al. 2012), y
gque GSTs pertenecientes a esta clase poseen escasa o nula actividad contra el CDNB
(Whitbread et al. 2005), estos resultados eran esperables. El bajo rendimiento de la
produccién para este enzima no nos permitié obtener cantidades suficientes para realizar

ensayos bioquimicos frente a otros sustratos caracteristicos de la clase Omega (DHA y HED).

3.6.2 Optimizacién de las condiciones de lisis celular

Un elemento importante para la expresion de proteinas recombinantes solubles es el proceso
de lisis celular. Teniendo en cuenta los bajos rendimientos en el proceso de extraccidn se
decidid optimizar las condiciones de lisis celular. En la produccién se cambio el breaking buffer
utilizado, por uno compuesto por: 50 mM Tris-HCl pH 7.9, 0.6 M NaCl, 10 % sacarosa, 5 mM
beta-mercaptoetanol, 1 mM PMSF, 1ImM EDTA (Xiao 2014). Este buffer fue testado en cuatro

protocolos distintos de extraccién esquematizados en la Figura 28.

250 ul de células

500 ul breaking
buffer modificado
|
[ [ |
1 2 3 4
(vortex + sonicado) (vortex + sonicado) (vortex + sonicado) (vortex + sonicado)
x5 x15 x5 x15
1% trion 1 % tridén

Figura 28. Esquema de los distintos protocolos de extraccion utilizados. Protocolo 1: cuenta con 5 ciclos de
vortex durante 60 segundos seguido por enfriamiento en hielo durante dos minutos y sonicado. Protocolo 2
cuenta con 15 ciclos de vortex durante 60 segundos seguido por enfriamiento en hielo durante dos minutos y
sonicado. Protocolo 3: idem del protocolo 1 pero la muestra ademas de presentar el Breaking Buffer también se
encuentra en 1 % tritén. Protocolo 4: idem del protocolo 2 pero la muestra ademads de presentar el Breaking
Buffer también se encuentra en 1 % tritdn.

La fraccion soluble e insoluble obtenida de cada una de estas producciones fue analizada por
Western blot para evidenciar la presencia de la proteina recombinante (Figura 29). En la
Figura 29A se observan las fracciones solubles y en la Figura 29B se observan las fracciones
insolubles. A partir de los resultados obtenidos se concluyd que el protocolo de extraccién 2

fue el mas eficiente. Se realizé el escalado de la produccién y posterior extraccién de la
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proteina recombinante segun el protocolo N° 2. A pesar de la utilizacion de estas nuevas
condiciones el rendimiento fue menor al esperado, limitando la cantidad de ensayos que se

pudieron realizar.

Al 2 3 4 PM B 1 2 3 4 PM

Figura 29. Western blot de las distintas condiciones de lisis celular. A-B Representa el Western blot de la
fraccidn soluble y la insoluble respectivamente. Cada carril corresponde a los 4 protocolos de lisis celular.

3.6.3 Expresion de EgGST1-1ry EgGST2-2r

Se realizé la transformacion de células de S. cerevisiae con las construcciones para las
proteinas recombinantes EgGST1-1r y EgGST2-2r en pYES2. Se procedié a realizar una
produccién de ambas proteinas siguiendo el mismo protocolo descripto para la EGST3-3r. En
la Figura 30 se muestra la electroforesis de las proteinas a distintos tiempo de induccién y los

Western blots de las mismas, donde se identificé la presencia de las proteinas recombinantes.
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Figura 30. Expresion de EgGST1-1r y EgGST2-2r. A y C Electroforesis de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE) de la induccién de la expresion de la proteina a distintos tiempos de incubacién
para EgGST1-1r y EgGST2-2r respectivamente. B y D La presencia de la proteina se verific6 mediante Western
blot con sueros especificos para EgGST1-1r y EgGST2-2r respectivamente. Se resaltan las bandas
correspondientes a la proteina.

