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Abreviaturas 

A continuación se listan solo algunas abreviaturas usadas en este trabajo, escogidas por su frecuencia o 

relevancia, excluyéndose las formulas químicas y los acrónimos usados para las diferentes especies (ej. Tb 

para Trypanosoma brucei). Es importante destacar que para mantener la coherencia con las figuras, donde 

generalmente las siglas son más frecuentes que el texto, las abreviaturas se usan en idioma inglés.  

1-C-Grx Glutarredoxina monotiólica 

2-C-Grx Glutarredoxina ditiólica 

AAT Tripanosomiasis animal africana 

BSF Forma sanguínea de Trypanosoma brucei 

CIA Maquinaria citosólica de ensamblado de centros ferrosulfurados  

DTT Ditiotreitol 

FeS Centro ferrosulfurado (genérico) 

GPx Glutatión peroxidasa  

Grx Glutarredoxina, genérico 

GSH Glutatión reducido 

Gsp Glutationilespermidina reducida 

GspS Glutationilespermidina sintetasa 

GspS2 Glutationilespermidina oxidada 

GSSG Glutatión oxidado 

GST Glutatión transferasa 

HAT Tripanosomiasis africana en humanos 

ISC Maquinaria mitocondrial/bacteriana de ensamblado de centros ferrosulfurados 

LS Morfología “long slender” del estadío BSF de T. brucei 

NMR Resonancia Magnética Nuclear 

NTD Enfermedades tropicales desatendidas 

PCF Forma procíclica de Trypanosoma brucei 

PDI Isomerasa de disulfuro de proteínas 

Px Peroxidasa, genérico 

RSH Tiol, genérico 

RS- Tiolato, genérico 

SIF Factor de inducción de la forma “stumpy” 

SNC Sistema Nervioso Central 

SS Morfología “short stumpy” del estadío BSF de T. brucei 

T(SH)2 Tripanotión reducido 
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TAO Oxidasa alternativa de tripanosomas 
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TGR Tiorredoxina-glutatión reductasa 

Trx Tiorredoxina 
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VSG Glicoproteína variable de superficie 
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1.1. Tripanosomas y tripanosomiasis 

1.1.1. Clasificación de los tripanosomas y relaciones evolutivas  

Los tripanosomátidos constituyen un grupo de protozoarios unicelulares flagelados con especies de vida 

libre y parásitos de insectos, plantas y mamíferos (Maslov et al., 2013; Simpson et al., 2006). Varios 

miembros de esta familia son ampliamente conocidos por ser patógenos de humanos o ganado, 

produciendo enfermedades de gran impacto en la salud humana y animal (Barrett et al., 2003). Todas las 

especies de tripanosomátidos pertenecen al orden Kinetoplastida el cual, junto a los grupos Diplonemida 

(organismos de aguas profundas) y Euglenida (organismos fotosintéticos) forman el filo Euglenozoa 

(Figura 1.1) (Simpson et al., 2006). Los organismos del orden Kinetoplastida comparten entre sí 

características celulares y bioquímicas como ser el mecanismo de expresión de genes en núcleo y 

mitocondria, la compartimentalización de la vía glucolítica en un organelo especializado (glicosoma) y la 

organización del ADN mitocondrial en una estructura compacta denominada kinetoplasto, que da 

nombre al grupo (Vickerman, 1985) Dentro de los kinetoplástidos, el grupo mejor conocido y que nos 

interesa a los efectos de este trabajo es Trypanosoma, que incluye especies monoflageladas 

heterotróficas, ya sea de vida libre o parasitaria (Simpson et al., 2002, 2006; Stevens et al., 2001). Varios 

estudios metabólicos y genéticos propusieron que los tripanosomátidos representan uno de los linajes 

eucariotas más antiguos, relacionado a los euglénidos (Figura 1.1) los cuales evolucionaron a partir de 

organismos biflagelados de vida libre del grupo “bodonidos”  mediante la colonización de insectos 

hematófagos en una primera instancia y luego de organismos mamíferos (Ahmadinejad et al., 2007; 

Cavalier-Smith, 2012; Deschamps et al., 2011; Hannaert et al., 2003a; Jackson et al., 2008, 2008; Simpson 

et al., 2006). El género Trypanosoma posee dos linajes de organismos parásitos (Trypanosoma y 

Leishamnia) que se separaron tempranamente en la evolución (Stevens et al., 1999), lo cual es 

coincidente con que presentan diferentes estrategias parasitarias, hospederos, vectores y distribución 

geográfica (Simpson et al., 2006). A su vez, a partir del taxón Trypanosoma divergieron dos clados 

independientes conocidos como “brucei” y “cruzi”, los cuales, si bien poseen un ancestro en común 

(grupo monofilético), evolucionaron de manera independiente y en diferentes regiones del planeta 

(Simpson et al., 2006).  

Dentro del clado “cruzi” o tripanosomas del “nuevo mundo” (Américas y Oceanía) (Stevens et al., 1999) se 

encuentra la especie Trypanosoma cruzi, causante de la enfermedad de Chagas o “tripanosomiasis 

americana”, endémica en la mayoría de América Central y del Sur (Barrett et al., 2003) y con una fuerte 

expansión durante la última década en la región centro-sur de Estados Unidos de América (EUA) (Bern 

and Montgomery, 2009) (Figura 1.2). Desde su descubrimiento en 1909 por el médico brasilero Carlos 

Chagas se ha avanzado considerablemente en el entendimiento de esta enfermedad, su agente 

etiológico y los vectores que lo transmiten, más no así en su tratamiento. La enfermedad de Chagas y el 

parásito T. cruzi han sido objeto de estudio en nuestro país desde hace casi 100 años. Esta tradición 

rindió su fruto y permitió a Uruguay ser el primer país del continente en certificar la interrupción de la 
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transmisión vectorial de T. cruzi por triatomínidos (ej. Triatoma infestans, vinchuca) en 19971. Los 

parásitos del género Leishmania, por su parte, infectan una gran variedad de animales y se han reportado 

más de 20 especies que infectan humanos, distribuidas por todo el planeta a excepción de Australia y la 

Antártida (Stevens et al., 2001). La leishmaniasis se manifiesta bajo dos formas predominantes conocidas 

como cutánea o visceral y es considerada una de las enfermedades tropicales desatendidas (NTD, por sus 

siglas en inglés) con mayor distribución y morbi-mortalidad (Figura 1.2). En virtud de la complejidad y 

diversidad de tripanosomas patógenos, en las próximas secciones nos centraremos en los tripanosomas 

“africanos” y particularmente en la subespecie T. brucei brucei2

 

, la cuál es el objeto de estudio de nuestro 

trabajo y un excelente modelo para el estudio tanto de procesos infecciosos parasitarios en general, 

como de mecanismo esenciales de la biología de células eucariotas (Montagnes et al., 2012). Las 

referencias a otras especies se realizarán cuando sea relevante por fines comparativos. 

1.1.2. Tripanosomas africanos 

Diferentes subespecies del clado “brucei”, entre los que se destaca T. brucei brucei, T. b. gambiense y T. b. 

rhodesiense, son agentes etiológicos de enfermedades inhabilitantes y/o fatales en humanos y ganado 

(Maudlin, 2006). La mayoría de las enfermedades producidas por los tripanosomas africanos fueron 

reportadas al mundo occidental a finales del siglo XIX por los contingentes médicos y militares que 

acompañaron la colonización del continente africano por parte de las potencias europeas, si bien 

existían reportes previos asociados a enfermedades en “esclavos” que hoy sabemos que se trata de 

síntomas de tripanosomiasis3

                                                           
1 Un  excelente resumen de esta tradición científica se recoge en el libro de trabajos del Simposio “A 100 Años del 
Descubrimiento de la Enfermedad de Chagas: Contribuciones desde Uruguay” editado por las Drs. B. Garat y A. Parodi-
Tálice y publicado por la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) en Montevideo en Diciembre de 2009.  

. Durante el siglo XX se describieron decenas de especies, cepas y 

variedades de tripanosomas africanos (Maudlin, 2006; Steverding, 2008) pero, debido a su similitud 

morfológica, complejo ciclo de vida (Fèvre et al., 2006; Maudlin, 2006; Stevens et al., 2001) y problemas 

inherentes a los marcadores usados en las primeras filogenias moleculares (Simpson et al., 2002, 2006), 

tanto la sistemática como las relaciones evolutivas entre las diferentes especies son aún tema de debate, 

como sucede -por otro parte- con la mayoría de los organismos del reino Protozoa (Adl et al., 2007, 2012; 

Cavalier-Smith, 2012). En consecuencia, al día de hoy coexisten clasificaciones basadas en marcadores 

moleculares con otras serotípicas o de origen clínico como ser, por ejemplo, la clasificación de los 

tripanosomas patógenos en “estercoraria” o “salivaria” en función de la vía de transmisión del insecto 

2 El parásito T. brucei debe su nombre al médico y microbiólogo escocés Sir David Bruce (1855-1931), reconocido 
como la persona que identificó al agente causante de la enfermedad de Nagana y su mecanismo de transmisión 
(Steverding, 2008). Los doctores Aldo Castellani (patólogo italiano, 1878-1971) y Eugène Jamot (médico militar 
francés, 1879–1937) tuvieron también una participación crucial en la caracterización y tratamiento de la 
enfermedad y sus causas (Maudlin, 2006; Steverding, 2008, 2010; Welburn and Maudlin, 2012). 
3 Este es el caso de los “botones” de Winterbottom, término usado para describir una manifestación clínica hecha 
en 1803 por el Dr. Thomas M. Winterbottom (1766-1859) para los casos de linfadenopatía cervical posterior (ver 
texto) asociado con la tripanosomiasis africana (ver “African Sleeping Sickness” de Wellcome Trust Films (1988), 
disponible en el canal web de la organización, http://www.youtube.com/watch?v=GizVxlT8S3w).   
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vector (Maslov et al., 2013; Simpson et al., 2006; Stevens et al., 2001). Gracias al avance en las técnicas de 

secuenciación de genómas completos recientemente ha sido posible comenzar a comprender las 

relaciones evolutivas entre estos organismos, lo que constituye un importante aporte para entender la 

epidemiología de las enfermedades que causan y sus posibles tratamiento (Balmer et al., 2011a; Brun et 

al., 2010; Gibson, 2007; Jensen et al., 2008; Lai et al., 2008; MacGregor et al., 2012; Maslov et al., 2013; 

Maudlin, 2006; Sharma et al., 2009; Steverding, 2010, 2008). 

Brevemente, porque se desarrollará en la próxima sección, los tripanosomas africanos son organismos 

con ciclo de vida digenético y pleiomórfico que alternan entre un hospedero mamífero y un insecto 

vector, generalmente moscas de la familia Glosina spp., conocidas popularmente como moscas “tsetsé”. 

El ciclo de vida natural de estos parásitos comienza cuando un insecto infectado inyecta mecánicamente 

cientos a miles de parásitos al picar al hospedero mamífero para alimentarse (Sharma et al., 2009), los 

cuales inicialmente proliferan en la dermis o vasos sanguíneos superficiales del hospedero y luego 

migran e invaden el sistema hematolinfático y, posteriormente, órganos internos (Barrett et al., 2003; 

Brun et al., 2010). A diferencia de T. cruzi y Leishmania spp., los tripanosomas africanos se mantienen 

siempre como parásitos extracelulares (Matthews, 2005). Si bien la forma infectiva podría replicarse de 

manera indefinida dentro del hospedero mamífero, no está adaptada a las condiciones de vida dentro 

del insecto. El ciclo se cierra gracias a que parte de la población proliferante se diferencia a una forma 

capaz de colonizar el tubo digestivo del insecto al ser ingerida en una nueva picadura, asegurando la 

transmisibilidad (ver Figura 1.5 más adelante).  

 

1.1.3. Tripanosomiasis en animales 

El parásito T. brucei brucei infecta animales domésticos como ganado vacuno, ovejas, cabras, cerdos, 

camellos y caballos. Tanto este parásito como, T. congolense y T. vivax, todos pertenecientes al clado 

“brucei” (Stevens et al., 2001), determinan la “enfermedad de Nagana” en animales, mientras que T. evansi 

y T. equiperdum4 son los agentes etiológicos de las enfermedades conocidas como “Surra” y “Dourine”, 

respectivamente, que afectan fundamentalmente a caballos, camellos y búfalos (Brun et al., 1998; Lun et 

al., 2010). El conjunto de las enfermedades producidas por estos parásitos es conocida como 

“tripanosomiasis animal africana” (AAT, por sus siglas en inglés) y es considerada la enfermedad del 

ganado más importante en el continente africano ya que tiene un efecto directo en la economía de los 

países de la zona endémica, causando la muerte de cerca de 3 millones de cabezas de ganado por año5

                                                           
4 Resultados filogenéticos recientes indican que T. evansi y T. equiperdum serían subespecies de T. brucei de origen 
recientemente y derivadas de la subespecie T. b. brucei (Jensen et al., 2008; Lai et al., 2008). 

 y 

5 Datos disponibles en el Plan de Acción del “Pan African Tse-Tse and Trypanosomiasis Eradication Campaign” 
(PATTEC) lanzado por la Organización del África Unida en 2001, disponible en:  
http://www.africa-union.org/Structure_of_the_Commission/depPattec.htm#  
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un efecto indirecto por pérdidas económicas estimadas en 5000 millones de dólares por año6. Con la 

excepción de T. equiperdum, que es de transmisión sexual y tiene un ciclo de vida monogenético (Brun et 

al., 1998), las otras especies son digenéticas y son transmitidas fundamentalmente por moscas de género 

Glosina spp. pero también por otros insectos hematófagos como tábanos (Brun et al., 1998; Desquesnes 

and Dia, 2003, 2004) o inclusive por mordeduras de murciélagos (Hamilton et al., 2012). Si bien en la zona 

endémica (“cinturón tsetsé”, Figura 1.3) la relevancia de esta vía de transmisión “alternativas” es menor 

se piensa que las mismas han tenido un importante impacto en la dispersión de la AAT fuera de África 

(Jensen et al., 2008). Por ejemplo, se han reportado brotes de la enfermedad de Surra (T. evansi) tanto en 

zonas de Europa como de Asia (Gutierrez et al., 2010; Tuntasuvan et al., 2003). A su vez, tanto T. evansi 

como y T. vivax, fueron introducidos en América Central a mediados del siglo XIX con la importación de 

ganado a la Guyana Francesa (Dávila and Silva, 2000) y, a pesar de que la mosca tsetsé no está presente 

en el continente americano, estos parásitos se han distribuido ampliamente mediante vectores no 

tradicionales como tábanos y murciélagos7

 

, llegando inclusive a zonas subtropicales como la Pampa 

Argentina o el sudeste de Brasil, donde la enfermedad es bien conocida entre los criadores de caballos 

como “mal das cadeiras” (Batista et al., 2007, 2009, 2012; Dávila and Silva, 2000; Rodrigues et al., 2009; Da 

Silva et al., 2011).  

1.1.4. La tripanosomiasis africana en humanos y su tratamiento 

La tripanosomiasis africana en humanos (HAT, por sus siglas en inglés)8

                                                           
6 Datos al 2009 publicados por el “Programme Against African Trypanosomosis” (PAAT) establecido por la 
Organización de Alimentos y Agricultura (FAO) de las Naciones Unidas (UN) en 1997, disponible en 

 o “enfermedad del sueño” es una 

de las NTD más distribuidas en el continente africano y es causada por las subespecies T. b. rhodesiense y 

T. b. gambiense, estrechamente emparentadas con T. b. brucei. El desarrollo de la enfermedad presenta 

una fase inicial en la cual el parásito invade y prolifera en el torrente sanguíneo y otra tardía en la cual se 

da la invasión del sistema nervioso central (SNC) y proliferación en el líquido cefalorraquídeo, 

acompañada de intensas migrañas, trastornos del sueño y disfunciones mentales, terminando 

generalmente en la muerte de la persona infectada (Barrett et al., 2003; Brun et al., 2010). La región 

endémica de esta enfermedad está determinada por la zona donde habita la mosca tsetsé  (Welburn and 

Maudlin, 2012) e incluye aproximadamente a 70 millones de personas, distribuidas en 36 países. La 

región es, además, endémica por otra gran cantidad de enfermedades infecciosas, incluyendo NTD de 

amplia difusión como las helmintiasis (Figura 1.2). Los principales focos activos se encuentran en zonas 

rurales extremadamente pobres y de difícil acceso (Brun et al., 2010; Simarro et al., 2012), determinando 

http://www.fao.org/ag/againfo/programmes/en/paat/about.html.   
7 Recientemente Hamilton y colaboradores propuesieron que la transmición por murciélagos ha cumplido un rol 
central en la evolución y difusión del tripanosoma T. cruzi en el continento americano (Hamilton et al., 2012) 
8 Por información actualizada ver sitio web de la Organización Mundial de la Salud (OMS) 
http://www.who.int/trypanosomiasis_african/en, sitio web del Centro para el control de enfermedades de Estados 
Unidos (CDC) http://www.cdc.gov/parasites/sleepingsickness o sitio web de la iniciativa de Drogas para 
Enfermedades Desatendidas (DNDi) http://www.dndi.org/diseases-projects/diseases/hat.html.   
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que aproximadamente el 10% de la población del África subsahariana viva en zonas de riesgo medio a 

alto de contraer la infección, las cuales representan el 7.4 % del área total de los países afectados 

(Simarro et al., 2012). A su vez, la zona endémica cubre 1.5 millones de km2 de tierra cultivable de gran 

importancia económica (Matovu et al., 2001; Simarro et al., 2012) (Figura 1.3).  

La subespecie T. b. rhodesiense es endémica de la zona este y sur de África (Figura 1.3) (Simarro et al., 

2012) y las infecciones por este parásito cursan como una enfermedad aguda caracterizada por una alta 

carga parasitaria, anemia y trombocitopenia severa, acompañadas por la hipertrofia del sistema 

reticuloendotelial y el hígado. Estos parásitos pueden atravesar la barrera hematoencefálica induciendo 

así un estado comatoso en un tiempo relativamente corto (semanas a meses) después de la infección 

(Brun et al., 2010). Si no se trata, la patología evoluciona hacia una pancarditis con falla cardiaca y edema 

pulmonar, determinando la muerte en poco tiempo (Barrett et al., 2003). T. b. gambiense, por su parte, se 

encuentra concentrado en las regiones este y centro del continente Africano (Simarro et al., 2012) (Figura 

1.3) y presenta un período de latencia más largo, con un progreso lento hacia un estado crónico. En la 

fase precoz de esta enfermedad (fase 1) la manifestación clínica más habitual es un tipo de 

linfoadenopatía mencionada anteriormente como “botones de Winterbottom” (Brun et al., 2010; 

Kennedy, 2012) (ver nota al pie N°3). En el caso de T. b. gambiense la invasión del fluido cerebroespinal 

(fase 2) puede ocurrir de 3-10 años después de la infección resultando, general pero no universalmente, 

en la muerte de la persona infectada (Jamonneau et al., 2012).  

Mientras que T. b. rhodesiense y T. b. gambiense son capaces de infectar humanos, la subespecie T. b. 

brucei es sensible al “factor tripanolítico” (TLF), una actividad tripanocida presente en el plasma humano 

formada por la apolipoproteína L1, la proteína relacionada a la haptoglobina (HpRP) y lipoproteínas del 

alta densidad (HDL) (Pays and Vanhollebeke, 2009). La resistencia de T. b. rhodesiense al TLF se debe a 

que este organismo expresa una glicoproteína de superficie denominada SRA (por “serum resistance 

associated”), ausente en T. b. brucei (Fèvre et al., 2006; Pays and Vanhollebeke, 2009). Dado que ambas 

subespecies son genéticamente idénticas y solo se diferencian en el gen SRA, Balmer y colaboradores 

(Balmer et al., 2011b) propusieron que T. b. rhodesiense es tan solo una variante fenotípica de T. b. brucei. 

Estas propuestas coinciden con la epidemiología de la enfermedad producida por T. b. rodhesiense, que 

se considera una zoonosis con reservorios animales domésticos y salvajes, mientras que no es el caso 

para T. b. gambiense. En consecuencia, la forma infectiva de T. b. brucei es un excelente modelo de 

investigación para la forma más agresiva de HAT producida por T. b. rhodesiense (ver a continuación) 

(Fèvre et al., 2006; Pays and Vanhollebeke, 2009). T. b. gambiense, por su parte, puede determinar 

infecciones crónicas en humanos por lo cual también logra escapar al efecto lítico del TLF y 

recientemente se identificó que el mecanismo molecular de esta resistencia está al menos parcialmente 

asociado a una glicoprotéina de superficie específica de esta subespecie (Uzureau et al., 2013). Desde el 

punto de vista epidemiológico, la diferencia en el cuadro clínicos que presentan las infecciones por estas 

dos subespecies tiene un profundo efecto en su diagnóstico y mortalidad, ya que más del 90% de los 

casos de HAT reportados y tratados corresponden a T. b. gambiense, mientras que las infecciones 
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zoonóticas por T. b. rhodesiense, que son rápidamente letales (80% de las personas infectadas muere 

dentro de los primeros 6 meses de contraída la infección (Cavalli and Bolognesi, 2009), están 

marcadamente subdiagnosticadas (Brun et al., 2010; Fèvre et al., 2006; Simarro et al., 2012).  

Respecto a los datos epidemiológicos, se considera que en la actualidad existen al menos 300000 

personas infectadas y se producen unas 50000 muertes por año como consecuencia de esta enfermedad 

(Fèvre et al., 2006; Simarro et al., 2012). Si bien no se trata de la NTD más distribuída en el África sub-

sahariana (Figura 1.2), posse un enorme impacto social y económico debido a su efecto en la calidad de 

vida de las personas infectadas y en el acortamiento significativo de su esperanza de vida (Hotez and 

Kamath, 2009)9. La falta de recursos humanos y económicos combinado con la situación geopolítica de 

los países más afectados (por ejemplo, la República Democrática del Congo es uno de los países con 

menor Índice de Desarrollo Humano y concentra el 85% de los nuevos casos, (Maurice, 2013)) complican 

el control de la enfermedad. Sumado a esto, el único tratamiento disponible hasta el momento es 

farmacológico y hay pocas perspectivas de poder desarrollar una vacuna en el corto plazo (Bethony et al., 

2011). Las drogas actualmente en aplicación para tratar la HAT son solo cinco (Figura 1.4) (Cavalli and 

Bolognesi, 2009; Jacobs et al., 2011a; Steverding, 2010)10

                                                           
9 El índice DALY (“Disability-adjusted life year”) es la medición más utilizada para calcular el costo de una 
enfermedad infecciosa sobre una población y se puede entender como el acumulado de años de vida saludables 
perdidos por la enfermedad, la incapacidad o la muerte prematura. Este valor para HAT asciende a 1.5 millones de 
años considerando datos de 2009 (Hotez and Kamath, 2009).  

. La pentamidina (desarrollada en 1941) y la 

suramina (1921) solo son eficientes en la etapa aguda (fase 1) de la infección. Son relativamente bien 

aceptadas por el paciente, con algunos potenciales efectos secundarios (Kennedy, 2012), pero su 

aplicación solo es útil si el parásito no invadió aún el SNC, lo cual debe determinarse mediante punción 

lumbar y observación histológica, lo que requiere que el paciente sea diagnosticado en un centro de 

salud fijo o ambulante (Brun et al., 2010; Cavalli and Bolognesi, 2009; Kennedy, 2012) y, además, la  vía de 

aplicación de ambas drogas es mediante inyecciones intramusculares (pentamidina) o intravenosas 

(suramina) (Kennedy, 2012). Una vez que el parásito invadió el SNC (fase 2) las drogas que se utilizan son 

el melarsoprol (1949) y la efluornitina (1990). El primero es un arsenato orgánico altamente tóxico, 

doloroso para el paciente, que requiere al menos 10 días continuos de inyecciones, condiciones de 

hospitalización y que mata al 5% de quienes lo reciben (Kennedy, 2012). Sumado a esto, en los últimos 

años se ha reportado el aislamiento de cepas con resistencia a esta droga (Barrett et al., 2011; Matovu et 

al., 2001). La efluornitina, por su parte, si bien presenta menor toxicidad requiere casi 60 inyecciones por 

el lapso de 2 semanas y es solo efectiva contra T. b. gambiense (Cavalli and Bolognesi, 2009; Jacobs et al., 

2011a; Matovu et al., 2001). Claramente, las drogas actuales distan de ser las ideales ya que fueron 

desarrolladas hace décadas, mayoritariamente para uso veterinario, no son seguras para el paciente, 

poseen una eficacia limitada en las etapas finales de la infección y, muy importante, son de difícil 

administración si se tiene en cuenta las precarias condiciones e infraestructura de los centros de salud 

existentes en las zona endémicas (Steverding, 2010).  

10 Ver (Steverding, 2010) para una revisión sobre la historia de las las drogas para el tratamiento de HAT y su 
relación con la industria química europea. 
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Hacia 1960 la HAT se encontraba relativamente controlada (Simarro et al., 2011) pero durante la segunda 

mitad del siglo XX y luego del retiro de las potencias europeas de la mayoría de los países africanos, el 

control epidemiológico cesó y la enfermedad se desarrolló a niveles sin precedentes (Simarro et al., 2012; 

Steverding, 2008). Afortunadamente en las últimas 2 décadas surgieron proyectos esperanzadores ya sea 

de erradicación del vector (Maudlin, 2006; Welburn and Maudlin, 2012) o universalización del acceso a 

drogas (Steverding, 2008) que contribuyeron a reducir en un 60% en el número de nuevos casos por año 

hacia finales de la primera década del siglo XXI (Cavalli and Bolognesi, 2009; Simarro et al., 2011). En 

general, se trata de iniciativas conjuntas entre instituciones científicas de larga tradición en el estudio de 

HAT como el “Swiss Tropical and Publich Health Institut” (Swiss-TP)11 o el “London School of Hygiene and 

Tropical Medicine” (LSHTM)12, instituciones médicas sin fines de lucro (como ser DNDi13 o Médicos Sin 

Fronteras14), organismos internacionales como la OMS y laboratorios farmacéuticos como Sanofi-Aventis 

o Bayer (Simarro et al., 2011)15. En 2007 la OMS autorizó la realización de pruebas clínicas en el terreno 

con la nueva droga pafuramidina (Cavalli and Bolognesi, 2009) (Figura 1.4), la primera droga de vía oral 

disponible para el tratamiento de la fase 1 de la enfermedad. Lamentablemente, los tratamientos fueron 

interrumpidos y la droga retirada luego de un corto período de pruebas por presentar toxicidad hepática 

(Steverding, 2008)16. En 2009 la OMS aprobó el uso de una terapia combinada de efluornitina con 

nifurtimox (Figura 1.4) una de las dos drogas de referencia para el tratamiento de la enfermedad de 

Chagas (Barrett et al., 2003; Cavalli and Bolognesi, 2009). El tratamiento combinado (NETC, por sus siglas 

en inglés) dio excelentes resultados (Priotto et al., 2009; Simarro et al., 2011) y es ahora el tratamiento 

estándar recomendado para la fase 2 de la infección por T. b. gambiense (Kennedy, 2012). Sin embargo, 

bajo el impulso de las agencias internacionales se han desarrollado decenas de nuevos prototipos 

(Barrett et al., 2011; Brun et al., 2010; Steverding, 2010) los cuales, de ser aplicables, auguran un futuro 

muy prometedor para el tratamiento de esta enfermedad (Brun et al., 2011). Entre ellos, es relevante 

destacar el nitroheterociclo fexinidazol17 (Torreele et al., 2010) y el compuesto de boro SCYX-715818

                                                           
11 Swiss Tropical and Publich Health Institut, sitio web: 

 

http://www.swisstph.ch  
12 London School of Hygiene and Tropical Medicine, sitio web: http://www.lshtm.ac.uk/  
13 La DNDi posee una plataforma de ensayos clínicos de HAT en la República Democrática del Congo,  sitio web: 
http://www.dndi.org/diseases-projects/diseases/hat/clinical-trial-platform.html  
14 Médicos sin Fronteras (MSF), sitio web: http://www.msf.org   
15  Desde 2001 Sanofi-Aventis ha donado a la OMS ~1.5 millones de dosis de melarsoprol (Arsobal®), pentamidina 
(Pentacarinat®) y eflornithine (Ornidyl®) mientras que Bayer aportó grandes cantidades de suramina (Germanin®) y 
nifurtimox (Lampit®). Por más  información ver http://www.ifpma.org/global-health/neglected-tropical-
diseases.html. 
16 Maleato de Pafuramidina (DB289), información en: http://www.swisstph.ch/about-us/departments/medicines-
research/pharmaceutical-medicine/experience/pafuramidine-maleate-db289.html  
17 Fexinidazol: actualmente en fase II/III, tratamiento a pacientes en el terreno. El desarrollo de esta droga es el 
fruto de un proyecto de la DNDi comenzado en 2005 en colaboración con el Swiss-TP y los programas nacionales 
de control de la tripanosomiasis africana de la República Democrática del Congo y la República Centroafricana, con 
la colaboración de MSF y varias agencias financiadoras de EUA y Europa. El medicamento es co-desarrollado por la 
compañía farmacéutica francesa Sanofi y DNDi. Por más información ver: http://www.dndi.org/media-centre/press-
releases/1505-new-oral-drug-candidate-hat.html.  
18 Oxaborol SCYX-7158: actualmente en fase I, tratamiento a voluntarios sanos en Paris, Francia. El desarrollo del 
compuesto fue el resultado de una colaboración entre DNDi, las farmacéuticas estadounidenses Anacor 
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(Jacobs et al., 2011b) que se encuentran en etapa de evaluación clínica en humanos desde 2012 (Figura 

1.4). Sin embargo, la generación de resistencia cruzada entre los nitrocompuestos fexinidazol y 

nifurtimox ha encendido una señal de alarma sobre la posible aplicación de ambas drogas en el terreno 

(Sokolova et al., 2010). Sumado a ello, se ha reportado la aparación, cada vez más frecuente, de focos de 

resistencia a efluornitina en determinadas regiones de Africa (Barrett et al., 2011). 

 

1.2. Biología celular y metabolismo en Tripanosoma brucei 

Como se comentó anteriormente, la infección producida por los tripanosomas africanos puede perdurar 

durante meses o años dentro del hospedero mamífero, a pesar de que el patógeno habite 

principalmente el torrente sanguíneo, donde los mamíferos concentran gran parte de su potencial 

inmunológico. A su vez, la mayoría de los tripanosomas africanos son organismos digenéticos que 

alternan entre un hospedero mamífero y otro invertebrado, por lo cual las formas adaptadas a la 

proliferación en un organismo no son viables en el otro y viceversa. Esto determina que los tripanosomas 

africanos hayan desarrollado un ciclo de vida complejo (Figura 1.5) con notables sistemas de adaptación 

a las condiciones del hospedero de turno, algunos de los cuales desarrollaremos en esta sección (para 

revisiones ver (Fenn and Matthews, 2007; Matthews, 2005; Seed and Wenck, 2003; Vickerman, 1985)). 

 

1.2.1. Variación antigénica y proliferación de la forma infectiva para mamíferos 

Uno de los principales retos que debe enfrentar T. brucei para proliferar en el torrente sanguíneo del 

hospedero mamífero es el sistema inmunitario. Estos parásitos han desarrollado un sofisticado sistema 

de evasión basado en variar constantemente el repertorio de antígenos que exponen en su superficie. La 

superficie celular de estos parásitos está absolutamente cubierta por una proteína conocida como 

“glicoproteína variable de superficie” (VSG) la cual, con ~15 millones de copias (T. b. brucei), representa el 

~20% de las proteínas totales del mismo (Vickerman, 1969) (Figura 1.5). En una primera instancia, esta 

envoltura actúa como un escudo previniendo la acción lítica de componentes de la inmunidad innata (ej. 

sistema del complemento) pero, dado que son moléculas altamente inmunogénicas, no evita la 

producción de anticuerpos. Si bien T. b. brucei posee unos 1500 genes para VSG (aproximadamente el 

10% del genoma (Berriman et al., 2005)19

                                                                                                                                                                                                
Pharmaceuticals  y SCYNEXIS dentro de un consorcio que incluye a Pace University (EUA) y el Swiss-TP. Por más 
información ver: 

, solamente uno (o muy pocos) son expresados cada vez, 

asegurando que la cobertura celular sea prácticamente homogénea y que la respuesta inmune humoral 

se desarrolle contra esa variante antigénica de VSG, determinando, en el plazo de algunos días, la muerte 

de los parásitos inmunogénicos por lisis mediada por anticuerpos (Pays and Vanhollebeke, 2009). Sin 

http://www.dndi.org/media-centre/press-releases/1169-oxa-phasei.html  
19 Para ser más precisos, el 93% de los genes de VSG son pseudogenes (Berriman et al., 2005) y la variación 
antigénica implica complicados procesos de recombinación génica que escapan a los objetivos de este trabajo 
(para una revisión reciente ver (Horn and McCulloch, 2010)).  
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embargo, la variante antigénica que puebla la superficie está constantemente sometida a recambio. La 

“variación antigénica” implica procesos epigenéticos de recombinación y silenciamiento que suceden 

estocásticamente a una frecuencia de una vez cada 103-106 divisiones celulares (MacGregor et al., 2012) y 

permiten al parásito contar con -potencialmente- millones de variantes de VSG distintas (para revisiones 

recientes ver (Figueiredo et al., 2009; Horn and McCulloch, 2010). De esta manera, los anticuerpos contra 

la versión inicial de VSG no reconocerán los epítopes de la nueva VSG y una nueva población clonal 

proliferará colonizando al hospedero. Los ciclos periódicos de generación de anticuerpos y variación 

antigénica dan lugar a los perfiles ondulantes de parasitemia característicos de las infecciones naturales 

(MacGregor et al., 2012; Pays and Vanhollebeke, 2009) 

El segundo proceso que controla la proliferación del parásito dentro del hospedero mamífero es la 

diferenciación a una forma no proliferativa. Las dimensiones y morfología de los parásitos proliferantes 

en la sangre del mamífero no son homogéneas y varían marcadamente entre especies (Sharma et al., 

2009) o estadios de la infección (Vickerman, 1985), alternando entre formas finas y alargadas, conocidas 

como “long slender” (LS), y otras más compactas denominadas “short stumpy” (SS), así como estadios 

intermedios (Fenn and Matthews, 2007; Seed and Wenck, 2003). En ambos casos se trata de formas 

tripomastigotas, es decir, células alargadas con la salida del bolsillo flagelar en la parte posterior de la 

célula y con el flagelo proyectándose hacia el extremo anterior adherido al cuerpo celular (Matthews, 

2005). La naturaleza pleiomórfica de la forma infectiva de los parásitos africanos fue identificada 

tempranamente en el siglo XX (Maslov et al., 2013; Maudlin, 2006) así como la demostración de que solo 

la forma LS es proliferativa y solo la forma SS puede transmitir la infección al insecto. A medida que el 

número de parásitos en sangre aumenta, un factor soluble derivado del propio tripanosoma 

denominado “stumpy-inducing factor” (SIF) -de naturaleza aún desconocida- comienza a acumularse 

(Vassella et al., 1997), determinando cambios morfológicos y metabólicos que llevan a la diferenciación 

de LS a SS, una forma no proliferativa pero viable para la transmisión al insecto (Figura 1.5). Los cambios 

más importante que sufre LS son: i) la detención del ciclo celular en G1/G0 (Vassella et al., 1997), ii) la 

reorganización de una mitocondria funcional (ver más adelante, (Feagin et al., 1986; Tyler et al., 1997)), iii) 

cambios en el perfil de expresión génica y proteómico (Butter et al., 2013; Gunasekera et al., 2012; Kabani 

et al., 2009; Kolev et al., 2010; Nilsson et al., 2010; Urbaniak et al., 2012), iv) aumento en la resistencia a 

sistema inmune del hospedero sin recurrir a variación antigénica (MacGregor et al., 2012), v) activación 

de la capacidad de muerte celular programada (Welburn et al., 2006) y vi) preparación para las 

condiciones físicas (pH, temperatura) y químicas (proteasas) que se encontrará en el insecto (Nolan et al., 

2000). Debido a que el factor desencadenante de la diferenciación responde a un mecanismo de 

“quorum sensing”, la forma SS se acumula en los picos de parasitemia (Fenn and Matthews, 2007). De 

esta manera, luego de las olas iniciales de parasitismo mediadas por la proliferación de la forma LS se 

genera la forma SS, portando diferentes versiones antigénicas y una marcada resistencia al sistema 

inmunitario, determinado a la vez el carácter crónico de la infección y su transmisibilidad (MacGregor et 

al., 2012).  
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1.2.2. Desarrollo en el insecto vector 

El desarrollo dentro del insecto demora 20-30 días, durante los cuales los tripanosomas que ingresaron 

por vía digestiva durante la alimentación sufren múltiples cambios que los preparan para poder volver a 

infectar a un mamífero (Fenn and Matthews, 2007; Sharma et al., 2009). Los parásitos LS ingeridos no son 

infecciosos para el insecto y serán eliminados, mientras que algunos SS lograran invadir el intestino de la 

mosca (Gibson and Bailey, 2003; Seed and Wenck, 2003). Para establecer la infección estos parásitos 

deben diferenciarse a la forma de tripomastigota procíclico, lo cual sucede en las primeras horas (Figura 

1.5). Uno de los eventos característicos es el recambio de la principal glicoproteína de superficie (VSG) 

por una envoltura donde predominan proteínas denominadas colectivamente prociclinas,  las cuales se 

caracterizan por poseer un gran número de repeticiones de residuos de glutamato y prolina o 5 a 6 

repeticiones del pentapéptido GPEET (Roditi and Clayton, 1999; Sharma et al., 2009). Esta forma es 

proliferativa, coloniza el intestino y migra en sentido anterior mientras continúa su diferenciación hacia 

una forma alargada tipo epimastigota, también proliferativa. En la última etapa se da la invasión y 

colonización del epitelio de las glándulas salivales por esta forma epimastigota y un nuevo cambio de la 

“cobertura celular” hacia la proteína BARP (brucei alanine rich protein) (Figura 1.5). Por último, los 

parásitos se desprenden del epitelio y se diferencian a tripomastigotas metacíclicos no replicativos, 

cambiando la proteína de superficie nuevamente a VSG. El repertorio de VSG “metacíclicas” es limitado 

en comparación al que expresa la forma LS (Gibson and Bailey, 2003; Sharma et al., 2009) pero dado que 

la población de tripanosomas metacíclicos en la glándula salival es policlonal -lo que implica que cada 

célula expresa un VSG específico- la diversidad de VSG es suficiente para aumentar las probabilidades de 

consumar la infección en un hospedero mamífero (MacGregor et al., 2012). Es importante destacar que la 

forma epimastigota que coloniza las glándulas salivales puede reproducirse sexualmente, determinando 

que dos o más cepas co-infectantes generen progenies híbridas, con importantes consecuencias en la 

epidemiología de esta enfermedad ya que en las zonas endémicas las moscas pueden resultar infectadas 

simultáneamente por más de una subespecie de T. brucei (Fenn and Matthews, 2007; Macleod et al., 

2007; Sharma et al., 2009; Welburn and Maudlin, 1999).  

 

1.2.3. Desarrollo en condiciones de laboratorio 

La diferenciación de LS a SS y, posteriormente, a la forma procíclica determina cambios ultraestructurales 

y metabólicos muy importantes. Las bases moleculares de este proceso comenzaron a elucidarse recién 

en la década del ‘70 a raíz del desarrollo de técnicas para el mantenimiento in vitro de estos parásitos, 

primero en co-cultivos con fibroblastos y luego en condiciones axénicas20

                                                           
20 El proceso que llevó al desarrollo de técnicas para el cultivo de T. brucei y el linaje de la mayoría de las cepas de 
interés científico se detalla en el sitio web del Dr. Georges Cross (cultivo: 

. Las cepas epidémicas fueron 

generalmente guardadas por institutos de salud especializados nacionales o internacionales (Swiss-TP, 

http://tryps.rockefeller.edu/trypsru2_culture_commentary.html, pedigrís:  
http://tryps.rockefeller.edu/trypsru2_pedigrees.html). 
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LSHTM, etc.) (Maudlin, 2006) y mantenidos por pasaje en roedores. Con el paso del tiempo, este 

procedimiento determinó la selección de cepas que perdieron su capacidad de infectar insectos ya que 

no se diferencian a la forma SS, las cuales se denominan cepas monomórficas, (Tyler et al., 1997). En la 

actualidad, las cepas monomórficas son las más usadas en investigación ya que presentan varias ventajas 

desde el punto de vista práctico (McCulloch et al., 2004), incluyendo que pueden diferenciarse in vitro 

hacia una forma equivalente a la que infecta el intestino de la mosca (tripanosomas procíclicos), son 

metabólicamente equivalentes a la forma LS y puede desarrollar variación antigénica (Fenn and 

Matthews, 2007; Magez and Caljon, 2011). En virtud de ello, en condiciones de laboratorio la forma 

infectiva recibe el nombre genérico de “forma sanguínea” (BSF, por sus siglas en inglés) mientra que a la 

forma que infecta el intestino del insecto se la denomina  “procíclica” (PCF) y esta es la nomenclatura 

utilizada en este trabajo.    

 

1.2.4. Mitocondria y metabolismo energético 

Todas las especies de tripanosomátidos poseen características ultraestructurales muy distintivas entre las 

que destaca el flagelo (sobre el cual no hablaremos en este trabajo, ver (Kohl and Bastin, 2005)), los 

glicosomas y la mitocondria (Figura 1.6) . Los glicosomas son organelos de membrana simple, 

evolutivamente relacionados a los peroxisomas, donde se compartimentalizan las enzimas encargadas 

de la mayor parte de la vía glicolítica y algunas enzimas esenciales en otras rutas metabólicas 

(gliconeogénesis, vía de las pentosas fosfato, salvataje de purinas, biogénesis de pirimidinas, etc. 

(Michels et al., 2006)). Esto puede entenderse como una adaptación metabólica del parásito a vivir en el 

torrente sanguíneo del mamífero donde, a pesar de la presión impuesta por el sistema inmunitario, el 

acceso a glucosa y otros nutrientes es prácticamente ilimitado (Seed and Wenck, 2003). El metabolismo 

energético de la BSF depende exclusivamente de la degradación de glucosa a piruvato en la vía 

glucolítica con la subsecuente producción de ATP por fosforilación a nivel de sustrato (ver a 

continuación) (Hannaert et al., 2003b). 

Los tripanosomas poseen una única mitocondria por célula, la cual recorre todo el largo celular y carece 

de estructura interna (crestas), además de presentar varias características extraordinarias en 

comparación con otros eucariotas (van Hellemond et al., 2005). Entre ellas destaca el kinetoplasto, que 

no es otra cosa que el genoma mitocondrial organizado en miles de segmentos de ADN circular 

concatenados que forman superestructuras conocidas como maxi- y minicírculos, y su maquinaria 

replicativa (Figura 1.6) (Jensen and Englund, 2012). A su vez, la replicación de la mitocondria está 

asociada estrechamente al ciclo celular y se realiza de manera coordinada con éste (Schneider, 2001). La 

expresión del material genético mitocondrial tampoco es convencional, ya que depende de un complejo 

mecanismo de edición postranscripcional y luego, para su traducción a proteínas, requiere de tRNA 

importados del citosol, dada su ausencia en el genoma mitocondrial (Jensen and Englund, 2012; 

Schneider, 2001). Desde el punto de vista metabólico, la característica más llamativa de la mitocondria de 
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la BSF es que no presenta un ciclo de los ácidos tricarboxílicos activo ni enzimas de la cadena respiratoria 

con citocromos (Bienen et al., 1993) y, por lo tanto, no realiza fosforilación oxidativa (Priest and Hajduk, 

1994). La situación opuesta sucede en la forma procíclica, donde la mitocondria está completamente 

desarrollada, posee una cadena respiratoria completa y es capaz de realizar catabolismo energético, 

fundamentalmente por degradación de aminoácidos (Priest and Hajduk, 1994). La transición LS a SS 

involucra (BSF a PCF, en términos generales) requiere, entre otras cosas, la maduración y remodelado 

estructural y funcional de la mitocondria (Tyler et al., 1997).  

A pesar de no realizar fosforilación oxidativa, la mitocondria es esencial para la BSF (Cristodero et al., 

2010) ya que varios procesos celulares vitales suceden en ella. El más importante es, sin duda, la 

respiración. A pesar de la ausencia de citocromos, la mitocondria de la forma sanguínea respira a 

expensas de una oxidasa terminal conocida como “oxidasa alternativa de tripanosomas” (TAO, por sus 

siglas en inglés) (Clarkson et al., 1989). TAO está evolutivamente relacionada con las oxidasas alternativas 

presentes en plantas (Hannaert et al., 2003a) y se localiza en la membrana mitocondrial interna, con su 

sitio activo mirando hacia la matriz. Se trata de una enzima dependiente de hierro que cataliza la 

reducción de oxigeno molecular (O2) a expensas de electrones del ubiquinol, rindiendo ubiquinona y 

agua (Figura 1.6). La TAO tiene un rol esencial en el balance energético de la BSF ya que la ubiquinona es 

reducida nuevamente a expensas de la enzima glicerol-3-fosfato deshidrogenasa presente en el espacio 

intermembrana, en un proceso que consume glicerol-3-fosfato y NADH, lo que es esencial para mantener 

activa la vía glucolítica en ausencia de ciclo de Krebs (Helfert et al., 2001)21

 

. Sumado a esto, otros 

procesos metabólicos esenciales tienen lugar en esta mitocondria, como la síntesis de un precursor de la 

timidina (Roldán et al., 2011) y la biogénesis de centros ferrosulfurados (Manta et al., 2012), que 

comentaremos a continuación. 

1.2.5. Adquisición de hierro por la forma sanguínea de Tripanosoma brucei 

El hierro es un elemento indispensable para todos los organismos vivos debido a su función estructural o 

funcional en varias enzimas metabólicas esenciales. T. brucei no es la excepción ya que varios procesos 

esenciales dependen de hierro (revisado en (Manta et al., 2012; Taylor and Kelly, 2010) como la 

respiración por TAO recién mencionada, la biosíntesis de nucléotidos por la ribonucléotido reductasa 

(Dormeyer et al., 2001) o varias proteínas centrales en las defensas antioxidantes como las superóxido 

dismutasas dependientes de hierro (Dufernez et al., 2006; Wilkinson et al., 2006). A su vez, la 

disponibilidad de este metal a nivel sistémico cumple un rol crítico durante el proceso de infección, ya 

que el hospedero restringe el acceso al mismo por parte del patógeno para de esta forma controlar su 

proliferación (Sutak et al., 2008; Taylor and Kelly, 2010).  

                                                           
21 Es interesante destacar que no hay genes homólogos para TAO en T. cruzi y Leishmania spp. (Chaudhuri et al., 
2006). 
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Por su condición de parásito extracelular, T. brucei está obligado a adquirir el hierro del torrente 

sanguíneo del hospedero, el cual es transportado como hierro ferroso (Fe2+) unido a la proteína 

plasmática transferrina (Tf) (Figura 1.7). El secuestro de la Tf plasmática requiere un receptor de 

membrana específico compuesto por un complejo heterodimérico de variantes de las VSG conocidas 

como ESAG6 (una versión trunca de VSG carente del dominio C-terminal) y ESAG7 (carente del anclaje GPI 

a membrana) expresadas desde la misma región telomérica donde se da la expresión de VSG (Salmon et 

al., 1994; Steverding et al., 1995). El receptor de transferrina (TfR), formado por el producto de ambos 

genes ESAG6 y ESAG7 se localiza en el bolsillo flagelar, el único sitio donde se da la endocitosis en estos 

tripanosomas (Grab et al., 1993). La unión de Tf al receptor determina su endocitosis y, una vez en la vía 

endocítica, se da la acidificación del endosoma y liberación del hierro unido (Grab et al., 1992). A 

diferencia de lo que sucede en mamíferos (Hentze et al., 2010), la Tf “descargada” no es reciclada a la 

membrana junto con el receptor sino que es proteolizada probablemente por acción de la catepsina L 

(Steverding et al., 2012), liberando el hierro en el interior del endosoma. La forma en que el hierro 

liberado de la Tf accede al citosol aún no está resuelta pero, análogamente a otros eucariotas, se supone 

la acción concertadamente de ferrireductasas y transportadores de cationes divalentes presentes en la 

membrana lisosomal (Taylor and Kelly, 2010). Sin embargo, recientemente Taylor et al. (Taylor et al., 

2013) reportaron que el transporte del metal a través de la membrana endolisosomas depende de una 

protéina relacionada a mucolipinas (MLP1) y no de transportadores como DTM1 o relativos, ausente en el 

genoma de este organismo. En T. brucei la expresión de TfR está regulada por la disponibilidad de hierro 

(Fast et al., 1999) y sometida a un proceso de hipervariación similar al de las VSG (Gerrits et al., 2002), a 

pesar de que el mecanismo es aún desconocido ya que estos parásito no poseen elementos de control 

postranscripcional convencionales y sensibles a los niveles de hierro como sucede en levaduras 

(Ehrensberger and Bird, 2011) o mamíferos (Hentze et al., 2010). La disminución del hierro disponible, ya 

sea como una respuesta sistémica del organismo, por el efecto de quelantes, anticuerpos específicos o 

cambio en el tipo de Tf (por ejemplo, cambio en la especie de mamífero parasitada) determina no solo la 

sobreexpresión de TfR sino también, generalmente, la expresión de una nueva versión del receptor 

(Ansorge et al., 1999) que le permitirá evadir la respuesta inmunitaria  y/o aumentar la afinidad de TfR 

por Tf, en un escenario de competencia con el hospedero por un recurso limitado (Taylor and Kelly, 

2010)22

 

. 