En la Figura 30B se observa claramente una banda correspondiente a EgGST1-1r a partir de
las 2 hs (t1). Por otro lado, en la produccidn de EgGST2-2r (Figura 30C-D), se aprecia la banda
de interés a partir de las 6 hs. (t3, t4, t5). Teniendo en cuenta el bajo rendimiento de la
produccién de EgGST2-2r, se decidié no continuar con dicha proteina, y se trabajo Unicamente
con la EgGST1-1r. Esta mostro una eficiencia de produccién aceptable, por lo que se decidid
realiza el escalado a volumenes mayores (200 mL x4), agregando una etapa de cambio de
buffer (fosfato de potasio 10 mM pH 6.5). Este cambio se realizé luego de la purificacion por
cromatografia de afinidad en columna de Ni-Agarosa. A partir de esta ultima produccion se
obtuvo un rendimiento bajo de tan solo 10 pg de proteina, permitiendo Unicamente medir la
actividad contra el sustrato universal, obteniéndose un valor de actividad especifica de 4
umol.min"t.mg?®. Con el objetivo de mejorar la eficiencia, en producciones posteriores se

utilizé el reactivo Y-PER (yeast protein extraction reagent, Pierce, Rockford, IL) especifico para
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extraccién de proteinas de levaduras, llegando a obtener 500 ug de proteina recombinante

pura a partir de 600 mL de cultivo celular.
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4 DISCUSION

En helmintos parasitos, las GSTs representan una de las principales clases de enzimas
detoxificantes, identificAndose hasta el momento cinco clases diferentes: Mu, Pi, Sigma,
Omega y Zeta (Torres-Rivera & Landa 2008; Cwiklinski et al. 2015). Debido a la baja actividad
CYP que poseen los helmintos, se cree que estos organismos dependen principalmente de
reacciones de reduccion e hidrdlisis como reacciones de fase I. Las GSTs son las principales
enzimas de detoxificacion de fase Il (Brophy et al. 2012; Matouskova et al. 2016). Son capaces
de metabolizar una gran variedad de compuestos enddgenos y exdgenos, protegiendo de esta
forma al organismo (Torres-Rivera & Landa 2008). Por estos motivos, varias GSTs de
helmintos, especialmente de trematodos y nematodos, han sido caracterizadas
profundamente a nivel molecular y bioquimico (Torres-Rivera & Landa 2008). Normalmente
los organismos expresan mas de una clase de GSTs. Esto les permite complementar las
funciones, ampliando el espectro de actividades con el fin de protegerse a si mismo. Hasta el
momento, se han detectado GSTs heterodiméricas en mamiferos, las cuales estan formadas
por subunidades de la misma clase, en particular Alfa y Mu (Hayes & Pulford 1995). Las
primeras GSTs identificadas fueron clasificadas, entre otros criterios, por los sustratos que
eran capaces de utilizar. En mamiferos cada una de las clases de GSTs cataliza un conjunto
determinado de reacciones y utiliza sélo ciertos sustratos. En general las GSTs pueden ser
clasificadas segun el tipo de sustratos modelo que utilizan. Sin embargo, este criterio no
puede ser extrapolado a otros organismos, dificultando su clasificacién. Entre ellos en los
helmintos pardsitos, algunas GSTs presentan actividades solapantes frente a distintos
sustratos marcadores de cada clase (Torres-Rivera & Landa 2008). Por ejemplo este hecho ya
ha sido reportado para la EgGST1r, la cual presenta actividad glutation transferasa frente al
sustrato BSP caracteristico de la clase Mu y el dcido etacrinico de la clase Pi, asi como actividad
GSH peroxidasa frente al hidroperdxido de cumeno caracteristico de la clase Alfa (Harispe et

al. 2010).

Se observd que la EgGST2-3r presentd actividad GST frente al sustrato universal CDNB, al
DCNB (caracteristico de la clase Mu), y también presento actividad frente al trans, trans-2,4-
decadienal, producto secundario de la peroxidacion lipidica (Salvatore et al. 1995; Torres-

Rivera & Landa 2008). Esta ultima actividad podria ser relevante ya que la respuesta inmune
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del hospedero implica la produccién de diversas especies oxidantes que podrian iniciar un
proceso de peroxidacion en las membranas de las células del parasito. Pudiendo esta
actividad ser importante en el contexto de un infeccidn. Se ha reportado que distintas GST
parasitarias exhiben esta actividad (Torres-Rivera & Landa 2008). En suma, al comparar el
perfil de sustratos con el reportado para EgGST1r, se observa que ambas presentan
actividades diferentes. Logrando de esta manera al cumplir roles ligeramente diferentes en

el parasito, desarrollar una mejor adaptacion a la vida en el hospedero.