1.2.6. Biogénesis de centros ferrosulfurados 

En células eucariotas la mayoría del hierro adquirido es derivado hacia la mitocondria donde tiene lugar 

la biogénesis de grupos hemo y de centros ferrosulfurados (FeS). Los FeS son cofactores formados por 

                                                           
22 El/los mecanismo(s) de incorporación de hierro en los tripanosomas intracelulares (T. cruzi, Leishmania spp.) son 
aun menos conocidos. En el caso de T. cruzi en particular la disponibilidad de hierro no sería un problema al infectar 
macrófagos ya que estos son los principales movilizadores de hierro a través de la eritrofagocitosis (revisado en 
(Bruno Manta et al., 2012; Taylor and Kelly, 2010)). 
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átomos de hierro y azufre inorgánico siendo los centros binucleares [2Fe-2S] los más sencillos y 

abundantes, mientras que los de mayor complejidad se originan a partir de un proceso de maduración 

(Lill et al., 2012; Wang and Pantopoulos, 2011) (Figura 1.8) Generalmente actúan como cofactores de 

proteínas que los unen a expensas de la cadena lateral de residuos de cisteína, histidina o aspartato 

(Beinert et al., 1997). En eucariotas se han reportado ~100 proteínas dependientes de FeS y la mayoría 

son componentes esenciales de cadenas de transporte de electrones debido a la capacidad de los 

átomos de hierro de alternar entre estados de oxidación ferroso (Fe2+) y férrico (Fe3+) (para revisiones 

recientes ver (Balk and Pilon, 2011; Lill and Mühlenhoff, 2008; Roche et al., 2013; Xu and Møller, 2008; Ye 

and Rouault, 2010)). A pesar de la simplicidad química de estos cofactores, su biosíntesis e inserción en 

apoproteínas requiere una maquinaria especializada, evolutivamente muy antigua y conservada desde 

bacterias a humanos. En bacterias, existen tres sistemas de biogénesis de FeS, todos codificados en 

operones específicos y fuertemente regulados. El sistema de “fijación de nitrógeno” (NIF, por sus siglas 

en inglés) fue la primera maquinaria descrita y está exclusivamente presente en ciertos grupos de 

bacterias simbiontes donde cumple funciones en la maduración de la enzima nitrogenasa, dependiente 

de FeS y molibdeno23

La maquinaria mitocondrial, estrechamente relacionada al sistema bacteriano ISC, es la única esencial en 

eucariotas (Xu and Møller, 2008) y se esquematiza muy resumidamente en la Figura 1.9. El sulfuro (S2-) es 

generado a partir de cisteína por la acción de la enzima dependiente de piridoxal-5’-fosfato llamada 

desulfurasa de cisteína (EC 2.8.1.7, Nsf1 en S. cerevisiae)

. Los otros dos sistemas, denominados ISC (por “iron-sulfur cluster”) y SUF (por 

“sulfur utilization factor”) están ampliamente distribuídos en bacterias y son los responsables de la 

síntesis de FeS en condiciones basales y de estrés, respectivamente (Roche et al., 2013). La mitocondria y 

plástidos heredaron los sistemas ISC y SUF, respectivamente, de sus endosimbiontes primitivos. 

Adicionalmente, en eucariotas la maduración de FeS también puede darse en el citosol a expensas de 

una maquinaria específica denominada CIA (“cytosolic iron-sulfur cluster assembly” (Sharma et al., 2010)). 

Si bien se trata de sistemas independientes en términos general los cuatro funcionan de manera 

homóloga en base a la acción coordinada de cuatro procesos: i) generación de sulfuro a expensas de 

tioles, ii) abastecimiento de Fe2+ y iii) ensamblado de un centro Fe-S inicial sobre una proteína soporte y 

iv) transferencia del FeS a la proteína aceptora final, si bien el sistema CIA no es completamente 

autónomo y requiere necesariamente a la maquinaria mitocondrial para ser funcional (Lill et al., 2012) 

(Figura 1.9).  

24

                                                           
23 El protozoario Entamoeba histolitica parece ser la excpeción ya que en su mitocondria rudimentaria posee 
proteínas equivalentes a la maquinaria SUF (Mi-ichi et al., 2009). 

. La reacción produce alanina y un intermediario 

persulfuro sobre una cisteína conservada del sitio activo de la enzima, el cual es reducido a expensas del 

sistema ferredoxina-ferredoxina reductasa dependiente de NADPH. La activación de Nsf1 depende de la 

formación de un complejo proteico con una proteína pequeña y muy conservada llamada Isd11 

24 La mayoría de los estudios sobre la biogénesis de centros ferrosulfurados en eucariotas han sido desarrollados en 
levaduras y, en consecuencia, la nomenclatura de las proteínas involucradas sigue ese criterio. En este trabajo 
utilizaremos los nombres asignados a levaduras y, cuando sea necesario, se hará referencia a la nomenclatura 
correspondiente en mamíferos o bacterias.  
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(Wiedemann et al., 2006). La forma en la cual el hierro liberado de la vía endosomal accede a la 

mitocondria no está definida (Richardson et al., 2010), ni tampoco como es incorporado en la vía de 

biogénesis de FeS, si bien es un hecho que la proteína Yfh1 (frataxina en mamíferos) cumple un rol en 

ello. El último requerimiento son proteínas en condiciones de recibir el FeS mientras se forma para luego 

transferirlo a sus aceptores finales. En ello participan proteínas soporte (“scaffold”) del tipo U (Isu1/2 en 

levaduras) o A (IscA en levaduras) así como chaperonas de la familia de las HSP70 (Ssq1 en levaduras) o 

Dna-J (Jac1 en levaduras), el factor de intercambio de nucléotidos Mge1 y, como veremos más adelante, 

proteínas de la familia de las glutarredoxinas.   

El estudio sobre la biogénesis de FeS en tripanosomas fue impulsado por la secuenciación de los 

genomas de tres especies representantes (T. brucei (Berriman et al., 2005) T. cruzi (El-Sayed et al., 2005) y 

L. major (Ivens et al., 2005)). En base a comparación de secuencias fue posible identificar varios de los 

componentes de esta vía en tripanosomas (revisado en (Manta et al., 2012), algunos de los cuales han 

sido caracterizados funcionalmente en T. brucei, como la desulfurasa de cisteína (Iscs2, (Smíd et al., 2006)) 

y su proteína accesoria Isd11 (Paris et al., 2010), proteínas scaffold tipo U (IscU, (Smíd et al., 2006)) y tipo A 

(Isa1/2 (Long et al., 2011)), la frataxina (Long et al., 2008a, 2008b), dos isoformas de ferredoxina 

(Changmai et al., 2013) y la glutarredoxina monotiólica 1 (Comini et al., 2008; Filser et al., 2008; Manta et 

al., 2013a). Como se comentará en el Capítulo final, dado el alto grado de conservación de las proteínas 

que participan en esta vía es posible identificar con cierto grado de certeza a algunos de los actores 

restantes. 

 

1.3. Metabolismo redox en tripanosomas 

1.3.1. Sistemas redox dependientes de tioles 

Una de las adaptaciones metabólicas más estudiada de los tripanosomas es su metabolismo redox, es 

decir, los sistemas enzimáticos y no enzimáticos que utilizan para mantener un entorno intracelular 

reductor a pesar de la constante generación -endógena o exógena- de moléculas oxidantes. En la 

mayoría de los organismos parte del poder reductor generado durante la respiración o el catabolismo es 

consumido por “mecanimos antioxidantes”, los cuales funcionan como sistemas acoplados donde los 

electrones provenientes del NADH o NADPH se canalizan específicamente hacia enzimas efectoras 

especializadas en dar cuenta de estos “oxidantes”. Generalmente, en estos sistemas multienzimáticos 

juega un rol esencial ciertas moléculas pequeñas y difusibles que contienen tioles capaces de alternar 

entre formas oxidadas y reducidas. En eucariotas y bacterias gram-negativas, esta función es 

generalmente asumida por el tripéptido glutatión (gamma-glutamilcisteinglicina), capaz de existir tanto 

en su forma reducida (GSH), con el grupo tiol (RSH) de la cisteína libre o su forma oxidada (GSSG, 

glutatión disulfuro), donde dos moléculas de GSH están covalentemente unidas a través de un enlace 

disulfuro entre sus residuos de cisteínas (Figura 1.10). Si bien el GSH puede reaccionar con oxidantes o 
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blancos celulares per se, su función biológica depende de la existencia de enzimas que catalizan su 

utilización por sistemas antioxidantes o regulatorios con la cinética adecuada y en el compartimento 

adecuado (Deponte, 2013; Flohé, 2012a). El “sistema GSH” involucra glutatión peroxidasas (GPx, EC 

1.11.1.9), las cuales reducen hidroperóxidos y otros oxidantes a expensas de GSH, glutatión reductasa 

(GR, EC 1.8.1.7), que reduce la forma oxidada de GSH a expensas de NADPH y proteínas de la familia de 

las glutarredoxinas (Grx, ver más adelante) o transferasas (glioxalasas, glutatión transferasas, etc.) que 

catalizan reacciones a expensas de GSH (Deponte, 2013) (Figura 1.11). En la mayoría de los eucariotas 

coexiste otro sistema redox en paralelo cuyo “brazo efector” es la enzima tiorredoxina (Trx, EC 1.8.1.8), 

una proteína globular pequeña y muy conservada que posee un sitio activo que puede alternar entre 

una forma reducida con tioles libres y una forma oxidada a disulfuro (ver más adelante). La Trx oxidada es 

reducida a expensas de NADPH por la tiorredoxina reductasa (TrxR, EC 1.8.1.9). Los blancos celulares de la 

Trx son varios e incluyen enzimas de la primera línea de defensa antioxidante, factores de transcripción, 

proteínas traductoras de señales, etc. (para una revisión reciente ver (Lee et al., 2012)). Si bien ambos 

sistemas dependen del poder reductor celular  generalmente operan como dos “cables redox” 

independientes alimentando diferentes “terminales” (Figura 1.11), a excepción de la acción de la enzima 

tiorredoxina-glutatión reductasa (TGR) (Su et al., 2005; Williams et al., 2012), donde se conectan ambos 

sistemas, o en organismos que presentan versiones “condensadas”, como es el caso de los tripanosomas 

(ver a continuación).   

 

1.3.2. Particularidades del sistema redox de tripanosomas 

Una de las características bioquímicas que distingue a los tripanosomátidos es que su sistema redox no 

depende de GSH directamente sino del tripanotión (N1,N8-bisglutationilespermidina, T(SH)2,) un producto 

de conjugación entre GSH y la poliamina espermidina  (Fairlamb et al., 1985, 1986; Krauth-Siegel et al., 

2007) (Figura 1.10). Las formas conjugadas de GSH son frecuentes en eucariotas (Wang and Ballatori, 

1998) pero la combinación entre GSH y poliaminas es exclusiva de enterobacterias (Chiang et al., 2010; 

Tabor and Tabor, 1970) y kinetoplástidos25

                                                           
25 Se ha reportado la presencia de T(SH)2 en los protozoarios Entamoeba histolitca (Ondarza et al., 1997, 1999, 2005) 
y Naegleria fowleri (perteneciente al mismo género que N. gruberi, Figura 1.1, (Ondarza et al., 2006)). Sin embargo, 
estos estudios fueron luego refutados por Ariyanayagam y Fairlamb (Ariyanayagam and Fairlamb, 1999) quienes 
reportaron la ausencia de tripanotión y actividad TryR, e incluso glutatión reductasa, en E. histolytica. Por otro lado, 
nuestra búsqueda de secuencias ortólogas a GspS, TryS o TryR en la base de datos del genoma de E. histolytica 
resultó infructuosa, pero también esperable, ya que estos organismos están solo lejanamente emparentados a los 
kinetoplástidos (Manta et al., 2013b) (Figura 1.1).  

. La elucidación del sistema redox dependiente de tioles 

presente en tripanosomas comenzó en la década de 1970 en Argentina (Boveris et al., 1980) y tomó casi 

dos décadas, ya que la actividad de las proteínas más representativas de los sistemas redox eucariotas 

recién mencionadas (ej.: TrxR, GR, GPx, etc.) no fue inmediatamente identificada en estos organismos 

(Flohé, 2012b; Comini and Flohé, 2012). Al día de hoy sabemos que el sistema redox mínimo de 
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tripanosomas está compuestopor el tripanotión26

La singularidad del metabolismo redox de los tripanosomas y su dependencia de T(SH)2 y no de GSH, 

como ocurre en otros parásitos humanos (Krauth-Siegel and Leroux, 2012), fue tempranamente 

identificada como un posible talón de Aquiles (Flohé et al., 1999) y cobró relevancia al identificarse que 

varias enzimas encargadas de su biosíntesis o utilización no tienen homólogos cercanos en el hospedero 

mamífero y/o son esenciales para la sobrevida o infectividad de estos organismos (Comini et al., 2005, 

2004, 2008; Dormeyer et al., 2001; Krieger et al., 2000; Piacenza et al., 2012; Piñeyro et al., 2008; Torrie et 

al., 2009; Wilkinson et al., 2003; Wyllie et al., 2008). En consecuencia, en la última década se ha publicado 

una abrumadora cantidad de trabajos y revisiones sobre las características básicas del sistema 

dependiente de tripanotión y su potencial como blanco farmacológico (para revisiones ver (Fairlamb and 

Cerami, 1992; Flohé, 2012b; Irigoín et al., 2008; Jaeger and Flohé, 2006; Krauth-Siegel and Comini, 2008; 

Krauth-Siegel and Leroux, 2012; Krauth-Siegel et al., 2003, 2005; Manta et al., 2013b; Comini and Flohé, 

2012; Müller et al., 2003). Por lo tanto, en la próxima sección nos referiremos exclusivamente a tres 

aspectos relevantes para el desarrollo de este trabajo: i) su biosíntesis, ii) el rol del T(SH)2 en reacciones no 

catalizadas y iii) las funciones del T(SH)2 mediada por las proteínas efectoras.  

, una flavoenzima dependiente de NADPH específica 

para la reducción de la forma oxidada de tripanotión (TS2) llamada tripanotión reductasa (TryR, EC 

1.8.1.12) (Krauth-Siegel et al., 1987), una enzima similar a la Trx denominada triparredoxina (TXN), que 

cataliza la transferencia de electrones desde el T(SH)2 hacia los blancos moleculares (Nogoceke et al., 

1997), una tiorredoxina auténtica de función desconocida (Reckenfelderbäumer et al., 2000) y enzimas 

de la familia de las Grx específicas para T(SH)2 (Ceylan et al., 2010; Comini et al., 2008; Filser et al., 2008) 

(Figura 1.11). A su vez, los resultados provenientes de la secuenciación de los genomas de varias especies 

confirmó la ausencia de genes que codifiquen para TrxR, GR o GPx dependientes de selenio (Berriman et 

al., 2005; El-Sayed et al., 2005; Ivens et al., 2005). El sistema dependiente de tripanotión puede 

entenderse como una versión condensada de los sistemas “GSH” y “Trx” presentes en otros eucariotas, 

donde se combina el poder reductor de un ditiol de bajo peso molecular y difusible, con la acción de 

oxidorreductasas polifuncionales como las TXN y Grx que canalizan los electrones hacia distintos blancos 

biológicos (Figura 1.11) (Manta et al., 2013b). 

Si bien el T(SH)2 es el tiol más abundante en la mayoría de los tripanosomas, no es el único y es 

importante destacar dos aspectos adicionales. Primero, en algunos tripanosomas, la concentración 

intracelular estimada de GSH y Gsp es similar a la de T(SH)2 (Krauth-Siegel and Comini, 2008; Krauth-

Siegel and Leroux, 2012), lo que debe ser tenido en cuenta al considerar algunas reacciones donde 

existen diferencias entre mono- y ditioles (ej. glutationilación, ver más adelante). Sumado a ello, si bien 

se conocen sistemas redox dependientes de T(SH)2 compartimentalizados en la mitocondria de estos 

parásitos (Tomás and Castro, 2012), la localización de este tiol en ese compartimento no ha sido 

                                                           
26 A lo largo de todo el trabajo usaremos el término “tripanotión” para referirnos indistintamente a la forma oxidada 
o reducida. Cuando sea necesario, se hará la excepción indicando a la forma reducida como 
dihidrotripanotión,T(SH)2, y a la forma oxidada como tripanotión disulfuro, TS2.  
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demostrada, ni tampoco la existencia de una síntesis local específica de T(SH)2, aunque no pueden 

descartarse sistemas de transporte equivalentes a los existentes para el GSH (Lash, 2006), aún no 

estudiados en tripanosomas (Manta et al., 2013b).  

 

1.3.3. Biosíntesis de tripanotión 

El tripanotión es el producto de la unión covalente de una molécula de espermidina (Sp) y dos moléculas 

de glutatión y se forma por dos reacciones dependientes de ATP y catalizadas por enzimas específicas y 

exclusivas de los kinetoplástidos (Manta et al., 2013b) (Figura 1.12). La primera reacción de conjugación 

determina la formación de monoglutationilespermidina (Gsp) y la segunda rinde T(SH)2. Ambas 

reacciones pueden ser catalizadas por la tripanotión sintetasa (TryS, EC 6.3.1.9), como sucede en los 

tripanosomas africanos, o en dos etapas que involucran la acción subsecuente de la Gsp sintetasa (GspS, 

EC 6.3.1.8) primero y la TryS después, como es el caso del tripanosomátido patógeno de insectos Crihtidia 

fasciculata (Comini et al., 2005; Comini and Flohé, 2012)27

 

 (Figura 1.12). 

1.3.4. Reacciones directa o indirectamente dependientes de tripanotión 

Por su característica de ditiol, ambos grupos RSH se mantienen siempre covalentemente conectados y 

cercanos en el espacio, determinando que el tripanotión sea más eficiente que los monotioles GSH o Gsp 

en reacciones no catalizadas que determina la formación de TS2, como por ejemplo la reducción de GSSG 

(Steenkamp, 2002), lo que puede tener una importante función fisiológicas en tripanosomas ya que los 

mismos no poseen GR (Krauth-Siegel et al., 2003). A su vez, el T(SH)2 es capaz de reducir directamente 

ascorbato (Krauth-Siegel and Lüdemann, 1996), peróxido de hidrógeno (Ariyanayagam and Fairlamb, 

2001) o peroxinitrito (Trujillo et al., 2004) con constantes de reacción de primer órden que superan a la 

de GSH (Thomson et al., 2003). La estructura química de esta molécula determina que el pKa promedio 

de ambos tioles sea ~7.4 (Moutiez et al., 1994), al menos 1 unidad menor que el pKa del GSH (pKa ~ 9) 

determinando una mayor abundancia relativa de la especie reactiva (tiolato, RS-) de T(SH)2 a pH 

fisiológico en comparación con este último. Ambas características favorecen su reacción con oxidantes, 

especies radicalares y con metales de transición en condiciones fisiológicas (Bocedi et al., 2010; Manta et 

al., 2013b).  

Sin embargo, al igual que en el sistema GSH, el potencial metabólico de este tiol depende 

fundamentalmente de su uso en vías catalizadas por enzimas que canalizan el flujo de equivalentes de 

                                                           
27 Es interesante destacar que las enzimas involucradas en la biosíntesis de este tiol (sean GspS y TryS) así como la 
reductasa específica (TryR) están ausentes en eucariotas no relacionados pero fueron identificadas en E. gracilis  y B. 
saltans (Jackson et al., 2008; Montrichard et al., 1999)(Dr. M.W.Grey, Dalhousie University, Canadá, comunicación 
personal) en concordancia con la estrecha relación evolutiva entre estos organismos (Manta et al., 2013b) (Figura 
1.1).  
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reducción desde el T(SH)2 hacia blancos celulares específicos, como ser la detoxificación de xenobióticos 

o la reducción de oxidantes (Figura 1.13). En eucariotas, la detoxificación de xenobióticos se clasifica en 

tres fases, una de las cuales incluye la conjugación de GSH a los electrófilos catalizada por enzimas de la 

familia de las glutatión-S-transferasas (GST) (Deponte, 2013). En la actualidad se considera que estas 

proteínas están ausentes en tripanosomas, aunque se han identificado al menos dos familias de 

proteínas no relacionadas que pueden cumplir funciones de  de “transferasas de tripanotión” (eEF1B 

(Vickers and Fairlamb, 2004; Vickers et al., 2004) y TDR1 (Denton et al., 2004; Fyfe et al., 2012)) si bien su 

rol en la resistencia a drogas o xenobióticos no es concluyente (revisado en (Manta et al., 2013b)). 

Respecto a las defensas antioxidantes, los tripanosomátidos codifican para tres tipos de oxidorreductasas 

dependientes de tripanotión las cuales comparten una estructura general “tipo Trx” (ver más adelante) y 

un sitio activo con la secuencia CxxC/S ubicado en una posición muy conservada (Friemann et al., 2003; 

Hofmann et al., 2001; Manta et al., 2013a). Las tres familias son las tiorredoxinas propiamente dichas (Trx), 

glutarredoxinas (Grx) y triparredoxinas (TXN), siendo estas últimas las únicas exclusivas de 

tripanosomátidos y por las cuales vamos a comenzar la descripción.  

Las triparredoxinas han sido identificadas en todas las especies de tripansomátidos (Castro et al., 2004; 

Levick et al., 1998; Lopez et al., 2000; Lüdemann et al., 1998; Montemartini et al., 1998; Nogoceke et al., 

1997; Romao et al., 2009; Wilkinson et al., 2002) y otras especies evolutivamente relacionadas como E. 

gracilis y B. saltans (Manta et al., 2013b) mas no en otros organismos. La mayoría de los tripanosomátidos 

expresan generalmente una isoforma citosólica y otra mitocondrial, si bien la localización precisa de esta 

última dentro del organelo es aún motivo de estudio (Arias et al., 2013; Castro et al., 2004, 2008, 2010; 

Romao et al., 2009; Tomás and Castro, 2012). Centrándonos en los parásitos africanos, la TXN citosólica es 

una de las proteínas más abundante en este compartimento (Comini et al., 2005; Nogoceke et al., 1997) y 

participa en procesos celulares como ser: i) reducción de la ribonucléotido reductasa, esencial para la 

síntesis de desoxirribonucléotidos (Dormeyer et al., 2001), ii) reducción de la forma oxidada de distintos 

tipos de peroxirredoxinas (Prxs) (Adak and Pal, 2012; Castro et al., 2002a, 2002b; Comini et al., 2007; 

Diechtierow and Krauth-Siegel, 2011; Hillebrand et al., 2003; Nogoceke et al., 1997; Piñeyro et al., 2011a; 

Schlecker et al., 2005; Tetaud et al., 2001; Tetaud and Fairlamb, 1998; Trujillo et al., 2004; Wilkinson et al., 

2002, 2003) y iii) reparación de proteínas oxidadas a través de la reducción de la metionina sulfóxido 

reductasa (Arias et al., 2011). En consecuencia, no es de extrañar que se haya demostrado que la TXN es 

indispensable para los tripanosomas africanos (Comini et al., 2007; Wilkinson et al., 2003) así como para L. 

infantum (Romao et al., 2009) y, probablemente, para todos los organismos del género. En todos los 

casos su mecanismo de acción involucra el intercambio tiol-disulfuro entre el sustrato oxidado y el par de 

cisteínas del sitio activo WCPPC, resultando en la reducción del sustrato y la formación de un disulfuro en 

la TXN28

                                                           
28 El motivo CPPC se se encuentra en nucleoredoxinas de mamíferos (Funato and Miki, 2007) y plantas (L. Fleitas, 
comunicación personal), si bien se desconoce si poseen función redox. 

. Una diferencia esencial en la cascada redox de las TXN es que, contrario a lo que sucede en los 

organismos que dependen de Trx, esta proteína es reducida por T(SH)2 de forma no catalizada y no 

directamente por una flavoproteína dependiente de NADPH como la tiorredoxina reductasa (Budde et al., 
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2003; Schlecker et al., 2007) (Figura 1.11). Si bien las TXN son estructuralmente muy similares proteínas 

“tipo Trx” ((Hofmann et al., 2001)), su identidad de secuencia con las mismas es baja (<20 %) y en general 

está restringida a la región del sitio activo (Lüdemann et al., 1998; Montemartini et al., 1998). En 

conclusión, la TXN citosólica es la reductasa multiuso más importante de los parásitos africanos y la 

principal consumidora de los equivalentes de reducción proveniente del tripanotión.  

Los genomas de las 3 especies de tripanosomátidos secuenciadas codifican genes para Trx (Krauth-

Siegel and Comini, 2008). La Trx de T. brucei  fue clonada y caracterizada, posee un sitio activo canónico 

WCGPC (Reckenfelderbäumer et al., 2000), una estructura muy similar a Trx de otros eucariotas (Friemann 

et al., 2003) y al menos en este organismo, no se trata de una proteína esencial y su función biológica es 

desconocida (Schmidt et al., 2002) ya que todas las funciones celulares normalmente atribuidas a las Trx 

parecen recaer en la TXN. Como se comentó, en los genomas secuenciados de tripanosomas no 

aparecen secuencias para TrxR y, al menos in vitro, esta proteína es directamente reducida por T(SH)2 

(Schmidt and Krauth-Siegel, 2003) (Figura 1.11) indicando que su función -aún por definir- es subsidiaria 

del metabolismo redox dependiente de tripanotión. La proteína ortóloga en T. cruzi se expresa en muy 

bajos niveles en la forma no infectiva del parásito (epimastigota) y, al menos in vitro, también presenta 

actividad redox a expensas de T(SH)2 (Piattoni et al., 2006). 

Finalmente, el tercer grupo lo integran las glutarredoxinas (Figura 1.11), cuyas propiedades bioquímicas, 

biológicas y estructurales se desarrollarán en detalle en la próxima sección ya que las mismas son el 

objeto de estudio central de este trabajo de tesis. 

 

1.4. Glutarredoxinas 

1.4.1. Descubrimiento de las glutarredoxinas 

El descubrimiento de las “glutarredoxinas” (Grx) se atribuye a Arne Holmgren quien, en 1976,  identificó 

una proteína de E. coli de 10 kDa soluble, resistente a la temperatura y capaz de proveer electrones a la 

ribonucleótido reductasa a expensas de GSH (Holmgren, 1976). No obstante, como destacan Deponte 

(Deponte, 2013) y Mieyal (Gallogly et al., 2009) en revisiones recientes, es prácticamente un hecho que la 

actividad “tiol:disulfuro oxidoreductasa dependiente de GSH” propia de las Grx (ver a continuación) ya 

había sido identificada al menos dos décadas antes y descrita con los nombres de “transhidrogenasa” 

para la actividad encontrada en hígado de mamíferos (Racker, 1955) y “tioltransferasa” para la actividad 

encontrada en la levadura Saccharomyces cerevisiae (Askelöf et al., 1974). Sin embargo, la Grx de E.coli 

identificada por Holmgren (EcGrx1, ver Figura 1.15 más adelante) se convirtió rápidamente en un 

excelente modelo para entender esta nueva familia de proteínas liderando las publicaciones sobre el 

tema durante la primera época y marcando fuertemente el área (Bushweller et al., 1994; Holmgren, 1979; 

Höög et al., 1983, 1986; Sandberg et al., 1991; Xia et al., 1992). En consecuencia, si bien ninguno de los 

tres nombres refleja la naturaleza química de la reacción que catalizan estas proteínas (ver más adelante), 
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el nombre de “glutarredoxina” y su acrónimo Grx son los más difundidos en la literatura actual y son los 

que usaremos en este trabajo.  

 

1.4.2. Diversidad y clasificación de las glutarredoxinas 

Las Grx son generalmente proteínas pequeñas (80-120 aminoácidos), muy conservadas y presentes en 

organismos de todos los reinos (Ströher and Millar, 2012). Están relacionadas a nivel de secuencia y 

estructura con las Trx, con las que comparten un plegamiento característico y un sitio activo (putativo) 

del tipo CxxC/S. Generalmente se considera que las Grx son oxidoreductasas capaces de catalizar la 

reducción de disulfuros mixtos entre tioles y GSH, a expensas del propio GSH, reacción conocida como 

“deglutationilación”. Como veremos más adelante, esta reacción no es la única en la que participan las 

Grx y, probablemente, en varios casos no es la más relevante a nivel fisiológico (Chibani et al., 2010; 

Deponte, 2013; Gallogly et al., 2009; Jensen et al., 2009; Lillig and Berndt, 2012; Lillig et al., 2008; Rouhier, 

2010; Rouhier et al., 2008, 2010; Ströher and Millar, 2012).  

La clasificación más sencilla separa a las Grx en dos grandes grupos en función de si el sitio activo posee 

ambas cisteínas (CxxC, glutarredoxinas ditiólicas, 2-C-Grx) o si, por el contrario, posee solo una, 

generalmente la primera del motivo CxxC/S (glutarredoxinas monotiólicas, 1-C-Grx). Esta clasificación es 

ampliamente utilizada, si bien -como veremos- no refleja la complejidad mecanística ni las relaciones 

evolutivas dentro de esta familia de proteínas. En los últimos años y gracias al aumento en el número de 

secuencias disponibles a raíz de los proyectos genómicos, fue posible desarrollar análisis más detallados 

que derivaron en nuevos sistemas de clasificación (Alves et al., 2009; Atkinson and Babbitt, 2009a; 

Couturier et al., 2009; Ströher and Millar, 2012). Los mismos no solo ayudaron a entender las relaciones 

evolutivas entre proteínas de la familia “Trx” sino que, a su vez, pusieron de manifiesto la enorme 

diversidad y complejidad que existe entre Grx ya que las mismas presentan baja conservación de 

secuencia y una importante diversidad a nivel de organización estructural y secuencia del sitio activo 

(Alves et al., 2009; Atkinson and Babbitt, 2009a; Couturier et al., 2009; Herrero et al., 2010; Lillig et al., 

2008; Rouhier, 2010; Ströher and Millar, 2012). 

La primera clasificación basada en relaciones evolutivas a nivel de secuencia fue propuesta por Couturier 

y colaboradores (Couturier et al., 2009) y organizó a las Grx en 6 familias, con fuerte énfasis en clasificar la 

asombrosa diversidad de Grx en organismos fotosintéticos. Recientemente Ströher y Millar (Ströher and 

Millar, 2012) propusieron una nueva clasificación basada en la comparación de elementos de secuencia y 

modelos estructurales de 130 Grx representativas de organismos de todos los reinos. En esta clasificación  

las Grx se organizan en tres clases (Figura 1.14). Las Grx de clase I están presentes en todos los 

organismos y son una mezcla entre proteínas mono- y ditiólicas con una secuencia de sitio activo 

consenso C[G/P][F/Y][C/S] (Atkinson and Babbitt, 2009a; Ströher and Millar, 2012). Todas las Grx de clase I 

comparten el hecho de ser proteínas relativamente pequeñas (10-16 kDa), monoméricas y de dominio 
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único. Dentro de este grupo se encuentran las Grx “clásicas”  y mejor estudiadas como ser las Grx1-3 de E. 

coli (revisado en (Fernandes and Holmgren, 2004)), las Grx1 y 2 de S. cerevisiae, (revisado en (Herrero et 

al., 2010))29

Las Grx de clase II, por otro lado, son generalmente monotiólicas y con sitio activo C[G/P][M/F/Y][C/S]. Se 

encuentran tanto en procariotas como en eucariotas y, en estos últimos, son más frecuentes en plantas y 

protozaorios que en mamíferos (Atkinson and Babbitt, 2009a) (Figura 1.14). En eucariotas se distribuyen 

en varios compartimentos subcelulares y al menos el 25% de estas secuencias forma parte de proteínas 

multidominio, siendo la fusión con una tiorredoxina propiamente dicha una de las más distribuídas en la 

evolución (Alves et al., 2009; Herrero and de la Torre-Ruiz, 2007; Rouhier et al., 2010). Esta fusión Trx-Grx 

forma la familia de proteínas conocidas como Grx3/PICOT/TRXL2, de distribución ubicua entre eucariotas 

(Hoffmann et al., 2011). En la mayoría de los casos estudiados, estas proteínas no catalizan reacciones de 

deglutationilación, si bien hay excepciones como ser la Grx 6 y 7 de S. cerevisiae (Mesecke et al., 2008a). 

La clase III está dominada por las Grx del tipo “CC” porque poseen una secuencia de sitio activo 

CC(M/L)(C/S). Estas proteínas, identificadas originalmente con el nombre ROXY en Arabidopsis thaliana 

(Xing et al., 2005), se encuentran exclusivamente presentes en angiospermas y constituyen el grupo más 

abundante de Grx en plantas superiores (Rouhier et al., 2006).  

 y las Grx 1 y 2 humanas (revisado en (Lillig et al., 2008)). Todas ellas presentan sitio activo 

CPYC y actividad de deglutationilación, lo que puede dar la impresión de que esta es la función 

primordial de las Grx lo cual, como veremos a continuación, es incorrecto. Además de las Grx ditiólicas 

procariotas y eucariotas “clásicas”, como las comentadas más arriba, esta clase nuclea varias secuencias 

de Grx monotiólicas de eucariotas con localización subcelular (predicha o demostrada) en distintos 

organelos las cuales generalmente presentan sitios activos muy diversos y  no son activas en reacciones 

de deglutationilación. A su vez, muchas Grx de esta clase poseen residuos de cisteína adicionales a los 

del sitio activo que no muestran patrones de conservación a nivel de secuencia ni siquiera en organismos 

estrechamente relacionados (Ströher and Millar, 2012). La excepción es la familia de las Grx2 de 

vertebrados, en las cuales se conserva un par de cisteínas externas al sitio activo que cumplen un rol 

estructural (Bräutigam et al., 2011).  

Por lo tanto, a partir de la comparación de gran cantidad de secuencias y estructuras (Alves et al., 2009; 

Atkinson and Babbitt, 2009a; Couturier et al., 2009; Herrero et al., 2010; Lillig et al., 2008; Ströher and 

Millar, 2012) podemos obtener algunas generalizaciones que son, cuando menos, paradójicas con la 

visión que se tiene habitualmente de las Grx: i) en bacterias las Grx son generalmente proteínas 

pequeñas, monoméricas, mono- o ditiólicas y activas en reacciones de deglutationilación y otras 

reacciones redox, ii) las Grx multidominio más frecuentes en procariotas posee sitio activo ditiólico, iii) en 

eucariotas, las Grx ditiolicas son exclusivamente monoméricas, generalmente nucleo-citosólicas y activas 

en reacciones de deglutationilación y otras reacciones redox, iv) una parte importante de las Grx 

                                                           
29 S. cerevisiae posee una tercera 2-C-Grx (Grx8) con sitio activo CPDC y propiedades enzimáticas muy peculaiares 
dentro de las Grx de clase I (Eckers et al., 2009). Por su secuencia es probable que se trata de una proteína 
relacionada a la familia de la isomerasas de disulfuros (PDI) y no una Grx propiamente dicha.  
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eucariotas son monotiólicas, se localizan en distintos organelos y no catalizan la reacciones redox de 

intercambio tiol-disulfuro (ver a continuación), v) el 25% de las Grx eucariotas forma parte de proteínas 

multidominio, las cuales están totalmente ausentes en procariotas y vi) el sitio activo más frecuente en 

eucariotas es CGFS. Esta diversidad de secuencia y organización, evidentemente, se acompaña de 

arreglos estructurales específicos que en parte determinan o modulan la función de las Grx, como 

veremos en las próximas secciones.  

 

1.4.3. Topología, estructura secundaria y terciaria 

La identidad de secuencia entre las Grx y las Trx se determinó tempranamente y, en concordancia, la 

topología de estas proteínas pudo ser prevista con buen nivel de confianza aún antes de que existieran 

estructuras para las mismas (Eklund et al., 1984; Höög et al., 1983)30

El plegamiento Trx se encuentra en proteínas de todos los organismos y generalmente (pero no de 

manera exclusiva) asociado a proteínas con funciones “redox” (Atkinson and Babbitt, 2009a). La 

configuración básica del mismo consiste de una lámina β central formada por 4 hebras β, rodeada por 3 

hélices α ( Figura 1.15). Este arreglo mínimo se conserva en Grx, Trx y otras enzimas dependientes de 

tioles como ser GST, GPx o Prx (Deponte, 2013). La topología del plegamiento Trx es muy conservada 

(β1-α1-β2-α2-β3-β4-α3) pudiéndose distinguir dos “motivos”, uno N-terminal integrado por la secuencia 

βαβ y uno C-terminal ββα conectados a través de una hélice α (α2 en el modelo mínimo). Las hebras β 

del motivo aminoterminal corren paralelas, mientras que las del carboxiloterminal lo hacen de manera 

antiparalela, formando en conjunto una lámina β ligeramente torneada característica de este 

plegamiento. El arreglo de hélices también es muy característico, ya que las dos hélices de los motivos se 

disponen casi paralelas y sobre el mismo lado de la lámina β, mientras que la hélice que conecta ambos 

dominios (α2  en Figura 1.15) se dispone sobre la otra cara de la hoja β y con una dirección perpendicular 

a las primeras (Martin, 1995a). La variación estructural más frecuente sobre este motivo mínimo se da en 

. Al tratarse de proteínas pequeñas, 

globulares y de fácil expresión en sistemas recombinantes, las Grx fueron modelos ideales para la 

biología estructural basada en resonancia magnética nuclear (NMR) multidimensional que estaba 

comenzando a desarrollarse en simultáneo al descubrimiento de estas proteínas. Tal es así que las 

estructuras de EcGrx1 en su estado reducido, oxidado y glutationilado fueron resueltas por NMR entre 

1991 y 1994 (Bushweller et al., 1994; Sodano et al., 1991b; Xia et al., 1992), menos de una década luego 

que se reportara la primera estructura de una proteína resuelta por esta técnica. Desde entonces se han 

reportado decenas de estructuras y todas poseen el plegamiento tipo “Trx” (“Trx-fold” (Martin, 1995a)), 

nombrado así por haber sido identificado originalmente en la tioredoxina 1 de E. coli (Holmgren et al., 

1975).  

                                                           
30 En realidad, la primera estructura de Grx obtenida fue la de “T4 thioredoxin” del bacteriófago T4, de manera casi 
simultánea al artículo de Holmgren de 1976. Sin embargo, esta proteína se consideraba una “Trx” y por lo tanto no 
se le asignó la denominación de Grx hasta un tiempo después (Sodano et al., 1991a; Söderberg et al., 1978).   
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los extremos y en algunas conexiones flexibles (loops), fundamentalmente entre los elementos β2-α2 

aunque también entre  α2-β3 y β4-α3 (Figura 1.15) (Atkinson and Babbitt, 2009a; Deponte, 2013; Martin, 

1995a).  

La gran divergencia de las Grx a nivel de secuencia se refleja a nivel estructural (Atkinson and Babbitt, 

2009; Deponte, 2013) lo que dificulta la definición de elementos estructurales característicos de Grx, si 

bien la mayoría de los elementos típicos del plegamiento “Trx” están conservados en estas proteínas. A su 

vez, las Grx de clases I y II comentadas anteriormente (Ströher and Millar, 2012) son tan divergentes entre 

sí como lo son con cualquier otra superfamilia de proteínas con plegamiento Trx (Atkinson and Babbitt, 

2009a). El sitio activo de las Grx (CxxC/S) se ubica en el loop formado entre β1 -α1, con la cisteína N-

terminal expuesta al solvente, mientras que el residuo +3 (C o S, generalmente) queda incluído en la 

primera vuelta de la hélice α1 (Figura 1.15). En el plegamiento Trx “canonico” hay al menos tres residuos 

de prolinas conservados (Collet and Messens, 2010). El primero es el que está dentro del sitio activo, 

ubicado generalmente antes de la hélice α2 , muy conservado en tiorredoxinas pero no en otras 

proteínas con plegamiento Trx (Figura 1.14)(Atkinson and Babbitt, 2009a). El segundo residuo de prolina 

conservado se encuentra cinco residuos hacia el extremo carboxílico después del sitio activo y se 

considera responsable de producir una desviación (“kink”) en la hélice α2. Este residuo generalmente no 

está presente en las Grx. El tercer residuo de prolina está ubicado en el loop anterior a la hebra β3 y 

posee disposición cis, lo cual genera que esta región de la proteína sea conocida como “cis-Pro loop” 

(Collet and Messens, 2010). Si bien este residuo se encuentra lejano en secuencia, se ubica espacialmente 

cercano al sitio activo en la proteína plegada y se piensa que cumple un rol ya sea en la modulación del 

potencial redox del sitio activo o en el impedimento de la unión de metales de manera inespecífica 

(Atkinson and Babbitt, 2009b; Martin, 1995b; Nordstrand et al., 1999; Qi and Grishin, 2005; Ren et al., 

2009; Su et al., 2007). Es interesante destacar que esta prolina está más conservada entre proteínas con 

Trx-fold que los propios residuos del sitio activo. La comparación de las estructuras disponibles de Grx de 

clase I (generalmente ditiólicas) y II (sitio activo CGFS) permitió la identificación de dos elementos más 

característicos de estas últimas: i) una inserción de cinco residuos formando un loop que precede al sitio 

activo y ii) un motivo WP en el loop que contiene la cis-Pro, involucrado en la  unión de GSH (Comini et 

al., 2013; Fladvad et al., 2005). A su vez, en 1-C-Grx los residuos importantes para la interacción entre la 

proteína y la glicina carboxiloterminal del GSH están conservados, pero no así los residuos cargados 

presentes en 2-C-Grx y que se señalan como responsables de la interacción de la proteína con el 

glutamato del GSH (Herrero and de la Torre-Ruiz, 2007) (ver más adelante). 

 

1.4.4. Estructura cuaternaria 

Como regla general, todas las Grx son proteínas monoméricas, independientemente que sean mono- o 

multidominio. Las únicas excepciones, por el momento, la constituyen las Grx monotiólicas 6 y 7 de 

levadura (ScGrx6 y ScGrx7), que poseen sitio activo CSYS y CPYS, respectivamente, y localización en la 
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membrana del retículo endoplásmico vía un elemento transmembrana ubicado en el extremo 

aminoterminal (Izquierdo et al., 2008; Mesecke et al., 2008b). Se trata de proteínas “excepcionales” en 

otros aspectos también, ya que ambas presentan actividad redox (Mesecke et al., 2008a). Las GrxC4 de 

Populus tremula (Noguera et al., 2005) y Grx1 de E. coli (Kelley et al., 1997) fueron reportadas también 

como proteínas con equilibrio monómero-dímero durante los estudios de elucidación estructural por 

NMR, pero es probable que esto sea un artefacto producto de la alta concentración de proteína usada en 

las condiciones experimentales. Por último, una de las Grx monotiólicas mitocondriales de T. brucei (1-C-

Grx1) también fue reportada por nuestro grupo como una proteína dimérica (Comini et al., 2008; Filser et 

al., 2008), si bien los datos más recientes indican que la proteína es un monómero, como discutiremos en 

este trabajo.  

 

1.4.5. Mecanismo catalítico de glutarredoxinas 

1.4.5.1. Intercambio tiol-disulfuro 

Las glutarredoxinas son, en términos generales, “GSH:disulfuro oxidoreductasas”, es decir, proteínas que 

catalizan reacciones de intercambio entre tioles y disulfuros, generalmente a expensas de GSH 

(glutationilación/deglutationilación, (Jensen et al., 2009; Lillig and Berndt, 2012)). Las reacciones de 

intercambio tiol:disulfuro han sido objeto de estudio por décadas, tanto en el ámbito de la fisicoquímica 

orgánica (ver por ej.:(Wilson et al., 1977)) como en bioquímica (ver por ej. (Jensen, 1959)). La química 

involucrada en estas reacciones es la misma tanto para moléculas pequeñas como para proteínas y está 

bien caracterizada (Gilbert, 1990). Sin embargo, los factores intrínsecos producto de la estructura y 

dinámica de las proteínas determina que aún hoy sea difícil de explicar detalladamente el mecanismo 

por el cual las Grx -y otras oxidorreductasas- catalizan el intercambio tiol:disulfuro (Collet and Messens, 

2010; Gallogly et al., 2009; Gilbert, 1990; Jensen et al., 2009) (Figura 1.16).  

En su forma más simple, una reacción de intercambio tiol:disulfuro es una sustitución nucleofílica 

bimolecular (SN2), donde un grupo nucleófilo (tiolato) ataca un centro electrófilo (enlace disulfuro), 

produciendo un estado de transición lineal con la carga deslocalizada entre los 3 átomos de azufre 

involucrados, que se resuelve con la formación de un nuevo disulfuro y un tiolato como grupo saliente 

(Figura 1.16, reacción 1). En moléculas pequeñas, la velocidad de esta reacción dependerá de la 

nucleofilicidad del grupo atacante, la reactividad del átomo central electrófilo, la acidez y estabilidad del 

grupo saliente (revisado en (Gilbert, 1990; Jensen et al., 2009)). Debido a que el RSH es poco nucleofílico, 

esta reacción es fuertemente dependiente del pH y su velocidad será mayor cuanto mayor sea la 

disponibilidad de la forma desprotonada nucleofílica (tiolato, RS-). En el caso del GSH la reacción de 

intercambio no catalizada entre G1SH y R2SS3R (Figura 1.16, reacción 2) a pH fisiológico será lenta por la 

baja disponibilidad de tiolato (GS-, <1 %). De cualquier manera, más rápido o más lento, la reacción 

llegará a un estado de equilibrio basado en las concentraciones iniciales de los componentes y 
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gobernado por la constante de equilibrio del par en cuestión (Kox) la cual, por tratarse de una reacción de 

oxidorreducción, está asociada a un potencial redox mediante la ecuación de Nernst  (Iversen et al., 2010; 

Jensen et al., 2009).  

 

1.4.5.2. Glutationilación y otras “tiolaciones” 

La glutationilación es la formación de un disulfuro mixto entre el GSH y una cisteína proteica (Figura 1.16, 

reacción 3). Se trata de la modificación postraduccional de “tiolación”31

                                                           
31 En este trabajo el término “tiolación” es usado para definir la formación de un disulfuro mixto entre una cisteína 
proteica y el grupo tiol de una molécula X, por ejemplo,  glutationilación para la unión de una molécula de 
glutatión, cisteinilación para la cisteína o glutationilespermidinilación para la glutationilespermidina. Somos 
conscientes de que es una definición incorrecta ya que químicamente el término tiolación define la generación de 
un grupo tiol (RSH) en una molécula que no lo tenía y con esa acepción fue aplicado por primera vez en bioquímica 
(Benesch and Benesch, 1958). En la actualidad los términos “tiolación” o “S-tiolacion” se utilizan de manera 
indistinta para definir tanto lo comentado más arriba como la sustitución de un oxígeno carbonílico (oxo) por un 
átomo de azufre (tiooxo) en la posición 2 de la uridina de ciertos tRNA (“2-thiolation”) (Ikeuchi et al., 2006), si bien 
en ninguno de los casos se trata de un uso adecuado a la nomenclatura química.  

 mejor estudiada (Pimentel et al., 

2012) y la más frecuente en mamíferos, pero no la única posible. Por ejemplo, en el plasma humano 

aproximadamente el 25% de la albúmina que circula está “tiolada” por cisteína (Turell et al., 2009), varias 

proteínas de secreción de E. coli están “tioladas” por Gsp (Liu et al., 2009) y en actinomicetos (ej. 

Mycobacterium tuberculosis) y firmicutos (ej. Bacillus subtilis) ciertos estímulos oxidativos determinan la 

“tiolación” de factores de transcripción por los glucotioles micotiol (Antelmann and Hamilton, 2012; Van 

Laer et al., 2012) o bacililtiol (Chi et al., 2011; Helmann, 2011), respectivamente (Figura 1.10). En 

tripanosomas, por su parte, ciertas proteínas son “tioladas” por GSH o Gsp (Melchers et al., 2007). La 

glutationilación se puede racionalizar como una reacción de intercambio tiol:disulfuro entre la proteína 

reducida y el glutatión oxidado y podría darse, en principio, sobre cualquier tiol proteico libre y accesible 

al solvente (Ghezzi, 2005; Jensen et al., 2009) (Figura 1.16, reacción 3 y 4). Sin embargo, en condiciones 

fisiológicas esta reacción es poco probable fundamentalmente porque: i) la concentración de GSSG es 

muy baja (en levaduras, por ejemplo, la relación GSH:GSSG es ≥10000:1 (Morgan et al., 2012)) y ii) el pKa 

de la mayoría de los tioles proteicos es >8, determinando una muy baja disponibilidad de tiolato en 

condiciones “fisiológicas” (Flohé, 2012a; Gallogly et al., 2009; Jensen et al., 2009). La 

compartimentalización puede cambiar ambos factores y hacer que la glutationilación directa sea una 

posibilidad, por ejemplo, debido a la acumulación de GSSG en la vacuola de levaduras (Morgan et al., 

2012) o en el retículo endoplásmico de células de mamíferos (Birk et al., 2013), o por la mayor alcalinidad 

de la matriz mitocondrial (pH 7.6-8.6 (Schwarzländer et al., 2012)), si bien esto no ha sido estudiado en 

detalle. Es importante destacar que el T(SH)2, a pesar de ser el tiol más abundante en tripanosomas, no es 

un posible agente tiolante por su condición de ditiol y que es posible que este función en tripanosomas 

sea ocupada por otro tiol de bajo peso molecular como ser GSH o Gsp (Manta et al., 2013b).  
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A nivel celular la glutationilación parece ser un proceso fuertemente regulado y, en coincidencia con su 

rol señalizador, no todos los tioles proteícos son “glutationilables”, ni todos los estímulos determinan el 

mismo patrón de glutationilación. Se han propuesto varios caminos para la formación de proteínas 

glutationiladas a nivel celular y, probablemente, cada uno tenga relevancia en diferentes condiciones 

fisiopatológicas (por referencias recientes ver por ejemplo: (Dalle-Donne et al., 2009; Jortzik et al., 2012; 

Mieyal and Chock, 2012; Pimentel et al., 2012; Xiong et al., 2011). Ciertos estímulos endógenos o 

exógenos pueden determinar la oxidación de tioles proteicos a la forma sulfénico (RSOH) (Roos and 

Messens, 2011) el cual puede reaccionar directamente con GSH, de abundancia milimolar en la mayoría 

de las células eucariotas, resultando en la “tiolación” de proteínas (Ghezzi, 2005) (Figura 1.16, reacción 3). 