Por otro lado, EgGST2-3r presento al igual que otras GST de cestodos (EgGST1r y Ts26GST),
una mayor especificidad frente al GSH con respecto al CDNB (Tabla 7). Esto se observa al
comparar las kcat/Km de cada enzima con cada sustrato. Los valores para esta relacién son
mayores para el GSH con respecto al CDNB. El valor de kct/Km representa la constante
aparente de orden dos, que se relaciona con las propiedades de la enzima libre y el sustrato
libre (Dixon & Webb 1979). Esto se asemeja a la eficiencia catalitica y a la especificidad de la
enzima por el sustrato. Ademas, la kcat tanto del heterodimero como de las otras GST de
cestodos se encuentran en el mismo orden. Sin embargo, la relacidon kcat/Km (cone) para el
heterodimero, es un orden menor que para las otras GSTs reportadas. Pudiendo ser esta

actividad no la principal, pero formar parte de un set de respaldo.

Tabla 7. Constantes cinéticas. Comparacidn de las constantes cinéticas halladas para GST de E. granulosus, E.
multilocularis (EMGST1)y T. solium (Ts26GST).

Km (mM) kcat (s)  keat(s)/ Km (CDNB) (mM)  kcat (s2)/ Km (GSH) (mM)
CDNB  GSH
EgGST2-3r 3.7 0.39 1.7 0.46 4.4
EgGST1r? 0.80 0.50 2.0 2.5 4.0
EMGST1® 0.32 - 3.3 10 -
Ts26GST® 2.0 0.90 4.3 2.2 4.8

a(Harispe et al. 2010) b(Torres-Rivera & Landa 2008).

Continuando con la caracterizacidn cldsica de las GST se realizé el perfil de inhibidores. Se ha
reportado que la unién de diversos compuestos y algunas drogas antihelminticas a GSTs
parasitarias produce una inhibicién de la actividad enzimdatica (Brophy et al. 1989). La

guimioterapia, si bien no es completamente eficiente, constituye un tratamiento prometedor
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para el control de la hidatidosis. Esta terapia podria disminuir el tamafio del quiste previo a la
intervencion quirdrgica, o incluso evitar la cirugia. También podria evitar el desarrollo de una
infeccidn secundaria luego de la siembra accidental del PEs tras la cirugia. En este trabajo se
analizd la inhibicion de EgGST2-3r por diversos compuestos y algunas drogas antihelminticas
disponibles. Dentro de los compuestos estudiados, el Cibacron Blue y el 4cido elagico, fueron
los que produjeron una mayor inhibicién de la actividad enzimatica. Por otro lado dentro de
los antihelminticos, los fenoles halogenados fueron los responsables de inhibir en mayor
medida a la GST. Esto concuerda con lo observado para otras GSTs de helmintos, las cuales
suelen resultar mas sensibles al Bitionol y al Hexaclorofeno que al resto de los antihelminticos
(Torres-Rivera & Landa 2008). Por otro lado dentro de los benzimidazoles el mejor inhibidor
fue el Fenbendazol, a pesar de no ser el utilizado habitualmente en el tratamiento de la
equinococosis quistica (Brunetti et al. 2016; Higuita et al. 2016). Teniendo en cuenta los bajos
valores de inhibicién de EgGST2-3r obtenidos para los benzimidazoles, de todas formas otros
trabajos han demostrado que tanto el Albendazol como el Mebendazol son capaces de
reducir o inhibir la actividad GST del pool de enzimas de E. granulosus, alterando su
metabolismo (Adnani Sadati et al. 2016; Matouskova et al. 2016). Actualmente ambas drogas
son utilizadas para el tratamiento de esta parasitosis, tanto en el hospedero definitivo, como
en el humano (Brunetti et al. 2016). Una ventaja de poseer dos enzimas con paneles de
inhibidores distintos seria tener mas herramientas para la supervivencia al enfrentarse a
drogas distintas. Mas aun teniendo en cuenta que ambas enzimas presentan actividades
similares y redundantes. Es decir, mientras que una droga como la Rafoxanida posee un bajo
ICso para la EgGST1r, necesita una mayor concentracidén para inhibir al heterodimero. Lo
opuesto ocurre con el Fenbendazol, Closantel y Bitionol, que a una menor concentracion

logran inhibir al heterodimero.