En este camino no catalizado la selectividad recaerá sobre cuáles tioles proteicos se oxidan 

específicamente a RSOH a consecuencia del estímulo oxidativo. Esta vía ha sido indicada como 

responsable de la glutationilación de proteínas esenciales in vivo, como la actina (Sakai et al., 2012) o la 

Trx (Casagrande et al., 2002), pero su universalidad es muy discutible ya que la oxidación de cisteínas a 

ácido sulfénico in vivo es un mecanismo de señalización fuertemente regulado y probablemente 

restringido a un pequeño conjunto de cisteínas proteícas en condiciones fisiológicas (Adimora et al., 

2010; Ferrer-Sueta et al., 2011). La otra opción es que la “transferencia del grupo GSH” desde GSSG sobre 

el tiol proteico sea catalizada (Figura 1.16, reacción 4). Si bien existen enzimas que catalizan reacciones 

de transferencia, como las GST arriba comentadas o las glioxalasas, los sustratos aceptores son 

generalmente moléculas pequeñas (xenobióticos, metilglioxal, etc.) y no tioles proteicos (Deponte, 2013; 

Gallogly and Mieyal, 2007). Las únicas proteínas para las cuales se ha reportado la capacidad de 

“glutationilar” tioles proteicos a expensas de GSSG son, paradójicamente, las Grx, cuya función 

enzimática mejor conocida es la reacción en sentido contrario. Este camino catalizado por Grx se ha 

comprobado in vitro (Björnberg et al., 2006; Ruoppolo et al., 1997), in vivo (Eser et al., 2009) y en distintos 

modelos celulares mediante el uso de fusiones de Grx a sondas fluorescentes redox sensibles (Meyer and 

Dick, 2010) (ver próximo párrafo). En conclusión, la glutationilación existe in vivo y es, probablemente, un 

mecanismo de señalización o protección contra el daño oxidativo. Si bien no está claro el/los 

mecanismo/s por el cual se da esta modificación, la evidencia apunta indudablemente a un rol regulador 

de la Grx, ya sea en su formación o remoción.  

 

1.4.5.3. Mecanismo enzimático de las glutarredoxinas 

Si bien la reacción que mejor describe a las Grx es la deglutationilación (ver a continuación), las Grx se 

clasifican oficialmente con el codigo EC 1.20.4.1 (Deponte, 2013), es decir, oxidorreductasa (1) que actúa 

sobre fósforo o arsénico (20) con un disulfuro como aceptor de electrones (4). Esta clasificación 

corresponde a la molibdoenzima arsenato reductasa, que cataliza la reducción de arsenato a expensas de 
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glutarredoxinas y GSH (Gladysheva et al., 1994; Shi et al., 1999)32. Aunque algunas isoformas de Grx sean 

muy eficientes en estas reacciones in vitro, esta función altamente especializada no está presentes en 

todas las Grx y mucho menos refleja su rol fisiológico, por lo cual obliga a reconsiderar su denominación 

funcional33

El mecanismo catalítico de las Grx ha sido estudiado mayoritariamente en reacciones no fisiológicas de 

deglutationilación de disulfuros mixtos entre GSH y β-mercaptoetanol, péptidos sintéticos o albúmina, a 

expensas de GSH (Gallogly et al., 2008, 2009; Peltoniemi et al., 2006). En términos generales, la reacción 

global involucra dos etapas discretas (Figura 1.17): en la mitad “oxidativa” la Grx reducida reacciona con 

el sustrato oxidado (RSSG), resultando glutationilada (Grx-SG) y liberando el primer producto (RSH). En la 

mitad “reductiva” una molécula de GSH reacciona con la enzima glutationilada liberando GSSG y la 

enzima reducida (Figura 1.17). Este mecanismo de doble desplazamiento o “ping-pong” es frecuente en 

oxidorreductasas (Toppo et al., 2009; Trujillo et al., 2007) y presenta ciertas características que merecen 

ser destacadas (revisado en (Deponte, 2013; Gallogly et al., 2009; Jensen et al., 2009)). El primer paso es 

un desplazamiento tiol:disulfuro donde la enzima confiere especificidad por GSH formando el disulfuro 

mixto, probablemente a raíz de la orientación que toma el grupo γ-glutamilo del GSH durante o luego de 

la formación del nuevo enlace covalente (Deponte, 2013). Se trata de la mitad más rápida del ciclo 

catalítico fundamentalmente debido a que: i) el pKa de la cisteína N-terminal del sitio activo de la Grx es 

generalmente ácido (<5), ii) el estado de transición tiene como átomo central al azufre del glutatión, que 

es más electrofílico que la cisteína proteica, iii) el grupo saliente es aniónico y se protona al dejar el sitio 

activo, desplazando la reacción hacia los productos y iv) el glutatión que queda covalentemente unido a 

la proteína establece (durante o luego del paso químico) varias interacciones electrostáticas específicas 

con residuos conservados en la superficie de la proteína. El segundo paso es otro desplazamiento 

tiol:disulfuro y es la etapa limitante de la velocidad ya que: i) el nucléofilo es el GSH libre, el cual a 

cualquier pH menor a 8 generalmente se encuentra como tiol, lo cual lo hace poco reactivo y determina 

que deba ser activado para reaccionar con el disulfuro mixto Grx-SG, por un mecanismo aún 

desconocido y ii) una parte del producto conserva las interacciones con el sitio activo formadas durante 

la primera mitad. En concordancia con lo comentando en el párrafo anterior, en las reacciones de 

“glutationilación” catalizadas por Grx el agente “glutationilante” es el intermediario Grx-SG el cual 

. Algunas Grx son efectivamente “deglutationilasas” in vivo y cumplen funciones esenciales 

relacionadas a su actividad redox pero esto no puede generalizarse ni siquiera para las Grx de clase I 

mejor caracterizadas como EcGrx1 o ScGrx1, proteínas no esenciales cuyos sustratos fisiológicos siguen 

sin identificarse (revisado en (Deponte, 2013; Ströher and Millar, 2012). El descubrimiento de las 

versiones monotiólicas complicó aun más la situación y, como veremos, amplió sustancialmente el 

espectro de posibles funciones biológicas de las proteínas llamadas, generalmente, “glutarredoxinas”. 

                                                           
32 “Nomenclature Committee of the International Union of Biochemistry and Molecular Biology on the 
Nomenclature and Classification of Enzymes by the Reactions they Catalyse (1992)” 
http://www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/enzyme/EC1/20/4/1.html  
33 Más aún, algunas Grx como Grx1 y 2 de S. cerevisiae presentan actividad hidroperóxido reductasa (Collinson et al., 
2002) y actividad GST con sustratos electrofilos (Collinson and Grant, 2003) y no por ello se define a las Grx dentro 
de estas familias.  
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reacciona específicamente con un tiol proteico en un mecanismo simétrico al que acabamos de describir 

(Eser et al., 2009; Lillig and Berndt, 2012). Claramente, la selectividad en la glutationilación catalizada por 

Grx estará determinada por las interacciones proteína-proteína entre la forma glutationilada de la Grx y la 

proteína “aceptora” del grupo GSH, sobre las cuales no conocemos que existan datos experimentales.   

Una característica determinante del mecanismo planteado es que es “monotiólico”, es decir, únicamente 

es necesaria la participación de la cisteína aminoterminal del sitio activo, estrictamente conservada entre 

Grx de todas las clases. En consecuencia, sería de esperar que todas las Grx (y otras oxidoreductasas con 

sitio activo similar)34

 

 fueran capaces de catalizar esta reacción. Sin embargo, como se comentó 

anteriormente, la gran mayoría de las Grx monotiólicas estudiadas hasta el momento no presentan 

actividad redox (ver a continuación) a pesar de poseer un sitio activo potencialmente funcional. Las Grx 

ditiólica (generalmente de clase I), por el contrario, no solo catalizan las reacciones “monotiólicas” 

descriptas más arriba sino que en algunos casos también utilizan un mecanismo “ditiólico” en donde el 

segundo paso involucra la formación de un disulfuro intramolecular (Grx-S2) entre ambas cisteínas del 

sitio activo (Deponte, 2013) (Figura 1.17). Si bien la comparación con las Trx indicaría que esta ruta es la 

favorecida estructural y cinéticamente (Collet and Messens, 2010), no es el caso en las Grx, ya que la 

reacción de formación de Grx-S2 depende del ataque nucleofílico de la cisteína carboxiloterminal del sitio 

activo sobre el disulfuro mixto, lo cual está desfavorecido tanto por motivos de reactividad, ya que la 

disponibilidad de nucléofilo es baja debido a que el pKa de esta segunda cisteína no es ácido como 

conformacionales, ya que la  cisteína carboxiloterminal pertenece a la primera vuelta de una hélice α y el 

átomo de azufre no está en la posición ideal para atacar el disulfuro. A su vez, la reacción determina la 

liberación de GSH, el cual está estabilizado por interacciones específicas con la proteína, como se 

comentó anteriormente (Deponte, 2013; Gallogly et al., 2009; Peltoniemi et al., 2006). Por último, la 

reducción de Grx-S2 requiere dos reacciones con GSH, con sus etapas de activación incluídas. Todo esto 

apunta a que, independientemente de tratarse de Grx mono- o ditiólicas, la formación del disulfuro 

intramolecular en Grx de sitio activo CxxC es un paso no productivo que compite con la resolución 

rápida de la especie glutationilada, también dependiente de GSH. En consecuencia, las funciones 

catalíticas dependientes del mecanismo ditiólico “tipo Trx” parecen estar restringidas a ciertos sustratos 

donde hay solapamiento de funciones con la propia Trx, como la reducción de la ribonucleótido 

reductasa (Deponte, 2013; Marino et al., 2010). 

 

 

                                                           
34 Se ha reportado que ciertas Trx de plantas (Bedhomme et al., 2012) o levaduras (Greetham et al., 2010; Silva et al., 
2008) pueden deglutationilar proteínas in vitro. Por otro lado la sulfiredoxina -una enzima cuya única función 
conocida era reducir la forma sulfínico de ciertas Prxs a expensas de ATP y GSH- es capaz de deglutationilar varias 
proteínas in vivo (Findlay et al., 2006) y ciertos residuos de cisteína glutationilados de las Prxs in vitro (Park et al., 
2009).  
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1.4.6. Glutarredoxinas monotiólicas 

1.4.6.1. Identificación 

Las 1-C-Grx fueron originalmente identificadas en la levadura S. cerevisiae por el grupo de Enrique 

Herrero (Universidad de Lleida, España) como genes con importante similitud a las “clásicas” Grx1 y Grx2 

(Rodríguez-Manzaneque et al., 1999) y rápidamente se encontraron homólogos en los genomas de 

bacterias, protozoarios,  mamíferos  y plantas (Fernandes et al., 2005; Fomenko and Gladyshev, 2002; 

Isakov et al., 2000; Lemaire, 2004; Rahlfs et al., 2001). La primera proteína de la familia en ser estudiada in 

vitro e in vivo fue la Grx5 de levadura (ScGrx5), una isoforma monodominio de localización mitocondrial a 

la cual se le atribuyó una función en las defensas antioxidantes del organismo, a pesar de que in vitro la 

proteína no presentaba actividad en el ensayo clásico de actividad glutarredoxina basado en la 

reducción catalítica del disulfuro entre GSH y β -mercaptoetanol a expensas de GSH (Rodríguez-

Manzaneque et al., 1999; Shenton et al., 2002). En paralelo a la identificación de ScGrx5 se identificaron 

las ScGrx3 y ScGrx4, las primeras Grx multidominio (Molina et al., 2004; Tamarit et al., 2003). El resultado 

más interesante de la primera etapa del estudio de esta nueva familia de proteínas provino de la 

identificación de que el mutante  knock-out de ScGrx5, si bien no es letal, presenta acumulación de hierro 

a nivel mitocondrial y una marcada inactivación de enzimas dependientes de FeS como ser la aconitasa y 

sensibilidad a oxidantes (Rodríguez-Manzaneque et al., 2002). En los años siguientes se demostró que la 

asociación entre las 1-C-Grx y el metabolismo de FeS, que había pasado completamente desapercibida 

hasta entonces, es una característica evolutiva muy conservada desde bacterias hasta mamíferos y 

generalmente imprescindible en todos los organismos (Rouhier et al., 2010). Por ejemplo, en 2005 se 

identificó la única Grx monotiólica de E. coli (Grx4) la cual es esencial para la bacteria y está relacionada al 

control de los niveles de hierro intracelulares (Fernandes et al., 2005; Gerdes et al., 2003). Al mismo 

tiempo Wingert y colaboradores (Wingert et al., 2005) identificaron que el fenotipo conocido como shiraz 

en el pez cebra, caracterizado por una anemia hipocrómica por defecto en la síntesis de grupo hemo, es 

causado por una mutación en el gen homólogo a Grx5, relacionando por primera vez ambas vías. 

Molina-Navarro y colaboradores (Molina-Navarro et al., 2006), por su parte, demostraron que la función 

de ScGrx5 podía ser subrogada por proteínas homólogas tanto bacterianas como de vertebrados, 

apuntando a una conservación evolutiva de esta función asociada al metabolismo de FeS. Finalmente, 

un caso clínico permitió demostrar que una mutación en el sitio de splicing del intrón 1 del gen de la 

Grx5 en humanos, que tiene como consecuencia una drástica reducción de los niveles del ARN 

mensajero correspondiente, determina un fenotipo en donde varios aspectos del metabolismo del hierro 

a nivel mitocondrial están alterados (Camaschella et al., 2007; Ye et al., 2010).  
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1.4.6.2. Coordinación de centros ferrosulfurados por glutarredoxinas 

La existencia de una relación entre Grx y el metabolismo de hierro fue un descubrimiento 

completamente inesperado y, en un principio, no pasó de la descripción de un vínculo entre ciertos 

fenotipos y la ausencia o disfunción de Grx monotiólicas. La primera evidencia (indirecta) de la existencia 

de una relación entre las glutarredoxinas y la biosíntesis de FeS provino de estudios con el regulador 

transcripcional de E. coli fumarato nitrato reductasa (FNR), una proteína con un FeS del tipo [4Fe-4S] 

sensible a oxígeno que participa en el cambio entre respiración aeróbica y anaeróbica. La disminución de 

GSH mediante butationa sulfoximina determinó una pérdida de actividad del regulador in vivo (Tran et 

al., 2000), mientras que in vitro las 3 Grx de E. coli (Grx1-3, todas 2-C-Grx) eran capaces de acelerar el 

ensamblado del FeS sobre la apo-proteína (Achebach et al., 2004). En su momento, estos resultados 

fueron intepretados a través de un posible rol de las Grx mediante la reducción de los residuos de 

cisteína de FNR que actúan como ligandos del FeS a expensas de GSH. Al poco tiempo de que el grupo 

de Herrero pusiera en evidencia la relación entre ScGrx5 y el metabolismo de hierro (Rodríguez-

Manzaneque et al., 2002), Mühlenhoff y colaboradores (Mühlenhoff et al., 2003) ubicaron efectivamente 

a esta proteína como parte de la maquinaria esencial para la biogénesis de FeS en experimentos in vivo, 

en concordancia con predicciones bioinformáticas que explicaba el fenotipo mutante de la levadura 

carentes de Grx5 ubicando a esta proteína en algún punto en etapas tempranas de esta vía (Alves et al., 

2004). El punto de inflexión se dio poco tiempo después a raíz del trabajo de Lillig y colaboradores (Lillig 

et al., 2005) con la isoforma mitocondrial de la Grx2 humana. La Grx2 humana, que presenta dos 

isoformas de diferente localización subcelular codificadas por distintos codones de inicio, se trata de uno 

los prototipos de Grx “clásicas”, con un sitio activo CPYC y actividad en ensayos de reducción de 

disulfuros mixtos con GSH (Gladyshev et al., 2001; Lundberg et al., 2001). La purificación en gran escala 

de esta proteína determinó el aislamiento de una fracción dimérica y coloreada, un hallazgo indesperado 

ya que no se le conocían cofactores. Mediante análisis espectroscópico y cromatográficos de la proteína 

recombinante se estableció determino que la especie coloreada correspondía a una especie 

homodimérica de Grx2 coordinando un FeS, lo cual fue además confirmado a nivel celular mediante 

radiodetección de  hierro radiactivo (Lillig et al., 2005) y, más recientemente, por técnicas de florescencia 

de complementación bimolecular (Hoff et al., 2009).  

La coordinación de centros ferrosulfurados por proteínas con plegamiento tipo Trx había sido reportada 

únicamente para una rara familia de ferredoxinas bacterianas (Yeh et al., 2000) y para mutantes 

artificiales de Trx con sitio activo CCxxC (Masip et al., 2004). En consecuencia, estas nuevas proteínas FeS 

despertaron rápidamente la atención de varios grupos de investigación. En su versión más simple, un 

FeS es una estructura tetraédrica formada por dos átomos de hierro unidos a dos átomos de azufre [2Fe-

2S] y coordinado por cuatro ligandos más, usualmente cisteína (Figura 1.8) (Beinert et al., 1997). 

Mediante el uso de espectroscopía de Mössbauer35

                                                           
35 Se trata de una técnica de resonancia nuclear muy sensible a la geometría del entorno químico del núcleo 
analizado. Para el caso de cofactores con hierro generalmente se utiliza el isótopo 57Fe el cual posee una transición 

  Lillig y colaboradores demostraron que la HsGrx2 
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une un FeS del tipo [2Fe-2S] coordinado exclusivamente por cisteínas. Mediante mutagénesis “sitio-

dirigida” y modelos estructurales los autores propusieron que la cisteína aminoterminal del sitio activo, la 

única conservada en todas las Grx, era esencial para la coordinación del FeS (Lillig et al., 2005). Poco 

tiempo después Rouhier y colaboradores demostraron que una Grx de álamo (GrxC1, sitio activo CGYC) 

también es capaz de coordinar FeS y dimerizar en torno al centro ferrosulfurado (Feng et al., 2006; 

Rouhier et al., 2007). Mediante la aplicación de una gran variedad de técnicas espectroscópicas y 

estructurales (incluyendo la resolución de estructuras por NMR y cristalografía) los investigadores 

demostraron que la coordinación del FeS se daba a través de las cisteínas aminoterminales del sitio 

activo, como indicaron Lillig y colaboradores, pero que las posiciones de coordinación restantes eran 

provistas por los grupos tiol de dos moléculas de GSH, cada una unida no covalentemente a la región del 

sitio activo del monómero (Feng et al., 2006; Rouhier et al., 2007) (Figura 1.18). Este mecanismo de 

coordinación completamente novedoso fue confirmado bioquímica (Berndt et al., 2007) y 

estructuralmente para la HsGrx2 (Johansson et al., 2007) y otras Grx de clase I tanto de plantas 

(Arabidopsis thaliana GrxC1 (Riondet et al., 2012) y GrxC5 (Couturier et al., 2011)) como protozoarios 

(Ceylan et al., 2010; Rada et al., 2009). Sin embargo, estos resultados refieren a 2-C-Grx, para las cuales no 

existe relación demostrada entre su función biológica y el metabolismo del hierro, con la posible 

excepción de HsGrx2 (Lee et al., 2009). Evidentemente, el foco estaba puesto en las 1-C-Grx ya que eran 

las únicas Grx para las cuales sí había una relación demostrada con la biogénesis de centros 

ferrosulfurados (Lill et al., 2012). Poco tiempo después se demostró que varias proteínas de clase II y 

algunas 1-C-Grx de clase I eran capaces de coordinar FeS in vitro mediante un mecanismo equivalente al 

identificado en HsGrx2. Esto se propuso en base a resultados espectroscópicos, en una primera instancia, 

para varias Grx de clase II (Picciocchi et al., 2007) que luego fueron confirmados por técnicas 

espectroscópicas más especializadas y métodos estructurales en la Grx4 de E. coli (Iwema et al., 2009), 

Grx5 de humanos (Johansson et al., 2011; Ye et al., 2010), Grx14 y Grx16 de plantas superiores 

(Bandyopadhyay et al., 2008; Wang et al., 2012), Grx 6 y 7 de levaduras (Luo et al., 2010; Mesecke et al., 

2008a) y una 1-C-Grx de tripanosoma (Comini et al., 2008). Finalmente, a pesar de ser la primer Grx en ser 

estudiada en su relación al metabolismo de FeS, recién en los últimos meses se confirmó la formación de 

un FeS sobre ScGrx5 tanto in vitro (Shakamuri et al., 2012; Zhang et al., 2013) como in vivo (Uzarska et al., 

2013).En conclusión, varias Grx monodominio de clase I y II pueden coordinar in vitro un FeS de tipo [2Fe-

2S] y al menos algunas de ellas también lo hacen in vivo, como ser la forma  mitocondrial de la Grx2 

humana(Hoff et al., 2009; Lillig et al., 2005), la Grx5 de humanos (Lillig et al., 2005; Ye et al., 2010) y 

levadura (Uzarska et al., 2013), la GrxC1 de Arabidopsis thaliana (Riondet et al., 2012) y algunas Grx 

multidominio como ScGrx3 y HsGrx3 (Haunhorst et al., 2010; Mühlenhoff et al., 2010). Las 1-C-Grx 

monodominio como Grx5 o similares han sido indudablemente identificadas como parte de la 

maquinaria de biogénesis de centros ferrosulfurados (Mapolelo et al., 2012; Shakamuri et al., 2012; Ye et 

al., 2010) proceso que en eucariotas tiene lugar fundamentalmente en la mitocondria (Lill and 

                                                                                                                                                                                                
nuclear a una energía definida y poco variable (ver (Lindahl and Holmes-Hampton, 2011) por más información y 
referencias específicas).  
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Mühlenhoff, 2006). Las 2-C-Grx, por su parte, también poseen representantes a nivel mitocondrial en 

muchos eucariotas y son capaces de coordinar FeS, si bien ésta no parece ser la función principal de este 

grupo de Grx que son activas en reacciones redox (Ströher and Millar, 2012), por lo cual no ahondaremos 

más en ellas y solamente se comentaran a efectos comparativos.  
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Capítulo 2 

 

La familia de las glutarredoxinas  

en Trypanosoma brucei 
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2.1. El atlas de proteínas con plegamiento Trx en Trypanosoma brucei 

El plegamiento Trx (Figura 1.15) es uno de los arreglos estructurales con mayor representación y 

distribución en la evolución (Wolf et al., 1999). Consideradas en su conjunto, las proteínas con este 

arreglo de estructuras secundarias forman uno de los grupos más grandes, integrado por al menos 20 

familias36 de proteínas homólogas37

Todos los genomas codifican para proteínas con plegamiento Trx, desde apenas unas pocas en algunas 

bacterias hasta más de 100 en A. thaliana, manteniendo una relación aproximadamente lineal entre su 

abundancia y el tamaño del genoma (Fomenko and Gladyshev, 2012; Wolf et al., 1999). Al comenzar este 

trabajo se habían identificado y caracterizado varias proteínas con este plegamiento en T. brucei, 

principalmente las peroxidasas y oxidoreductasas dependiente de tripanotión comentadas en la 

introducción (TXN, Trx, TXNPx y Px), pero también la quiescina sulfidril oxidasa (QSOX, (Alon et al., 2012; 

Kodali and Thorpe, 2010)) y dos isomerasas de disulfuros (PDI, (Rubotham et al., 2005). Con respecto la 

familia Grx, se había reportado la existencia de tres Grx monotiólicas (1-C-Grx1, 2 y 3 (Comini et al., 2008; 

Filser et al., 2008)) y dos Grx ditiólicas (2-C-Grx1 y 2, (Ceylan et al., 2010)). Sin embargo en una extensa 

revisión sobre glutarredoxinas publicada recientemente por Ströher y Millar (Ströher and Millar, 2012) se 

reportó que T. brucei posee siete secuencias relacionadas a Grx, es decir, dos más de las consideradas por 

nosotros originalmente. Como veremos a continuación, estas secuencias adicionales corresponden a 

proteínas de la familia de las GST caracterizadas por poseer un dominio con plegamiento Trx fusionado a 

un dominio helicoidal (Oakley, 2011), las cuales se consideraban ausentes del genoma de estos 

organismos (Vickers and Fairlamb, 2004).  

 (Meng and Babbitt, 2011). A nivel estructural, las proteínas con 

plegamiento Trx se distribuyen en más de 1000 arquitecturas de dominios posibles y ~10% de esta 

diversidad es aportada por la familia de las Grx (Atkinson and Babbitt, 2009a, 2009b; Pedone et al., 2010).  

A raíz de este resultado y teniendo en cuenta que las bases de datos de genomas están sometidas a 

frecuentes procesos de actualización y curado, decidimos realizar una nueva búsqueda sistemática con 

                                                           
36 La nomenclatura para la clasificación de proteínas es variable y depende del contexto o de los autores. En este 
trabajo se cita frecuentemente trabajos de Babbit y colaboradores (Atkinson and Babbitt, 2009a, 2009b; Gerlt and 
Babbitt, 2000) que utilizan el término superfamilia para definir al grupo conformado por todas las proteínas 
relacionadas por homología (ver próxima nota). En esta clasificación, las proteínas con plegamiento Trx se clasifican 
en 20 superfamilias, siendo las Grx una de ellas. Una clasificación similar se aplica en UniProtKB/Swiss-Prot 
(Apweiler et al., 2004). SCOP, por su parte, define a la superfamilia “Thioredoxin-like” (ID 52833) como integrada por 
23 familias, una de las cuales es “thioltransferases/glutaredoxins” (ID 52834). Finalmente, PFAM utiliza el término 
clan para el grupo formado por dos o más familias de proteínas del mismo origen evolutivo (Finn et al., 2006) y 
define el clan de proteínas “Thioredoxin-like” (ID CL0172) como el conjunto de 45 familias de proteínas relacionadas 
evolutivamente y que comparten el plegamiento Trx, siendo las glutarredoxinas una de ellas (ID PF00462). Si bien 
existen diferencias entre cada clasificación, el término familia se usa generalmente para definir un grupo de 
proteínas ortólogas (ver próxima nota) y es así como lo aplicamos en este trabajo. 
37 Según (Gerlt and Babbitt, 2000) se entiende por proteínas homologas a aquellas que derivan de un ancestro 
común y, como tal, se considera que poseen estructuras similares. Se consideran proteínas ortólogas aquellas 
proteínas homologas de diferentes especies que poseen la misma función. Dos secuencias de un mismo organismo 
se consideran parálogas si derivan de un mismo ancestro por duplicación, pudiendo o no cumplir la misma función 
en la especie actual. Si dos proteínas cumplen la misma función y no están relacionadas estructuralmente se 
definen como análogas independientemente que estas pertenezcan o no a la misma especie.  
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el fin de relevar posibles secuencias relacionadas a Grx presentes en el genoma de T. brucei que no se 

hubiesen detectado en los primeros trabajos (Ceylan et al., 2010; Comini et al., 2008; Filser et al., 2008). En 

primer lugar se seleccionó la secuencia a ser empleada como sonda de la búsqueda de acuerdo al  

siguiente criterio: ser una secuencia representativa de las Grx más distribuidas en eucariotas (clase II), de 

longitud estándar (~100 aminoácidos) y con el sitio activo más frecuente en eucariotas (CGFS, (Ströher 

and Millar, 2012)). El dominio Grx de 1-C-Grx2 (Filser et al., 2008)(residuos 30-131) reunía estas 

características. Con esta secuencia y aprovechando las mejoras implementadas por el NCBI en los 

algoritmos de rastreo de secuencias homólogas usando secuencias de aminoácidos (Delta-BLAST 

(Boratyn et al., 2012, 2013)) llevamos a cabo una búsqueda dentro de las secuencias no redundantes de 

proteínas de T. brucei usando el programa Delta-BLAST. Con esta estrategia recuperamos un total de 

nueve secuencias de proteínas relacionadas a las Grx con niveles de confiabilidad por encima del límite 

estipulado por defecto, incluyendo las cinco previamente identificadas por nuestro grupo y las dos 

proteínas de la familia GST identificadas en (Ströher and Millar, 2012)38

Debido a la gran diversidad de secuencias que presentan las proteínas con plegamiento Trx y a su 

compleja organización de dominios (Atkinson and Babbitt, 2009b) la identificación de nuevos miembros 

de una cierta familia no es trivial y sigue siendo un área de investigación activa inclusive en organismos 

bien caracterizados (ver por ej. (Liu et al., 2013a; Røhr et al., 2013). En ese sentido, hay dos requisitos 

mínimos exigibles para que una secuencia pueda ser considerada como del tipo Grx o relacionada: i) 

poseer al menos un dominio con plegamiento Trx, lo cual es fácilmente reconocible mediante programas 

como PROSITE (Sigrist et al., 2012) o SMART (Letunic et al., 2012) y ii) contener al menos una de las 

cisteína del motivo CxxC. En función de lo presentado en la Introducción el segundo criterio parece 

razonable ya que, si bien solo el 44% de las proteínas con plegamiento Trx poseen el sitio activo 

completo (Atkinson and Babbitt, 2009b), todas las Grx poseen al menos uno de los dos residuos 

conservados (Figura 1.14). Solo cinco familias de proteínas con plegamiento Trx no poseen ninguna de 

las cisteína del motivo CxxC (calsequestrina, DUF1687, ERp29, HyaE y SH3BGR) y, en base a lo que 

sabemos actualmente, ninguna de ellas se clasifica como Grx ni poseen actividades redox dependientes 

de tioles

. Como se discutirá de aquí en 

adelante, todas estas secuencias fueron analizadas para corroborar su identidad, clasificación y relación 

con distintos miembros de la familia con plegamiento Trx de este organismo y otros con escasa o muy 

baja relación filogenética.  

39

Antes de continuar, es importante destacar que, a la fecha, no existen trabajos publicados que hayan 

abordado la identificación y análisis detallado de secuencias relacionadas al plegamiento Trx en 

tripanosomátidos. Esto nos obligó a generar y caracterizar, al menos de manera preliminar, dicha base de 

. Finalmente, si ambos criterios se cumplen, su relación de identidad con otras proteínas de 

plegamiento Trx es lo que nos permitirá definir con certeza su clasificación dentro de la familia Grx.  

                                                           
38 Es interesante destacar que una búsqueda con PSI-BLAST solo identifica las tres 1-C-Grx1 por encima del nivel de 
confiabilidad (no mostrado).  
39 Por referencias específicas ver: calsequestrina (Wang et al., 1998), DUF1687 (Jung et al., 2005), ERp29 (Liepinsh et 
al., 2001), HyaE (Dubini and Sargent, 2003) y SH3BGR (Nardini et al., 2004). 
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datos. Sin embargo, la identificación de todos los dominios de proteína con plegamiento Trx presentes 

en el genoma de T. brucei es un trabajo que requiere una implementación técnica que escapa a esta Tesis 

ya que, considerando que el genoma de este organismo codifica para ~9000 proteínas (Berriman et al., 

2005; Mohan et al., 2008), el número esperado de proteínas con plegamiento Trx oscila entre 45 y 100, 

según diferentes estimaciones (Fomenko and Gladyshev, 2012; Wolf et al., 1999). Afortunadamente, 

Gladyshev y colaboradores desarrollaron varios procedimientos bioinformáticos que permiten identificar 

masivamente “oxidorreductasas dependientes de tioles” (Fomenko and Gladyshev, 2002, 2012; Fomenko 

et al., 2007, 2008; Marino and Gladyshev, 2009, 2010), en base a las siguientes consideraciones : i) todas 

las oxidorreductasas dependientes de tioles poseen al menos un sitio activo con secuencia CxxC/S 

(Fomenko and Gladyshev, 2002); ii) las cisteínas son residuos que presentan una fuerte conservación 

tanto a nivel de secuencia como en su posición en la estructura proteica y, en el caso particular de las 

oxidoreductasas dependientes de tioles, la estructura secundaria en torno al sitio activo CxxC/S está 

particularmente conservada (Marino and Gladyshev, 2010, 2011), permitiendo el filtrado de resultados 

espurios derivados de la alta frecuencia y conservación que tiene el motivo CxxC “no redox” en proteínas 

de unión a metales (Fomenko et al., 2008; Marino and Gladyshev, 2009); y iii) debido a que la 

selenocisteína (Sec) es un residuo exclusivamente catalítico (Mariotti et al., 2012), cualquier Cys 

conservada que alineé con un residuo de Sec en alguna proteína homóloga es considerada como 

perteneciente a un sitio activo redox (Fomenko et al., 2007). Este conjunto de criterios permitió a los 

autores realizar búsquedas a nivel genómico en 740 especies de bacterias, 82 de arqueas y 56 eucariotas, 

generando listas curadas y no redundantes de proteínas que cumplían con todas estas características. Al 

conjunto de proteína identificadas para cada organismo los autores lo denominaron “tioredoxoma” 

(Fomenko and Gladyshev, 2012). Si consideramos que ~50% de las oxidorreductasas dependientes de 

tioles poseen uno o más dominios con plegamiento Trx (Atkinson and Babbitt, 2009b) y que todas las 

Grx poseen plegamiento Trx y residuos conservados en sitios activos “tipo redox”, es de esperar que 

todas las Grx de T. brucei integren el “tioredoxoma” reportado por estos autores. Más aún, como veremos 

a continuación, la ausencia de algunas de las Grx identificadas por BLAST en esta lista puede aportar 

información sobre su conservación. 

El “tiorredoxoma” de T. brucei incluye 42 secuencias40, la mayoría anotadas adecuadamente. En 

concordancia con lo planteado, las siete secuencias de Grx mencionadas más arriba integran esta lista, 

pero no las dos restantes identificadas en este trabajo, probablemente debido a que se trata de proteínas 

no conservadas a lo largo de la escala evolutiva41

                                                           
40 

 (ver más adelante). Para analizar la relación entre las 

Grx y otras proteínas con plegamiento Trx presentes en T. brucei fue necesario discriminar cuales 

secuencias de esta lista correspondían a proteínas que compartan total o parcialmente dicho arreglo 

estructural. Para ello cada una de estas secuencias fue sometida a análisis de predicción de dominios y 

http://gladyshevlab.org/THIOREDOXOME/EUK/51.html  
41 Al no tratarse de secuencias conservadas es poco probable que existan secuencias homologas con Sec en 
posiciones de Cys conservadas, lo cual determina que estas secuencias sean filtradas durante el proceso de curado 
automático de la lista de candidatos (Fomenko and Gladyshev, 2012; Fomenko et al., 2007). 
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estructura secundaria con los programas PROSITE, SMART y PSI-PRED (McGuffin et al., 2000), lo cual 

arrojó como resultado que solo 29 de ellas cumplían dicho requisito (no mostrado). En consecuencia, la 

integración de la información obtenida a partir de estos dos procedimientos nos permitió generar un 

atlas parcial de 30 proteínas con sitios activos asociados a actividad oxidoreductasa y plegamiento Trx. 

Somos conscientes de que es probable que algunas proteínas con plegamiento Trx existentes en el 

genoma de T. brucei no hayan sido identificadas en este estudio y que existen procedimientos 

especializados para realizar la búsqueda que, en este caso, se realizó de manera manual. Sin embargo, 

confiamos en que los resultados obtenidos son representativos y, como se verá en la próxima sección, 

nos permitieron obtener conclusiones relevantes a los efectos de esta Tesis.  

En la Figura 2.1 se muestra la relación de identidad de secuencia (dendrograma) de los dominios con 

plegamiento Trx obtenidos para T. brucei  por el procedimiento mencionado anteriormente, así como el 

alineamiento de la región central del dominio Trx. El alineamiento se realizó con Clustal Omega (Sievers 

et al., 2011) usando los parámetros incluidos por defecto, disponible a través del servidor del Instituto 

Europeo de Bioinformática (EBI, http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo), el cual utiliza un algoritmo 

propio para el cálculo de distancias para la generación del dendrograma (Blackshields et al., 2010), 

representado gráficamente con el programa iToL ((Letunic and Bork, 2011), 

http://itol.embl.de/index.shtml). Es importante destacar que el alineamiento se realizó con las regiones 

de la secuencia predicha como dominio con plegamiento Trx y no con la secuencia completa de cada 

proteína. Esta estrategia ha sido aplicada con éxito en trabajos previos y permite reducir el “ruido” que 

puede otorgar el alineamiento de secuencias extra-dominio que son, en algunos casos, sustancialmente 

más largas que el dominio a analizar (Atkinson and Babbitt, 2009a, 2009b; Limor-Waisberg et al., 2013; 

Liu et al., 2013a, 2013b). A la hora de comparar secuencias, en este trabajo nos basamos en los conceptos 

de identidad y similitud según (Rost, 1999)42

El largo promedio de los dominios con plegamiento Trx identificados en T. brucei por esta metodología 

es de 129 ± 23 aminoácidos, por encima del valor promedio para el dominio de plegamiento Trx 

presente en Grx (~100 aminoácidos). Esto se explica porque los dominios Trx presentes en Trx, TXN y PDI 

poseen elementos de estructura secundaria adicionales respecto del plegamiento Trx mínimo presente 

en Grx, que son normalmente una hélice α y una hebra β en posición aminoterminal (Collet and Messens, 

 donde se define la identidad entre dos secuencias como el 

porcentaje de conservación de residuos idénticos en las posiciones del alineamiento y la similitud como el 

porcentaje de conservación de residuos con propiedades fisicoquímicas equivalentes en las posiciones 

del alineamiento. Si bien la identidad es un hecho, la similitud depende de la escala de comparación 

usada, que en nuestro caso deriva de la matriz de similitud reportada en (Gribskov et al., 1987). Si bien un 

alto nivel de identidad y similitud entre dos secuencias no necesariamente asegura relación estructural, 

la literatura indica que en ~95% de los pares donde la identidad de secuencias es mayor al 30% y la 

similitud de secuencia es mayor al 50%, es muy probable que haya similitud estructural (Kosloff and 

Kolodny, 2008; Rost, 1999).  

                                                           
42 http://www.rostlab.org/papers/1999_twilight/paper.html#change_ide.  
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2010; Deponte, 2013). Con la excepción de algunas PDI y la 1-C-Grx3 (ver más adelante), todas las 

secuencias identificadas poseen un único dominio con plegamiento Trx, si bien cerca del 50% de ellas 

contienen elementos estructurales adicionales ubicados, preferencialmente, carboxiloterminal respecto 

del dominio con plegamiento Trx (no mostrado). En la Figura 2.1 se puede ver que las diferentes 

secuencias con plegamiento Trx presentes en T. brucei se agrupan en conjuntos identificados con una 

cierta función biológica y, con algunas excepciones, todas las secuencias han sido adecuadamente 

anotadas y sobre varias de ellas se posee información experimental, que será resumida muy brevemente 

en la próxima sección. Sin embargo, la información estructural disponible sobre las mismas es escasa y 

está restringida a unos pocas proteínas representantes de 5 de las 12 familias de proteínas que 

componen este atlas –probablemente parcial– de proteínas con plegamiento Trx en T. brucei (Figura 2.2). 

Más aún, sobre las restantes familias y particularmente sobre las glutarredoxinas -que son el foco de este 

trabajo- la información estructural disponible proviene mayoritariamente de eucariotas superiores o 

bacterias (ver Figura 5.1 más adelante), limitando nuestra capacidad de comprensión sobre aspectos 

evolutivos de la estructura en esta familia dentro del heterogéneo grupo de los protozoarios.  

 

 

 
2.2. Las “tiorredoxinas” y proteínas relacionadas 
 

Las primeras 13 secuencias presentadas en la Figura 2.1 poseen alguna o varias de las características 

distintivas de tiorredoxinas clásicas, como ser el residuo de triptófano inmediatamente anterior al sitio 

activo y la presencia de una prolina conservada cinco residuos en dirección carboxiloterminal, además de 

un residuo de prolina estrictamente conservado en el cis-Pro loop, generalmente en un motivo “PT” 

(Collet and Messens, 2010) (ver Introducción). Dentro de ellas, el grupo más grande lo constituyen las 

PDI, las cuales usualmente contienen dos o más dominios con plegamiento Trx. Sólo el 2.8 % del total de 

proteínas de la superfamilia Trx posee dos o más dominios con plegamiento Trx en el mismo polipéptido 

y se trataprincipalmente de las PDI (Atkinson and Babbitt, 2009b). Solo dos PDI han sido caracterizadas 

en T. brucei y fueron anotadas como PDI1 (secuencia 3 en Figura 2.1) y PDI2 (secuencias 2 y 8), ambas 

localizadas en la vía secretoria y ninguna de ellas esencial para la forma infectiva del parásito (Rubotham 

et al., 2005; Schwartz et al., 2013). PDI1 es un caso particular ya que se trata de una PDI monodominio 

con actividad oxidoreductasa, equivalente a una Trx, solo que conserva varios motivos de secuencia 

propios de las PDI (Rubotham et al., 2005). Las restantes PDI no había sido identificadas previamente y en 

este trabajo las denominamos PDI3, 4 y 5 (ver leyenda de la Figura 2.1). A excepción de las secuencias 7 y 

8, las restantes PDI poseen un motivo de sitio activo canónico PWCGHC y el segundo residuo de prolina 

conservado cinco lugares rio abajo del sitio activo y dentro de la hélice que posee al mismo en su 

extremo aminoterminal (no mostrado). La secuencia 7 es ortóloga a la proteína Q4DV70 de T. cruzi, para 

la cual no se conoce su función biológica más si su estructura (PDB ID 3H79) (dos Santos et al., 2009). A 

diferencia de lo que sucede en Q4DV70, cuyo sitio activo es SRHS y no podría participar en reacciones 
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redox, la proteína de T. brucei posee un sitio activo SRHC y es ortóloga a otras anotadas como “posibles 

PDI” (no mostrado). La secuencia del dominio Trx de la flavoproteína QSOX (secuencia 9 en Figura 2.1) 

está estrechamente relacionado a las PDI (Limor-Waisberg et al., 2013), lo cual recapitula su rol en la 

formación de disulfuros a expensas de oxígeno en la vía secretoria. Mientras que en otros eucariotas esta 

proteína posee más de un dominio con plegamiento Trx (ej. Erp29), en T. brucei se trata de una proteína 

no esencial con un único dominio Trx (Figura 2.2) (Alon et al., 2012; Alsford et al., 2011; Kodali and 

Thorpe, 2010). La única información que disponemos sobre la secuencia que aparece en la posición 14 

(TriTryp ID Tb10.389.1880) es que se trata de una proteína de sitio activo CIPC con una remota identidad 

a proteína tipo PDI (no mostrado), conservada entre tripanosomátidos y de localización mitocondrial 

(Panigrahi et al., 2009;  http://tritrypdb.org/tritrypdb). 

 

La Trx presente en T. brucei (secuencia 11, sitio actico WCGPC) posee la particularidad de ser reducida por 

T(SH)2 (Schmidt and Krauth-Siegel, 2003) pero no es indispensable para el organismo (Schmidt et al., 

2002). Como se ve en la Figura 2.1, la prolina ubicada a continuación del sitio activo no está presente ni 

en la proteína de T. brucei ni en proteínas ortólogas de otros kinetoplástidos (no mostrado) a pesar de lo 

cual el “kink” en la hélice α2 se conserva (Friemann et al., 2003), en coincidencia con estudios previos en 

mutantes de Trx (Chakrabarti et al., 1999; Rudresh et al., 2002)43

 

. Estrechamente emparentada a la Trx se 

encuentra el dominio aminoterminal de la glutarredoxina monotiólica 3 (1-C-Grx3, secuencia 10 (Comini 

et al., 2008)) sobre el cual volveremos más adelante. Las TXN (sitio activo WCPPC) están relacionadas a las 

Trx y poseen las marcas de secuencia propias de esta familia. Como se indicó en la Introducción, el 

genoma de T. brucei posee 3 genes que codifican para triparredoxinas: TXN1 (secuencia 12 en Figura 2.1) 

es la oxidoreductasa citosólica por excelencia y esencial para la forma infectiva del parásito (Comini et al., 

2007). Su estructura se muestra en la Figura 2.2 (Alphey et al., 2003). La TXN2 (secuencia 13), es una 

isoforma de función redox no definida que posee una extensión carboxilo terminal que, al menos en 

Leishmania infantum, oficia de ancla en la membrana mitocondrial externa (Castro et al., 2010). El gen 

restante (Tb927.3.3780) presenta una mutación silenciosa en la posición 435 y produce exactamente la 

misma proteína que TXN1, por lo cual no se considera como un producto aparte. Es interesante destacar 

que ambas TXN poseen el residuo de isoleucina inmediatamente anterior a la cis-Pro (Figura B1), 

propuesto como esencial para la modulación de las propiedades redox en la Trx de Escherichia coli (Ren 

et al., 2009), mientras que el mismo está ausente en la Trx y el dominio Trx de 1-C-Grx3 (ver más 

adelante).  

 

 

                                                           
43 La prolina ubicada en posición +6 luego del sitio activo e indicada en la secuencia 11 de la Figura 2.1, si bien 
puede ser puntualmente responsable del “kink” en la hélice α 2 en la estructura de TbTrx, no está conservada 
siquiera en proteínas ortólogas de tripanosomátidos (no mostrado). 
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2.3. Peroxidasas dependientes de tripanotión y proteínas de unión a ADN 
con plegamiento Trx 

Entre las secuencias 15 y 22 se concentran un conjunto de proteínas con sitios activos muy distantes del 

motivo CxxC/S, incluyendo las peroxidasas dependientes de tripanotión TXNPx y Px, así como dos 

proteínas identificadas como “ATP-binding protein”. Tanto las peroxidasas del tipo glutatión peroxidasa 

(Px, secuencias 15-18) como las peroxirredoxinas (TXNPx, secuencias 21 y 22) se diferencian del resto de 

las secuencias en que no poseen un sitio activo completo ni conservan la cis-Pro, la cual es generalmente 

sustituida por residuos básicos esenciales para la catálisis (Figura 2.1) (Copley et al., 2004; Dekker et al., 

2011). Se trata de proteínas bien caracterizadas que no serán tratadas en este trabajo (por referencias ver  

(Alphey et al., 2000, 2008; Budde et al., 2003; Diechtierow and Krauth-Siegel, 2011; Melchers et al., 2008; 

Tetaud et al., 2001)). Solamente destacaremos que las Px de tripanosomátidos poseen un mecanismo 

catalítico diferente del propuesto para las proteínas de otros organismos dependiente de residuos de 

lisina conservados (Melchers et al., 2008; Toppo et al., 2009), indicados en la Figura 2.1. La secuencia 15 

codifica para una Px aún no caracterizada (Tb927.11.15920) conservada en tripanosomas pero no en las 

diferentes especies de Leishmania (no mostrado). Las secuencias 19 y 20 poseen un 28% de identidad 

entre ellas y representan proteínas aún no caracterizadas con similitud para fosducinas, una familia de 

proteínas que posee un dominio N-terminal con plegamiento Trx y sitio activo incompleto asociada a la 

regulación de la señalización mediada por proteína G y conservada en todos los eucariotas (Dekker et al., 

2011). Tanto en mamíferos como en varios eucariotas “inferiores” como Plasmodium berghei (Putonti et 

al., 2013) o Dictyostelium discoideum (Blaauw et al., 2003) esta familia está integrada por tres miembros.  

T. brucei no es la excepción y el tercer miembro (NCBI ID XP_828568) presenta menor identidad de 

secuencia y fue identificado luego de realizado los análisis mediante una búsqueda específica por lo cual 

no se incluye en la Figura 2.1.  

 

 

2.4. El heterogéneo grupo de las glutarredoxinas  
 

El objetivo de este trabajo fue la elucidación de las características bioquímicas, estructurales y biológicas 

distintivas de las Grx de tripanosomas y su relación funcional con el metabolismo del hierro y el sistema 

tripanotión. En términos prácticos, restringimos nuestro trabajo fundamentalmente a la glutarredoxina 

monotiólica 1 (Tb1-C-Grx1) (Manta et al., 2013; Sardi et al., 2013), si bien durante el desarrollo de la Tesis 

tomamos contacto con los otros cuatro miembros de la familia que se habían identificado en los trabajos 

originales (Ceylan et al., 2010; Comini et al., 2008; Filser et al., 2008). Como se introdujo en el capítulo 

anterior, las Grx son proteínas diversas y polifuncionales y, si bien algunos elementos de su secuencia y 

su plegamiento nos dan una sensación de “familiaridad”, las Grx son el miembro más enigmático dentro 

de las proteínas redox con plegamiento Trx (Alves et al., 2009; Couturier et al., 2009; Donner, 2012; Vilella 

et al., 2004). En la actualidad el término “glutarredoxina” se utiliza de manera genérica para diverso 

grupos de proteínas, algunas caracterizadas por poseer una actividad catalítica in vitro y otras solo por 
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poseer cierta homología de secuencia con proteínas anotadas como Grx. A su vez, la diferenciación entre 

Grx y Trx no es trivial ya que estas últimas también poseen una gran variedad de sitios activos y arreglos 

estructurales, especial -pero no exclusivamente- en los organismos fotosintéticos (Chibani et al., 2009; 

Garg et al., 2010; Lemaire, 2004; Meyer et al., 2006). Esto determina importantes problemas en la 

anotación de secuencias derivadas de proyectos de genómica, incorporando ruido a la clasificación de 

estas familias. Ni siquiera a nivel biológico es fácil separar Trx de Grx ya que la especificidad por sustrato 

no puede ser usada como criterio definitorio (Draculic et al., 2000; Meyer et al., 1999; Prinz et al., 1997), ni 

tampoco la especificidad por reacciones dependientes de GSH, ya que las Grx que catalizan estas 

reacciones son -probablemente- unos de los grupos menos abundantes (Deponte, 2013).   

 

En este contexto, los resultados mostrados en la Figura 2.1 nos enfrentaron a una situación compleja. 

Identificamos cuatro nuevas secuencias con plegamiento Trx (secuencias 23-26) que se agrupan en la 

zona del dendrograma donde se ubican las Grx. La secuencia de los sitios activos (putativos) no las 

relaciona a las Trx o PDI presentes en este organismo y el único residuo de prolina que conservan es la 

cis-Pro, de distribución universal en las proteínas con plegamiento Trx. Sumado a ello, los dominios con 

plegamiento Trx presentes en estas proteínas son ~20 residuos más cortos que los presentes en las 

tiorredoxinas propiamente dichas o PDI. Los dominios Grx de las glutarredoxinas monotiólicas ya 

conocidas (secuencias 29-31) forman un agrupamiento compacto donde sobresale la estrecha relación 

entre el dominio Grx de 1-C-Grx2 y 1-C-Grx3. Las dos glutarredoxinas ditiólicas, por su parte, forman un 

grupo próximo a las monotiólicas, si bien 2-C-Grx2 posee características que la diferencian de otras Grx 

ditiólicas (Ceylan et al., 2010). Las secuencias 23 y 24, previamente identificadas en (Ströher and Millar, 

2012) como “glutarredoxinas” presentan una importante homología con proteínas de la familia 

GST/mPGES-2 (ver más adelante), ubicua entre los eucariotas y con función asociada a la síntesis de 

prostanoides, por lo cual las denominamos provisoriamente GST1 y GST2. Por último, las secuencias 25 y 

26 no presentan homólogos evidentes fuera de los kinetoplástidos y no habían sido previamente 

identificadas por lo cual las denominamos KSRP1 y KSRP2 por “Kinetoplast Specific Redoxin-like Protein”, 

como se explicará a continuación. En consecuencia, a partir de este trabajo consideramos que la “familia 

Grx” en T. brucei -y seguramente en otros tripanosomátidos- estaría integrada por al menos nueve 

miembros, algunos más “clásicos” que otros. Si bien actualmente solo se posee información biológica 

sobre unas pocas de estas proteínas, hay una importante cantidad de evidencias proteómica y 

transcriptómica indicando que todas ellas se expresan y, más aún, en algunos casos la proteína parece 

ser importante para la viabilidad de la forma infectiva del parásito o su diferenciación. Esta información, 

así como las referencias adecuadas, se resumen en la Figura 2.3, a la cual volveremos a lo largo de este 

trabajo.  