En helmintos parasitos, hasta el momento no se han reportado GSTs heterodiméricas, siendo
la EgGST2-3r la primer enzima de este tipo en ser expresada y caracterizada. Cada subunidad
gue compone a la GST contiene un sitio activo, por lo que el heterodimero presenta dos sitios
cataliticos diferentes. Esto sugeriria que el heterodimero podria actuar sobre los mismos
sustratos utilizados por los homodimeros con los que comparte subunidades (EgGST2-2 vy
EgGST3-3). Si este fuera el caso, podriamos tener a mds de una enzima actuando

simultdaneamente sobre el mismo sustrato. Otro aspecto a tener en cuenta es que cada uno
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de los homodimeros y el heterodimero podrian presentar una afinidad y eficiencia catalitica
diferente frente a un determinado sustrato. A su vez, cada enzima tendria una sensibilidad
distinta frente a la inhibicion por diferentes compuestos con los que se encuentre el parasito
y por el producto de la reaccion que cataliza. En este sentido, se ha propuesto que una de las
ventajas de la formacion de enzimas heterodiméricas es que los productos de las reacciones
catalizadas por una de las subunidades pueden ser secuestrados por la otra subunidad, de
forma de impedir la inhibicién de la enzima por el producto (Hayes & Pulford 1995). Sin
embargo, existe la posibilidad de que, si bien EgGST2-3 tiene dos sitios activos diferentes, los
mismos no sean exactamente iguales a los encontrados en los correspondientes
homodimeros. Las interacciones entre las subunidades podrian dar lugar a estructuras
proteicas diferentes, afectando asi la arquitectura de los sitios activos y repercutiendo en la
especificidad de sustratos de la enzima. Asi, EgGST2-3 podria utilizar sustratos diferentes a los
de los homodimeros, por lo que seria relevante la expresion de las tres enzimas en forma
simultanea en una determinada region del parasito para actuar sobre un rango mas amplio
de sustratos (La-Rocca 2014). Es por esto que se ensayaron las actividades caracteristicas de
la clase Omega vy la clase Sigma, a las cuales el heterodimero presenta similitud de secuencia
(Iriarte et al. 2012). La actividad dehidroascorbato reductasa, una actividad clasica de la clase
Omega, seria importante para la regeneracién del ascorbato. En presencia de compuestos
oxidantes, el ascorbato se convierte en monodehidroascorbato que, si no es reducido
rapidamente, se convierte en dehidroascorbato (Dixon D. P. y col., 2011). El ascorbato es un
importante antioxidante para los mamiferos y las plantas. Aunque no hay informacion sobre
la utilizacién de este compuesto por parte de los helmintos, se ha propuesto que GSTs de S.
mansoni podria utilizar el ascorbato proveniente de su hospedero (Girardini J. y col., 2002).
Esto contribuiria a la proteccién del parasito frente al estrés oxidativo. De esta forma,
adquiere importancia para el parasito la regeneracion del ascorbato, y por lo tanto, la
actividad dehidroascorbato reductasa de enzimas como las GSTs. Por otro lado la actividad
tiol transferasa se caracteriza por la formacion de disulfuros mixtos entre las proteinas vy el
GSH, protegiéndolas de esta manera de modificaciones por moléculas oxidantes, evitando
una posible pérdida de su funcidon (Townsend 2007). En suma, ambas actividades brindarian
estrategias importantes en la proteccidn del parasito frente al estrés oxidativo. Sin embargo