En la Figura 2.4 se muestra la distribución de dominios así como el alineamiento completo de estas 

nueve secuencias y su comparación con las secuencias de Trx y TXN de T. brucei. Esta figura permite 

distinguir ciertas características que definen a este conjunto de proteínas “tipo Grx” presente en T. brucei. 

La primera observación evidente es que se trata de un grupo muy diverso en tamaño, composición, 
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secuencia de sitio activo y organización de dominios. Si bien el número de secuencias es bajo, representa 

bien la realidad de esta familia que se organiza en 92 arquitecturas distintas, siendo la disposición de 

“dominio simple” como la que poseen 1-C-Grx2 o 2-C-Grx1 una de las menos frecuentes. La región 

identificada como dominio Grx tiene una longitud relativamente uniforme de ~100 aminoácidos, si bien 

una las secuencias (KSRP2) presenta solo una fracción del mismo (ver a continuación). La conservación de 

secuencia dentro del dominio Grx es relativamente baja (Figura 2.5) pero es sustancialmente inferior 

entre las secuencias extra-dominio (no mostrado), indicando que los elementos estructurales asociados 

en cada caso son muy diversos y no relacionados entre sí. A pesar de compartir clasificación, no todas las 

secuencias tienen el sitio activo clásico de Grx con ambas cisteínas (ej. las 1-C-Grx y las KSRP). Este 

resultado coincide con el análisis de secuencia de todos los dominios Grx presentes en la clasificación 

PFAM (http://pfam.sanger.ac.uk/family/PF00462) (Figura 1.14) en donde, si bien el motivo considerado 

“canónico” para el sitio activo de Grx es CP/GxC, aproximadamente la mitad de las secuencias no poseen 

una de las cisteínas, siendo prácticamente igual de frecuente la ausencia de la primera (sustituida 

generalmente por Y o F) como de la segunda (sustituida casi universalmente por serina).  

 

Otro aspecto destacable de esta familia de proteínas es que seis de las nueve secuencias poseen al 

menos un residuo de cisteína “extra sitio activo” dentro del dominio Grx, siendo la 2-C-Grx2, GST2 y 

KSRP2 las excepciones (Figura 2.4). Si bien la posición de este residuo de cisteína no está conservada 

entre ellas, si lo está a nivel evolutivo en secuencias ortólogas (no mostrado). Finalmente, dentro de las 

secuencias que representan a proteínas monodominio, sobresalen la de 2-C-Grx1 y 2 que, junto con 

KSRP1, presentan una inserción conservada en una ubicación que -en función de modelos estructurales 

no mostrados- corresponde al loop inmediatamente anterior a la hélice α3, una de las pocas regiones 

donde las estructuras de Trx permiten inserciones largas (Figura 1.15). Dentro de las proteínas de mayor 

largo, solamente la 1-C-Grx3 (Filser et al., 2008) posee un sitio activo “redox” identificable fuera del 

dominio Grx (WCEPC), el cual corresponde al dominio Trx de la fusión aminoterminal. Esta característica, 

conservada en tripanosomátidos (ver Figura 2.8, más adelante), constituyen una seña distintiva de estas 

proteínas ya que los ortólogos presentes en otros organismos poseen un sitio activo WAEPC (Haunhorst 

et al., 2010; Pujol-Carrion et al., 2006). En la Figura 2.4 se puede ver que cuatro de las nueve secuencias 

poseen péptidos de potencial localización mitocondrial (MTS, de “mitochondrial targeting sequence”) y 

una de ellas (GST1) una posible región transmembrana, en coincidencia con su homología a proteínas 

tipo mPGES-2 (Yamada et al., 2005). Como se explica en el Capítulo 8 (correspondiente a la sección 

Materiales y Métodos) , la predicción de MTS en proteínas de tripanosomátidos es dificultosa y, si bien ha 

sido abordada por varios autores (Zhang et al., 2010), no está aún resuelta a nivel computacional. En 

consecuencia, la localización subcelular de cada proteína no puede ser considerada como segura hasta 

no ser determinada experimentalmente, lo cual ha sido realizado sólo para Tb1-C-Grx1 (Comini et al., 

2008), Tb1-C-Grx2 (este trabajo, ver Capítulo 6), Tc1-C-Grx1 y Tc1-C-Grx2 (Fleitas, no publicado) y las Grx 

ditiólicas (Ceylan et al., 2010). Esto se puede ejemplificar con el caso de la UMSBP, una proteína implicada 
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en la replicación del ADN mitocondrial comentada en la Introducción (Figura 1.13), de localización 

estrictamente mitocondrial en la cual no se identifica una señal de importación (Abu-Elneel et al., 2001).  

 

 

2.5. Conservación filogenética de glutarredoxinas de tripanosomátidos 
 

Para tener una visión más general de las secuencias tipo Grx de tripanosomátidos y su relación con otras 

Grx bien caracterizadas realizamos una búsqueda de secuencias hómologas en toda la rama de 

eucariotas presentada en la Figura 1.1, incluyendo además tres organismos procariotas relevantes para 

este trabajo que son el bacilo gram-positivo Bacillus anthracis, la actinobacteria Mycobacterium 

tuberculosis y el bacilo gram-negativo E. coli, por motivos que explicaremos a continuación. Aplicando la 

herramienta PSI-BLAST (Boratyn et al., 2013) se interrogaron las bases de datos de NCBI 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) o GeneDB (www.genedb.org) de los organismos listados en la Figura 2.6 

con cada una de las secuencias de Grx de la Figura 2.4. En algunos casos fue necesario recurrir a 

información no publicada accesible a través de los autores (ver detalles en leyenda). Antes de continuar 

quisiéramos destacar que, si bien esta aproximación es habitual en la literatura no especializada (por ej. 

ver (Limor-Waisberg et al., 2013; Putonti et al., 2013)), somos conscientes de que no es la más adecuada 

para identificar homólogos de proteínas entre organismos lejanamente emparentados o en familias con 

muy baja identidad de secuencia y que lo correcto sería aplicar otras técnicas más sensibles que 

escapaban al alcance y magnitud que se concibió inicialmente para esta parte del trabajo (Fomenko et 

al., 2007; Madera and Gough, 2002; Meng and Babbitt, 2011; Tang and Altman, 2011; Wang et al., 2004). 

En consecuencia, los resultados fueron analizados caso a caso mediante alineamientos considerando los 

criterios configurados por defecto como válidos (“e-value”) y criterios ad hoc que requirieron inspección 

manual como ser: i) largo de la proteína codificada; ii) localización subcelular predicha, cuando 

correspondiera;  iii) secuencia del sitio activo y iv) sintenía, cuando fuera esperable (por ej. dentro de los 

tripanosomátidos). En este marco, los resultados presentados en la Figura 2.6 fueron analizados 

meticulosamente caso a caso para obtener el mayor grado de confianza posible en las relaciones 

evolutivas a partir de nuestros datos.   

El análisis de los resultados obtenidos reveló aspectos muy interesantes sobre las Grx en general, entre 

los que sobresalen algunos puntos que se comentan a continuación. Las plantas (representadas por A. 

thaliana y Populus trichocarpa) contienen casi todas las variantes de Grx identificadas en 

tripanosomátidos, con la probable excepción de las KSRP (Figura 2.7, más adelante), si bien la gran 

diversidad de genes para Grx y Trx que poseen estos organismos dificulta la asignación específica de 

ortólogos para cada Grx (Chibani et al., 2009; Garg et al., 2010; Lemaire, 2004; Meyer et al., 2006). 

Interesantemente, no hay ninguna secuencia homóloga a las Grx de T. brucei en los procariotas B. 

anthracis y M. tuberculosis. Estos organismos, a diferencia de E. coli, poseen un metabolismo redox 

basado en glucotioles (BSH y MSH respectivamente, Figura 1.10) y no en GSH. En un principio se 
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consideró que la función “glutarredoxina” en estos organismos era subrogada por proteínas de la familia 

de las nucleorredoxinas (NrdH), las cuales poseen plegamiento Trx y sitio activo WCPPC (Funato and Miki, 

2007; Gustafsson et al., 2012). Sin embargo, las NrdH están relacionadas a las tiorredoxinas propiamente 

dichas y como tales son reducidas por la tiorredoxina reductasa y no directamente por tioles de bajo 

peso molecular (Van Laer et al., 2013; Rabinovitch et al., 2010; Stehr et al., 2001). Recientemente se 

propuso que en bacilos la función Grx podría recaer en proteínas de sitio activo CxC como la YphP (Chi et 

al., 2011; Derewenda et al., 2009) mientras que en micobacterias las encargadas serían las 

micorredoxinas, de sitio activo WCGYC (Van Laer et al., 2012). Ninguna de estas dos familias de proteínas 

son ortólogas a las Grx (no mostrado), confirmando la ausencia de proteínas homólogas a las Grx de T. 

brucei en estos procariotas y, más aun, poniendo de manifiesto por primera vez la ausencia de Grx 

propiamente dichas en estos organismos. La bacteria gram-negativa E. coli, por su parte, si posee Grx 

“clásicas” de sitio activo CPYC (Grx1 y 3, (Fernandes and Holmgren, 2004)) quizás ortólogas a Tb2-C-Grx1 

y una Grx monotiólica (Grx4, (Fernandes et al., 2005)) relacionada a Tb1-C-Grx2.  

Con la excepción de los protozoarios parásitos amitocondriados E. hystolytica y T. vaginalis44 (Figura 1.1), 

todos los eucariotas poseen secuencias de Grx monotiólicas que podemos considerar ortólogas a 1-C-

Grx2 y a 2-C-Grx145

                                                           
44 Esto ya había sido notado por Rada y colaboradores (Rada et al., 2009), si bien es llamativo ya que  el organismo 
emparentado de vida libre Acanthamoeba castellanii posee siete genes que codifican para glutaredoxinas (no 
mostrado).  

. La excepción en este grupo lo constituyen Giardia spp. que posee una única Grx 

monotiólica de localización mitosomal con una larga extensión aminoterminal (Rada et al., 2009) que 

consideramos probablemente relacionada a Tb1-C-Grx2, pero ninguna Grx ditiólica. P. falciparum, por su 

parte, posee una Grx “clásica” y 3 monotiólicas (Deponte et al., 2005; Rahlfs et al., 2001), si bien una de 

ellas parece fusionada a un dominio helicoidal tipo GST (no mostrado). El caso de los organismos del 

género Leishamnia es interesante ya que las 1-C-Grx2 que poseen presentan un sitio activo muy poco 

común (CRFT) y no son sinténicas con Tb1-C-Grx2 (ver Figura 3.6 en el próximo capítulo). Todos los 

eucariotas poseen, además, una o más secuencias homólogas a 1-C-Grx3, si bien en plantas 

generalmente se trata de proteínas de 3 o más dominios Grx y no dos como es en tripanosomas y 

eucariotas no metazoarios (Haunhorst et al., 2010; Hoffmann et al., 2011). El o los dominios Grx presentes 

en estas proteínas están estrechamente emparentado al dominio Grx presente en la Grx montiólica de 

sitio CGF(S/T) presente en el mismo organismo. Las características más notable de las 1-C-Grx3 presente 

en T. brucei y otros kinetoplástidos son: i) el sitio activo del dominio Trx está completo (WCEPC, Figura 

2.8) lo cual no se conserva en ninguno de los restantes organismos presentados en la Figura 2.6 y ii) 

algunos residuos claves en la unión de GSH están ausentes en el motivo Grx, al igual que lo están en 1-C-

Grx2 (ver Figura 3.6 en el próximo capítulo). Si bien no se comentará en este trabajo, durante el curso de 

esta Tesis se acumularon resultados que indican que Tb1-C-Grx3 es capaz de coordinar centros 

ferrosulfurados a expensas de GSH o tioles específicos del parásito y que, adicionalmente, presenta 

45 Si bien es un tema muy poco estudiado, Sagemark y colaboradores sugieren que las Grx ditiólicas “clásicas” 
presentes en hongos (ej. ScGrx1 y 2) no son ortólogas a las Grx ditiólicas de clase I de mamíferos como la Grx1 y 2 
(Sagemark et al., 2007) . 
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actividad redox que se puede atribuir al dominio Trx ( (Manta, Bonilla, Comini, no publicado). Sumado a 

ello, el grupo del Dr. Massimo Bellanda generó un modelo estructural preliminar basado en resonancia 

magnética nuclear y dispersión de rayos X a bajo ángulo (SAXS) que constituye la primera estructura 

completa de una Grx multidominio (no publicado). 

Generalmente se ha planteado que los tripanosomátidos carecen de secuencias para GST, si bien dicha 

“actividad” se detectó en proteínas no relacionadas como ser factores de elongación en T. brucei (Vickers 

and Fairlamb, 2004; Vickers et al., 2004), proteínas de resistencia a drogas en Leishmania spp. (TDR1, 

(Denton et al., 2004; Fyfe et al., 2012)) o proteínas de secreción en T. cruzi (Tc52, (Garzón et al., 2003)). Sin 

embargo, las secuencias nombradas como GST1 y GST2 en este trabajo poseen homólogos distribuidos 

prácticamente en todos los eucariotas (Figura 2.6) y están claramente relacionadas a la prostaglandina 

(PG) E2 sintasa de mamíferos (mPGES-2, (Oakley, 2011; Takusagawa, 2013; Yamada et al., 2005)), 

emparentadas tanto con GST solubles como con las MAPEG, también conocidas como “GST de 

membrana” (Bresell et al., 2005; Deponte, 2013; Jakobsson et al., 1999). En mamíferos, estas proteínas 

participan en la vía de síntesis de prostanoides catalizando la isomerización de PGH2 a PGE2 en una 

reacción que depende de GSH como cofactor “no redox” y de un motivo “CxxC” tipo Grx (Takusagawa, 

2013). Se trata de una proteína asociada a membrana a través de su región aminoterminal, la cual está 

parcialmente conservada en GST1 (no mostrado). Es interesante destacar que un estudio reciente 

encontró a GST1 dentro de la matriz del flagelo, un compartimento al cual acceden solo algunas 

proteínas del parásito y de manera estrechamente regulada (Oberholzer et al., 2011). En resumen, es 

concluyente que T. brucei codifica para proteínas de la familia de las GST similares a mPGES2, si bien no 

podemos asegurar que se trate de proteínas ortólogas a las presentes en T. brucei ya que la identidad de 

secuencia dentro de la familia de las GST no es suficiente para la identificación del grupo (Atkinson and 

Babbitt, 2009a; Oakley, 2011). Por ejemplo, la Grx2 de E. coli posee un importante nivel de identidad con 

proteínas de la familia GST (Xia et al., 2001) y aparece en la Figura 2.6 como relacionada a GST1, siendo el 

único caso en procariotas.  

Las otras secuencias nuevas fueron denominadas KSRP porque no encontramos ortólogos con alto nivel 

de confianza fuera del grupo de los kinetoplástidos, con la excepción de algunas secuencias de muy baja 

identidad (<13%) en eucariotas “superiores” (ver a continuación). Los dominios con plegamiento Trx 

presentes en KSRP1 y KSRP2 están relacionados al dominio “SH3-binding glutamic acid-rich protein” 

(PFAM: SH3BGR) que tiene similitud con la Grx1 de E. coli  (Mazzocco et al., 2001, 2002; Nardini et al., 

2004). Sin embargo, los dominios SH3BGR no poseen ninguna de las Cys del sitio activo46

                                                           
46 

 mientras que la 

segunda cisteína está presente y conservada en las KSRP de tripanosomátidos (Figura 2.7), lo que nos 

llevó a clasificar estas proteínas como posibles miembros de la familia de las Grx. Al realizar una 

búsqueda no restringida en NCBI con los dominio Grx presentes en estas proteínas se recuperan cientos 

de secuencias con bajo nivel de identidad, la mayoría anotadas como glutaredoxinas, incluyendo 

algunas caracterizadas como la GrxS14 de A. thaliana (ver Figura 3.5 en próximo capítulo) o Grx7 en S. 

http://pfam.sanger.ac.uk/family/PF04908#tabview=tab4 
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cerevisiae (Mesecke et al., 2008a, 2008b). En coincidencia, el modelo estructural de KSRP1 muestra que el 

dominio identificado como Grx posee una estructura (predicha) equivalente a otras Grx, con el residuo 

de cisteína conservado en posición equivalente al segundo residuo de cisteína del motivo CxxC en Grx 

(Figura 2.7). La referencia a los “kinetoplástidos” en el nombre se eligió porque tanto KSRP1 como KSRP2 

poseen ortólogos claramente identificable en Bodo saltans, pero no en E. gracillis, Diplonema papillatum, 

ni en la ameba de vida libre Naegleria gruberi (Figura 2.6), el organismo más lejano a los tripanosomas 

dentro del grupo monofilético conocido como JEH (proveniente de “Jakobids, Euglenozoa and  

Heterolobosea”) que incluye a todos estos organismos (Fritz-Laylin et al., 2010)47

En conclusión, como se puede ver en la Figura 2.6, en este trabajo proponemos que 1-C-Grx1 es una Grx 

conservada entre kinetoplástidos y algunos organismos fotosintéticos, mientras que 1-C-Grx2 es 

probablemente ortóloga de las Grx de clase II bien conocidas como ScGrx5 o AtGrxS14 (ver próximo 

capítulo). Esto tiene importantes consecuencias para el resto del trabajo y resalta la necesidad de 

profundizar en el análisis bioquímico, biológico y estructural de esta proteína que presenta propiedades 

únicas en términos de secuencia y conservación.  

. En coincidencia, la 

posición de las secuencias de KSRP1 y KSRP2 en los árboles de la Figura 2.7 muestra una escasa relación 

de estas secuencias con las demás proteínas identificadas como relacionadas por homología.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                           
47 N. gruberi pertenece al grupo Heterolobosea, el más lejano posible dentro del grup monofilético Discricistata que 
contiene a esta especie y los tripanosomas, indicando que cualquier secuencia compartida entre ellos deriva, muy 
probablemente, del último ancestro común de la rama (Fritz-Laylin et al., 2010).  
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Capítulo 3 

 

Propiedades y conservación de  

las 1-C-Grx1 en tripanosomas 
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3.1. Distribución de dominios en la secuencia de 1-C-Grx1 de tripanosomas 

La secuencia depositada para el gen de 1-C-Grx1 de T. brucei brucei consta de 642 pares de bases y 

codificaría para un producto de 213 amino ácidos con un peso molecular teórico de 23.9 kDa (Gene ID 

3659872, (Berriman et al., 2005)). Sin embargo, mediante análisis de ADN copia, Filser y colaboradores 

(Filser et al., 2008) demostraron que la transcripción de Tb1-C-Grx1 se inicia en el tercer codón ATG 

(triplete número 13) de esta secuencia, lo cual da lugar a un polipéptido de 184 aminoácidos (Acc. Num. 

CAF02300) con una evidente señal de importación mitocondrial en el extremo aminotermial (residuos 1-

42; (Filser et al., 2008). La compartimentalización de Tb1-C-Grx1 fue confirmada experimentalmente para 

ambas formas del parásito en trabajos previos (Comini et al., 2008; Filser et al., 2008). El procesamiento 

postraduccional del péptido de localización mitocondrial (MTS) determinaba que el peso molecular 

detectado para la forma nativa de la Tb1-C-Grx1 fuera de ~16 kDa, coincidente con el estimado para la 

especie madura (residuos 42-184), pero sustancialmente más grande que el esperado para una Grx 

clásica de (10-12 kDa). Si bien los trabajos anteriores notaron esta diferencia (Comini et al., 2008; Filser et 

al., 2008), los mismos nunca indagaron acerca de las características distintivas de los distintos elementos 

presentes en las secuencias de 1-C-Grx1 ni su vinculación filogenética con otras 1-C-Grxs.  

Con este fin, y explotando el uso de herramientas bioinformáticas, procedimos a caracterizar cada uno 

de los segmentos que componen la secuencia aminoacídica de 1-C-Grx1 de tripanosomátidos, con 

especial énfasis en la proteína de T. brucei. Un primer análisis reconoce en Tb1-C-Grx1 tres regiones bien 

diferenciadas, ya presentadas en el capítulo anterior (Figura 2.4): i) un péptido de localización 

mitocondrial (residuos 1-41), ii) el dominio Grx (residuos 77-184) y iii) una región aminoterminal 

contenida entre el MTS y el dominio Grx, no conservada en otras Grx y que denominamos NTE (por “N-

terminal extensión”, residuos 42-76). Luego realizamos una búsqueda por homología de secuencias 

usando Delta-BLAST y la secuencia de la proteína Tb1-C-Grx1 madura (NTE + dominio Grx) como sonda. 

Se obtienen cientos de secuencias relacionadas a Tb1-C-Grx1 a través de esta búsqueda, si bien las únicas 

que presentan buen índice de alineamiento (“e-value”) son proteínas que pertenecen a 

tripanosomátidos (ver a continuación) y secuencias de Grx de organismos fotosintéticos del subgrupo 

GrxS14-S17, sobre las que volveremos al final de este capítulo. Si restringimos la búsqueda a organismos 

de la familia Tripanosomatidae se recuperan solo 36 secuencias con niveles de similitud por encima del 

límite dispuesto por defecto (e-value ≤ 0,005) las cuales fueron analizadas individualmente con 

predictores de localización subcelular y algoritmos de análisis de dominios, como se describe en el 

Capítulo 8. Solo 9 secuencias48

                                                           
48 Dada la identidad de secuencia del MTS de T. congolense 1-C-Grx1 (CCD12136, Figura 3.1) con T. b. brucei 1-C-Grx1 
consideramos la segunda metionina como el sitio de inicio de la traducción. Por su parte, debido a la baja identidad 
y la escasa información de transcriptómica disponible para Leishmania spp. (Rastrojo et al., 2013) no editamos estas 
secuencias. En la cepa CL Brener de T. cruzi, por su parte, hay dos secuencias que codifican para proteínas 97% 
idénticas con solo cuatro variantes a nivel de proteína madura (XP_818148 y XP_807837, sustituciones L34P, M36L, 
V94A, E185G respectivamente) por lo cual consideramos solo una de ellas para nuestros estudios. Por último, la 
secuencia de 1-C-Grx1 de la cepa Tulahen 2 de T. cruzi (Fleitas, Manta et al, no publicado) no fue incluida ya que aún 
no se encuentra depositada en GenBank.  

 (25%) corresponden a ortólogos de Tb1-C-Grx1, ya que las restantes 
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corresponden a proteínas relacionadas a Tb1-C-Grx2 o Tb1-C-Grx3 (no mostrado). Si bien el número de 

secuencias es bajo para realizar un análisis con validez estadística, en las mismas están representadas 

todas las especies de tripanosomátidos para los cuales existe información total o parcial de sus genomas 

(ver Figura 1.1). En la Figura 3.1 se presenta el alineamiento de las mismas así como su comparación con 

glutarredoxinas monotiólicas homólogas de otros organismos eucariotas y procariotas, cuya relación 

evolutiva con tripanosomátidos se describe en la Figura 2.6 del capítulo anterior. Estos resultados nos 

permiten obtener algunas conclusiones cualitativas sobre aspectos conservados de las secuencias que 

son muy relevantes comprender mejor los análisis bioquímicos y estructurales mostrados en los 

próximos capítulos. 

Considerando las proteínas ortólogas a Tb1-C-Grx1 (secuencias 1-10) se puede observar que todas 

presentan la organización en 3 regiones (MTS, NTE y dominio Grx) descrita anteriormente (Figura 2.4). 