el heterodimero no presentdé ninguna de las dos actividades caracteristicas de la clase Omega.
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Esta ausencia puede deberse a que la subunidad EgGST3 per se no la posea, o que exista
impedimentos estéricos o cambios conformacionales al generarse el heterodimero, que no
permita el acercamiento del sustrato al sitio catalitico (residuo de Cys). Para abordar esto,
seria pertinente estudiar esta actividad en el homodimero EgGST3-3, el cual posee en el sitio
activo aminodcidos relacionados a las GST de clase Omega (Iriarte et al. 2012). Reportes
anteriores de la estructura cristalografica de una GST Omega humana (HsGSTO1), ha
permitido identificar algunos residuos importantes para la catalisis (Board et al. 2000; Brock
et al. 2013). Los resultados de la comparaciéon de la secuencia entre distintas GSTs de clase
Omega muestran una conservacion parcial de la regidén conceso. De los cinco aminoacidos
conservados entre GSTs de clase Omega, dos se encuentran presentes en la secuencia de
EgGST3. Estos cambios en la secuencia podrian, al menos en parte, estar involucrados con la
ausencia de las actividades cataliticas de la clase Omega en EgGST2-3r. Sin embargo, teniendo
en cuenta que no se han identificado GSTs de clase Omega en E. granulosus, y que EgGST3
presenta varios de los residuos cataliticos conservados de esta clase, se podria sugerir que el
homodimero podria cumplir dichas funciones. Por otro lado, teniendo en cuenta que la
subunidad EgGST2 y parte de la secuencia de EgGST3 presentan homologia con la clase Sigma,
el heterodimero podria adquirir, en teoria, también actividades caracteristicas de esta clase
(Iriarte et al. 2012). La produccidon de prostaglandinas es una de estas actividades
caracteristicas. La sintesis de prostaglandinas por parte de las GSTs parasitarias estaria
involucrada en la polarizacion de la respuesta inmune del hospedero, permitiendo el
establecimiento y la sobrevida del parasito (LaCourse et al. 2012; Dowling et al. 2010).
Estudios realizados previamente por nuestro grupo de trabajo comprueban que estos
aminodcidos conservados estan presentes en EgGST2 (Iriarte et al. 2012). En este trabajo se
analizaron los residuos conservados involucrados en la unidn al GSH y a la PGH; (Hervé et al.
2003). Dentro de estos residuos la EgGST2 conserva cuatro de los cinco aminoacidos
relevantes para la unidon a GSH vy los tres residuos relevantes para la unién a PGH,. Estos
resultados sugieren que EgGST2 podria presentar la actividad prostaglandina sintasa,
perdiendo esta actividad al asociarse con la subunidad EgGST3, a consecuencia, por ejemplo,

de un impedimento estérico imposibilitando el acercamiento del sustrato al sitio activo.

Ademas, se ensayo la actividad peroxidasa dependiente de GSH. La EgGST2-3r presento una

actividad especifica del orden descripto para otras GST de helmintos como EMGST1 de E.
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multilocularis (Torres-Rivera & Landa 2008). Debido a los escasos sistemas de detoxificacion
que este pardsito podria presentar, si bien la actividad especifica presentada no es tan alta
como la exhibida por EgGST1r (Harispe et al. 2010), poseer actividades redundantes podria
ser relevante frente a la proteccion de radicales libres derivados del oxigeno. Ademas se hallé
el valor de la relacion kct/Kv , sin embargo, no existen referencias para comparar estas
constantes con otras GST de helmintos, ya que solo se reporta el valor de la actividad
especifica. De todas formas se puede comparar este valor con el descrito para otras enzimas
metabodlicas (Bar-Even et al. 2011). Teniendo en cuenta estos resultados el valor hallado para
keat/Km es tres drdenes menor al valor estandar reportado para la mayoria de las enzimas
metabdlicas, por lo que es probable que esta actividad represente un sistema de respaldo,
para el set de enzimas ya existentes en el pardsito (Bisio et al. 2015; Harispe et al. 2010),

frente a la proteccion de especies reactivas del oxigeno.

Ademas de los ensayos realizados, se estudiaron actividades no cataliticas, como la capacidad
ligandina de la enzima. La EgGST2-3r presento actividad ligandina frente a la mayor parte del
panel de moléculas empleadas. La habilidad de la enzima de unir una gran diversidad de
compuestos, incluidas drogas antihelminticas, le brindaria al parasito un mecanismo de
proteccion, ya que estas drogas al ser secuestradas por la enzima pueden no llegar a su blanco
de acciodn, y ser eliminadas, como un mecanismo de detoxificaciéon pasiva (Plancarte et al.
2014). De esta manera, deberia tenerse en cuenta esta actividad, para el futuro disefio de
nuevos antihelminticos, ya que éstos debido a la actividad ligandina de las GSTs pueden no

llegar a su blanco de accién.

Resumiendo, las actividades que presenta EgGST2-3r son: (l) actividad frente a sustratos
modelos de las glutation transferasas, (ll) actividad con productos secundarios de la
peroxidacién lipidica, (Ill) actividad ligandina frente a varios compuestos, principalmente
drogas antihelminticas, (IV) actividad peroxidasa (del orden de la descripta para otros
helmintos pardsitos como E. multilocularis). Estos resultados, sumados a los estudios de
origen y clasificacién de ambas subunidades sugieren que EgGST2-3 podria estar involucrada
en la proteccién de parasito frente al estrés oxidativo, asi como en mecanismos de

detoxificacion pasiva.
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Por otro lado, la expresion de los homodimeros recombinantes forma parte de los objetivos
de nuestro grupo de trabajo. La expresién de los mismos en sistemas procariotas forma parte
de dos trabajos de Maestria del grupo (Arbildi 2013; La-Rocca 2014). Sin embargo, a pesar de
gque en ambos trabajos se ensayaron diversas condiciones de cultivo, protocolos de
solubilizacidn y purificacién, ni EgGST2 ni EgGST3, pudieron ser producidas en forma soluble
y activa. Es por esto que se decidié emplear un modelo eucariota para la expresién de EgGST2
y EgGST3. Entre estos sistemas, podemos encontrar varias levaduras, como S. cerevisiae y
Pichia pastoris, asi como células de mamifero y el sistema del baculovirus para la expresion
en células de insectos (Brondyk 2009). Una de las principales ventajas de estos sistemas es
gue permiten la incorporacion de diferentes modificaciones postraduccionales como la
glicosilacion. De todas formas, existen diferencias en las estructuras glucidicas incorporadas
en cada uno de los sistemas, lo que puede afectar la estructura y funcién de la proteina. Por
otro lado, los niveles de produccién de la proteina recombinante por parte de los sistemas
eucariotas varia de una proteina a otra, pero en general son menores que los obtenidos en E.
coli (Romanos et al. 1992; Brondyk 2009). Ademas, la expresién de proteinas en estos
sistemas implica una dedicacién de tiempo mayor, son mas costosos y en algunos casos
presentan dificultades para optimizar la expresiéon a gran escala y poder obtener asi
cantidades significativas de proteina (Brondyk 2009). Teniendo en cuenta los resultados
obtenidos por nuestro grupo de trabajo hasta el momento en el marco del Proyecto
FCE_2 2011 1 6436, se decidid expresar los homodimero recombinantes en S. cerevisiae. Se
ensayaron distintas condiciones de expresion y purificacién, sin embargo, durante la
realizacion de esta Tesis de Maestria no fue posible llevar a cabo la optimizacion de la
produccién de estas proteinas. La produccién de la EgGST2-2r en levaduras forma parte del
proyecto de Tesis de Licenciatura en Bioquimica de un integrante de nuestro grupo. De no ser
posible la produccién de estas proteinas en el sistema actual, se podria utilizar
fermentadores, generando de esta manera cultivos de mayor escala, y por consiguiente
mayores concentraciones de las proteinas u otros sistemas; como P. pastoris. Seria de gran
valor obtener los homodimeros recombinantes y asi poder comparar sus actividades con el
heterodimero. De esta manera se podria adjudicar las actividades a cada subunidad
correspondiente o determinar si estas actividades son consecuencia de una sinergia entre

ambas subunidades. Para algunas GSTs heterodiméricas de mamiferos se ha observado que
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la actividad frente a un determinado sustrato presenta valores intermedios entre las
actividades de los correspondientes homodimeros (Hayes & Pulford 1995). De esta manera
contar con la caracterizacién del heterodimero a pesar de no contar con los homodimeros,
nos permitié conocer en qué mecanismos podrian estar involucrados. Estos pueden ser la
proteccidon frente al estrés oxidativo (actividad peroxidasa) o mecanismos de detoxifiacion
pasiva (actividad ligandina). A pesar de que restan varios aspectos de las EgGSTs por estudiar
la importancia asignada a estas enzimas, hace que sean consideradas como posibles blancos

de nuevas drogas antihelminticas o candidatas para el desarrollo de vacunas.
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