Tanto la secuencia que precede al dominio Grx como ciertos residuos y elementos estructurales de este 

último -discutidos más adelante en esta sección- constituyen sellos distintivos de las 1-C-Grxs de 

tripanosomátidos (Manta et al., 2013b). Con la excepción obvia de la secuencia de E. coli (secuencia 22 en 

Figura 3.1), todas las Grx de la figura presentan un MTS y una cierta extensión aminoterminal previo al 

comienzo del dominio Grx, si bien únicamente las secuencias de 1-C-Grx provenientes de euglénidos 

(tripanosomátidos, B. saltans y E. gracilis) y de organismos del reino vegetal (P. trichocarpa y A. thaliana) 

poseen una región NTE con algunas características similares a la presente en Tb1-C-Grx1. Dentro de las 

secuencias provenientes de organismos eucariotas un  caso excepcional es la Grx de N. gruberi (secuencia 

14 Figura 3.1) la cual carece de señal de localización mitocondrial o región NTE.  

 

3.2. Características de la secuencia de localización mitocondrial 

Las secuencias de localización mitocondrial son la clave de acceso de proteínas codificadas en el genoma 

nuclear hacia un organelo de origen bacteriano y las características de esta señal están relacionadas a la 

maquinaria encargada de su reconocimiento, importación y procesamiento (Mach et al., 2013). Las 

secuencias MTS de las proteínas mitocondriales de organismos del filo Euglenozoa han sido 

recientemente analizadas desde el punto de vista evolutivo y presentan algunas características 

destacables. Si bien son muy variables en largo (5-118 aminoácidos), en el extremo aminoterminal 

generalmente hay un motivo conservado (M/L)RR seguido de una corta región con aminoácidos 

hidrofóbicos (Krnáčová et al., 2012; Mach et al., 2013). Recientemente, Cavalier-Smith (Cavalier-Smith, 

2012) propuso que la alta conservación del extremo inicial del MTS en tripanosomas y su patrón de 

residuos hidrofóbicos está relacionado a un mecanismo primitivo de importación de proteínas a la 

mitocondria presente en la rama “excavata”, de divergencia temprana, y distinto del que poseen los 

“neoeucariotas” (clados “Amorphea” y “Diaphoretickes”, Figura 1.1). Con algunas excepciones como ser 

la proteína Tim17 (Singha et al., 2008), la mayoría de las proteínas involucradas en la maquinaria 

eucariota de importación de proteínas a la mitocondria no está presente en tripanosomas, siendo la 



52 
 

ausencia de Tom40 lo más llamativo (Pusnik et al., 2009). En coincidencia con ello, recientemente se 

demostró que la maquinaria de importación de proteínas a la mitocondria de tripanosomas depende de 

una proteína llamada ATOM (por “archaic translocase of the outer mitochondrial membrane”), 

evolutivamente relacionada a la permeasa bacteriana Omp85 (Pusnik et al., 2011)49

En la Figura 3.1 se puede ver que las secuencias del MTS de las 1-C-Grx1 de tripanosomátidos son de 

largo relativamente conservado (38-42 residuos) y que todas poseen los elementos de secuencia 

comentados más arriba propios de los euglénidos (Krnáčová et al., 2012; Mach et al., 2013). Si bien el 

número de secuencias no permite realizar conclusiones con validez de predicción, se puede ver que los 

primeros residuos en el MTS difieren en función del grupo, siendo los residuos M(R/Q) la secuencia inicial 

presente en tripanosomas africanos, MK en tripanosoma americano y ML en Leishmania spp. En este 

último caso, dado que existe un segundo residuo de metionina conservado en una posición cercana 

dentro del MTS podría pensarse en la existencia de un sitio alternativo de inicio de la transcipción pero, 

por el momento, la información de transcriptómica disponible para estos organismos es muy escasa 

(Rastrojo et al., 2013). En la Figura 3.2 se puede observar el logo de secuencia de los MTS de las 1-C-Grx1 

de tripanosomátidos, en donde es evidente que algunos residuos hidrofóbicos y básicos son muy 

conservados y que los MTS de estas proteínas no presentan residuos ácidos. Estas características 

concuerdan con las derivadas de un reciente análisis de cientos de MTS de T. brucei (Mach et al., 2013). 

Tal como era previsible, esta conservación de  posiciones se pierde si consideramos los MTS del resto de 

las secuencias no tripanosomatídeas (Figura 3.2).  

 y que representa una 

reminiscencia del último ancestro común de los eucariotas, reforzando la idea que los tripanosomas 

constituyen la rama más primitiva y divergente de los eucariotas (Cavalier-Smith, 2012). 

   

3.3. Región intrínsecamente desordenada en el extremo aminoterminal de 
Tb1-C-Grx1 

Tb1-C-Grx1 posee una extensión aminoterminal que se conserva en la proteína madura (Comini et al., 

2008), pero su posible rol no había sido abordado hasta este trabajo (Manta et al., 2013c). Es interesante 

destacar que esto parece ser habitual en tripanosomas, donde se encuentran varias proteínas 

conservadas que difieren de las presentes en otros eucariotas por poseer una extensión aminoterminal 

(Nilsson et al., 2010)50

                                                           
49 Como se comentó en la Introducción, la evolución de los eucariotas es un tema en intenso debate y donde los 
protozoarios y, particularmente los tripanosomas, están jugando un rol central (Adl et al., 2012). La maquinaria de 
importación mitocondrial de proteínas es un pieza clave para ubicar la raíz evolutiva de los eucariotas (Cavalier-
Smith, 2012) y, en consecuencia, algunos autores sugieren que ATOM es una versión distante pero evolutivamente 
relacionada a Tom40 y VDAC (“voltaje-dependent anion cannel”), el canal de importación de proteínas localizado 
en la membrana mitocondrial externa de la inmensa mayoría de los eucariotas (Zarsky et al., 2012), mientras que 
otros sustentan el origen bacteriano de ATOM (Harsman et al., 2012), reforzando la idea de que los tripanosomas 
divergieron de los demás eucariotas antes de la evolución del sistema Tom/Tim.  

. Como se puede ver en la Figura 3.1, todas las proteínas ortólogas a Tb1-C-Grx1 

50 Los casos caracterizados in vitro, además de la propia Tb1-C-Grx1 (Manta et al., 2013c), son el de la ciclofilina A 
(Pellé et al., 2002), S-adenosilmetionina decarboxilasa (Velez et al., 2013), glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (Igoillo-
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presentan una región NTE con características similares en largo y secuencia, siendo las secuencias 

presentes en tripanosomas africanos más cortas que las presentes en Leishmania spp. y T. cruzi. A su vez, 

como se comentó anteriormente, es posible identificar -al menos parcialmente- tramos del NTE de Tb1-

C-Grx1 en las secuencias correspondientes de B. saltans y E. gracilis, en particular el tramo central en 

torno a las dos prolinas conservadas así como en secuencias homólogas de plantas (Figura 3.1). Si 

analizamos mediante un logo estas secuencias (Figura 3.3.A) es evidente que hay posiciones muy 

conservadas, más allá que este resultado esté sesgado por el peso relativo de la mayor cantidad de 

secuencias de tripanosomátidos.  

La secuencia del NTE en tripanosomátidos es tan conservada que, al realizar una búsqueda irrestricta con 

la misma solo se recuperan por encima del valor de corte las mismas secuencias de tripanosomas que 

aparecen en la Figura 3.1 (no mostrado). Incluso si se reordenan aleatoriamente los 37 aminoácidos que 

conforman este péptido y se repite la búsqueda no se recupera ninguna secuencia con identidad por 

encima de ese valor (no mostrado). Sin embargo, si se toman dos fragmentos del NTE por separado 

(antes y después de la P59, por ejemplo) y se repite la búsqueda con ambas mitades se recuperan las 

mismas secuencias ya comentadas más algunas secuencias de plantas lejanamente relacionadas que 

están anotadas como glutarredoxinas (GrxS15, ver más adelante). Por otro lado, el logo de la Figura 3.3.A 

permite distinguir dos regiones bien diferenciadas que, a grosso modo, se ubican a cada lado del motivo 

conservado THP59DFQP63R (numeración correspondiente a Tb1-C-Grx1). La primera mitad es de largo 

variable (15-25 residuos) y baja conservación entre las diferentes especies de tripanosomátidos, mientras 

que la segunda mitad es de largo más homogéneo (18-20 residuos) y más conservada. Por otro lado, al 

analizar su propensión a formar estructuras secundarias o regiones desordenadas (usando el NTE de Tb1-

C-Grx1 como ejemplo) detectamos que la primera parte del NTE no presenta tendencia a formar una 

estructura secundaria regular, mientras que la segunda mitad sí, resultados confirmados mediante el uso 

de varios algoritmos de predicción basados en diferentes estrategias (ver Capítulo 8) y resumidos en la 

Figura 3.3.B.  

Estos resultados sugieren que la región aminoterminal se encuentra desplegada en condiciones nativas. 

Las proteínas intrínsecamente desplegadas (IDP) o regiones intrínsecamente desplegadas (IDR) se 

conocen desde hace décadas (Uversky, 2013), si bien han cobrado relevancia en los últimos años a raíz 

del descubrimiento de que varias enfermedades humanas son causadas por la agregación o el 

plegamiento incorrecto de proteínas IDP (para una revisión, ver (Tompa, 2011)). Si bien la mayoría de las 

proteínas globulares presentan una región de baja complejidad estructural, ya sean loops flexibles o 

extremos móviles (Mohan et al., 2008; Pancsa and Tompa, 2012), las IDR propiamente dichas se 

diferencian por propiedades de secuencia y conformacionales que son, en general, predecibles por 

métodos bioinformáticos (Tompa). La región NTE de 1-C-Grx1 posee una importante densidad de 

residuos ácidos que contribuyen a conferirle un punto isoeléctrico (pI) muy bajo (~3,5) y una carga neta 

                                                                                                                                                                                                
Esteve and Cazzulo, 2006; Ortíz et al., 2011), adenilato quinasa (Pullen et al., 2004), quinasa crk3 (Grant et al., 1998), 
la subunidad de polimerasa RPA2 (Daniels et al., 2012) y la peptidil-prolil cis/trans isomerasa (Erben et al., 2010). 



54 
 

(calculada) de -7 a pH fisiológico, así como una muy baja hidrofobicidad, lo que son todas propiedades 

típicas de las regiones intrínsecamente desplegadas (Uversky, 2013). Las IDR tienden a ser flexibles y 

poseer una gran diversidad conformacional, lo cual explica porqué ninguno de los programas utilizados 

para predecir una posible estructura tridimensional del NTE de Tb1-C-Grx1 otorgó resultados confiables 

(Figura 3.3.C). Es interesante destacar que existen reportes que indican que los protozoarios parásitos y, 

en particular, los tripanosomátidos presentan una frecuencia relativa de IDR en sus proteomas mayor a la 

media en eucariotas (Mohan et al., 2008; Pancsa and Tompa, 2012; Schad et al., 2011). Esto va 

acompañado de una desviación en la composición aminoacídica promedio de sus proteínas, con algunas 

diferencias notables respecto de eucariotas metazoarios como ser la disminución y aumento, 

respectivamente, de la proporción de W y K en proteínas de protozoarios (Mohan et al., 2008). En 

conclusión, la región NTE es una característica exclusiva de la 1-C-Grx1 de tripanosomátidos, organismos 

estrechamente emparentados (Figura 3.1) y, probablemente, en glutarredoxinas monotiólicas de 

localización mitocondrial presentes en organismos fotosintéticos (ver a continuación). La región NTE 

presenta propiedades de secuencia propias de una IDR y, como veremos en el Capítulo 4, los resultados 

experimentales obtenidos apoyan la idea de que se trata de una región de la proteína que no adopta una 

estructura secundaria regular y que influyen en las propiedades globales de la proteína afectando 

aspectos como su comportamiento hidrodinámico o su capacidad para coordinar centros 

ferrosulfurados. No obstante, aún desconocemos las bases estructurales de esta conexión así como su 

función biológica (si la tiene), las cuales son exploradas en el Capítulo 5.   

 

3.4. Características de la secuencia del dominio Grx de Tb1-C-Grx1 

El dominio Grx es fácilmente identificable y está contenido entre los residuos 79 y 181 de Tb1-C-Grx1. Su 

longitud es la habitual para los dominios Grx (103 aminoácidos) y se clasifica como clase II según la 

clasificación presentada en la Figura 1.14, en base a (Ströher and Millar, 2012). Sin embargo, su 

asignación a clase I o II no es trivial ya que presenta algunos elementos de secuencia relacionados a las 

Grx de clase I (ver a continuación). Al analizar la región correspondiente a los dominios Grx en la Figura 

3.1 es evidente la elevada identidad de secuencia entre todos ellos y, muy particularmente, entre los 

dominios Grx de las proteínas de tripanosomátidos, lo cual queda de manifiesto en el logo de la Figura 

3.4. No sorprende, por lo tanto, que para el mismo juego de proteínas la identidad de secuencia dentro 

del dominio Grx (85 ± 8%) sea mayor que a nivel del NTE (67 ± 15 %), lo cual puede asociarse a que las 

regiones IDR generalmente presentan una mayor tolerancia a las mutaciones (Chemes et al., 2012).  

El segundo resultado evidente es que el sitio activo en estas proteínas posee la secuencia consenso 

CA(F/Y)S, lo cual la distingue de cualquier otra Grx caracterizada a la fecha (Figura 3.1). En Tb1-C-Grx1 la 

segunda posición del sitio activo es ocupada por una alanina, mientras que en Grx de clase I esta 

posición posee mayoritariamente un residuo de prolina y en Grx de clase II un residuo de glicina (Figura 

1.14). La presencia de A en el segundo lugar del sitio activo puede considerarse, por lo tanto, una seña 
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distintiva de esta familia de glutarredoxinas monotiólicas de tripanosomátidos. Más aún, todas las 1-C-

Grx1 de tripanosomas poseen un residuo de metionina inmediatamente antes del sitio activo, patrón 

conservado únicamente en las Grx de clase III, exclusivas de dicotiledonios (Ströher and Millar, 2012; 

Ziemann et al., 2009). Como se puede ver en la Figura 3.1 y 3.4, los residuos considerados como 

relevantes para la unión del GSH en Grx monotiólicas de otros organismo (ej. Grx5 de levadura (Bellí et 

al., 2002) o Grx4 de E.coli (Fernandes et al., 2005; Fladvad et al., 2005)), están presentes en las 1-C-Grx1 de 

tripanosomátidos, lo cual podría indicar una conservación de función para estos residuos o un rol 

esencial en la consolidación de la estructura de las Grx (ver Capítulo 5). La inmensa mayoría de la Grx de 

clase II poseen un segundo residuo de cisteína conservado ubicado ~50 amino ácidos corriente abajo del 

correspondiente al sitio activo en un motivo GGC (Ströher and Millar, 2012), mientras que en las Grx de 

clase I la conservación es más difusa y depende de los organismos que se comparen (ver Figura 4.5 en 

próximo capítulo). Las proteínas de tripanosomátidos presentan nuevamente dificultades para su 

clasificación ya que la posición correspondiente a la segunda cisteína conservada en Grx de clase II es 

ocupada por un residuo hidrofóbico (Leu158) en Tb1-C-Grx1 y por una serina en las Grx de plantas que 

presentan mayor identidad con Tb1-C-Grx1 (GrxS15). A su vez, el motivo GGC típico de Grx de clase II solo 

se conserva en la 2-C-Grx1, el único representante prototípico de Grx de clase I presente en T. brucei 

(Figura 2.4). Sin embargo, Tb1-C-Grx1 si posee un segundo residuo de cisteína de el cual aparece en el 

extremo carboxiloterminal del dominio Grx (C181), en una posición no conservada respecto a Grx de 

clase I o II (no mostrado) y solo conservada entre tripanosomas africanos (Figura 3.1). El rol de este 

residuo de cisteína externo al sitio activo en Tb1-C-Grx1 es aún desconocido, si bien tiene un profundo 

efecto en la reactividad de esta proteína con oxidantes y en la proliferación de la forma infectiva de T. 

brucei, como veremos en los Capítulo 4 y 5, respectivamente.   

Uno de los objetivos centrales de este trabajo fue la obtención de estructuras de las 1-C-Grxs de T. brucei 

y T. cruzi. Sobre este punto comenzamos a trabajar tempranamente y nuestra primera aproximación fue 

la cristalogénesis (ver Capítulo 5). Mientras se realizaban los primeros experimentos del cristalogénesis 

recurrimos a modelos computacionales de baja complejidad para la predicción de la estructura terciaria 

de Tb1-C-Grx1. En la actualidad existen decenas de servidores que permiten el cálculo de novo de 

estructuras de proteínas y varias propiedades de los mismos son evaluadas bianualmente por la 

comunidad científica especializada (CASP, “Critical Assessment of protein Structure Prediction”)51

                                                           
51 http://predictioncenter.org/index.cgi. 

. El 

servidor I-TASSER (Roy et al., 2010, 2012; Zhang, 2008) ha quedado posicionado en el primer lugar en la 

generación de modelos estructurales de novo en los últimos 5 análisis CASP, por lo cual optamos por su 

uso para la generación de modelos estructurales de Tb1-C-Grx1 y Tc1-C-Grx1, así como en otras proteínas 

de interés que se comentarán a lo largo de este trabajo. El modelo estructural obtenido para Tb1-C-Grx1 

(Figura 3.4.B) muestra claramente una distribución de estructuras secundarias propia del plegamiento 

Trx, con el sitio activo ubicado previo a la hélice α2. No entraremos en mucho detalle sobre estos 

modelos ya que más adelante se presentará un modelo estructural de Tb1-C-Grx1 en base a resultado de 
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resonancia magnética nuclear (RMN) (Manta et al., 2013c). Sin embargo, hay tres resultados que merecen 

ser destacados: i) a diferencia de las predicciones basadas solo en secuencia, la segunda cisteína (Cys181) 

no está incluida en el dominio Grx sino en la extensión desordenada que sigue a la última hélice (α5) y ii) 

si bien la predicción del dominio Grx indicaba que el mismo comienza en K79, en el modelo estructural 

los tres residuos previos a K79 son predichos con alto nivel de confianza como parte de la hélice α1, lo 

que nos lleva a considerar que el dominio Grx como tal comienza, como mínimo, en la M76 o A75, lo que 

fue considerado a la hora de construir una versión trunca de la proteína sin el NTE (ver próximo capítulo) 

y iii) las variaciones en el sitio activo respecto de Grx monotiólicas con sitio activo CGFS o CPYC ubican 

residuos en la superficie de la proteína con potencial para generar nuevas interacciones, ya sea 

hidrofóbicas (A105) o por puentes de hidrógeno (Y106) con GSH (ver Capítulo 5). 

 

3.5. Conservación de propiedades entre Tb1-C-Grx1 y glutarredoxinas de 
organismos fotosintéticos 

Finalmente, en esta sección nos interesó explorar la relación entre Tb1-C-Grx1 y las Grx de plantas ya que 

se ha propuesto que existe una conexión evolutiva entre los tripanosomátidos y el reino vegetal 

(Hannaert et al., 2003). Las plantas (Embryophita, Figura 1.1) poseen más de 30 genes para Grx (Couturier 

et al., 2009; Garg et al., 2010; Lemaire, 2004; Meyer et al., 2009; Rouhier, 2010; Rouhier et al., 2004), si bien 

la gran mayoría pertenecen a la clase III (sitio activo CCXC/S), ausente en otros eucariotas (Ziemann et al., 

2009) y solo 4 son Grx monotiólicas de clase II (GrxS14-S17 (Rouhier, 2010; Rouhier et al., 2004)). En la 

Figura 3.5 se muestra el dendrograma de las Grx de Arabidopsis thaliana y la ubicación de Tb1-C-Grx1 

dentro del mismo, obtenida en base a alineamientos de secuencia y construcción de árboles de 

distancias (ver leyenda por detalles). Como era esperable, la proteína de T. brucei se agrupa junto a las 

Grx S14-S17 y en una posición particularmente cercana (en secuencia) a GrxS16 y S15. Si bien estas 

proteínas comparten el sitio activo CGFS, difieren en varios aspectos (Bandyopadhyay et al., 2008). Las 

GrxS14 y S15 son proteínas relativamente chicas (~170 aminoácidos) y con un único dominio Grx de 

clase II. GrxS14 se localiza en cloroplastos, es capaz de unir centros ferrosulfurados in vitro 

(Bandyopadhyay et al., 2008; Picciocchi et al., 2007; Wang et al., 2012) y de transferirlos rápida y 

estequiométricamente hacia proteínas que están rio abajo en la maquinaria de biogénesis (Mapolelo et 

al., 2013). A su vez, la sobreexpresión de GrxS14 en la mitocondria de S. cerevisiae recupera el fenotipo 

respiratorio del mutante Δ grx5 de levadura52

                                                           
52 El mutante Δ grx5 es incapaz de crecer en el medio de cultivo usado para forzar su respiración aeróbica 
probablemente porque se torna auxótrofo para los aminoácidos lisina, leucina y ácido glutámico, los cuales 
requieren enzimas mitocondrial con centros ferrosulfurados para su biosíntesis (Rodríguez-Manzaneque et al., 
2002). 

, indicando una función equivalente a ScGrx5 

(Bandyopadhyay et al., 2008). Esto puede deberse, al menos en parte, a que ambas proteínas (AtGrxS14 y 

ScGrx5) presentan una importante identidad de secuencia (45%) y estructural (PDB ID 3IPZ y 3GX8, 

respectivamente) con una desviación cuadrática media de sus estructuras (rmsd) de 1.3 Å (ver Capítulo 
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5). A su vez, GrxS14 posee una segunda cisteína en la posición conservada típica de las Grx clase II y que 

coincide con la presente en ScGrx5 (Ströher and Millar, 2012). GrxS15, por su parte, es mitocondrial, no 

posee el segundo residuo de cisteína conservado, no es capaz de unir centros ferrosulfurados in vitro y su 

capacidad para recuperar el fenotipo del mutante Δ grx5 es prácticamente nula (Bandyopadhyay et al., 

2008)53. Las GrxS16 y S17, por su parte, son proteínas multidominio de clase II capaces de coordinar un 

centro ferrosulfurado in vitro (Rouhier, 2010)54 y de recuperar el fenotipo respiratorio en el mutante de 

levadura comentado anteriormente (Bandyopadhyay et al., 2008). La GrxS1655

Como se puede se puede ver en la Figura 3.5, Tb1-C-Grx1 se agrupa junto a GrxS16 de A. thaliana ya que 

los dominios Grx de ambas proteínas poseen 39 y 58 % de identidad y similitud respectivamente, 

mientras que respecto de GrxS15 estos valores son 34 y 59%. La diferencia entre la secuencia de ambas 

proteínas es demasiado chica para discriminar efectivamente cual de ambas es ortóloga a Tb1-C-Grx1. 

Sin embargo, GrxS16 es una proteína multidominio de 293 aminoácidos y de localización cloroplástica, 

mientras que GrxS15 comparte con Tb1-C-Grx1 ser una proteína monodominio, de localización 

mitocondrial y sin la segunda cisteína conservada en los dominios Grx de clase II, siendo el único caso 

dentro de las Grx monotiólicas de plantas. Sumado a esto, ambas proteínas mostraron ser relativamente 

ineficientes en la recuperación del fenotipo mutante Δ grx5 (Bandyopadhyay et al., 2008; Filser et al., 

2008). Por último, como se notó anteriormente (Figura 3.1), ambas proteínas comparten una extensión 

aminotermial entre el MTS y el dominio Grx de largo y composición relativamente conservada, el cual, a 

su vez, está conservado en las secuencias de las demás Grx de plantas disponibles en NCBI (no 

mostrado). Es interesante destacar que GrxS15 interacciona in vivo tanto con tiorredoxinas de ubicación 

mitocondrial en Pisum sativum (Balmer et al., 2004) y Arabidopsis thaliana (Yoshida et al., 2013) así como 

con metales divalentes (Herald et al., 2003), si bien en ningún caso está definido el rol biológico de esta 

interacción. 

, no conservada fuera de 

las plantas, es cloroplástica y posee un dominio aminoterminal con el motivo conservado GIY-YIG que 

porta actividad nucleasa (Liu et al., 2013), mientras que GrxS17 es ortóloga a ScGrx3 o HsGrx3 si bien 

posee tres dominios Grx de sitio activo CGFS a continuación del dominio Trx (ver Figura 2.8).  

 

 

 

                                                           
53 Cheng y colaboradores (Cheng, 2008) presentaron resultados contradictorios respecto a la ubicación subcelular y 
función en la recuperación de fenotipo Δgrx5 en levadura de GrxS15 (Grx4 para los autores) sin embargo la 
literatura actual indica que los resultados presentados en (Bandyopadhyay et al., 2008) son los correctos.   
54 Si bien en (Rouhier, 2010) se indica que GrxS17 puede unir centros ferrosulfurados in vitro, no hay evidencia 
experimental publicada.  
55 AtGrxS16 también aparece en la literatura como “CAX interacting protein 2” (CXIP2) mientras que AtGrxS14 
recibió originalmente el nombre de “CXIP1”. En ambos casos se hace referencia a un posible rol en la regulación de 
canales de cationes llamados CAX (Cheng and Hirschi, 2003). La nomenclatura completa se indica en la leyenda de 
la Figura 3.5.  
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3.6. Relación entre Tb1-C-Grx1 y Tb1-C-Grx2 

Tb1-C-Grx1 posee elementos de secuencia que la clasifican como de clase I (sitio activo, cisteínas extras, 

ausencia del motivo GGC) y otros que la ubican en la clase II (loop β1-α2, motivo WPT en el cis-Pro loop). 

En este trabajo, al igual que en (Ströher and Millar, 2012) consideramos a Tb1-C-Grx1 como una Grx de 

clase II, fundamentalmente por aspectos estructurales discutidos en el Capítulo 5 y no tanto por aspectos 

de secuencia. Las Grx de clase II posee como representantes prototípicos a la HsGrx5 (Johansson et al., 

2010) o ScGrx5 (Bellí et al., 2002; Wang et al., 2009). Al analizar detalladamente las secuencias de las Grx 

presentes en tripanosoma (y los modelos estructurales) vemos que Tb1-C-Grx2 –y no Tb1-C-Grx1- es la 

proteína candidata a ser ortóloga de estas secuencias bien caracterizadas. Tb1-C-Grx2 fue identificada 

por Filser y colaboradores (Filser et al., 2008) y mostró ser una proteína muy poco abundante e incapaz 

de suplir la función de Tb1-C-Grx1 (Comini et al., 2008). Si bien posee una secuencia de localización 

mitocondrial tempranamente identificada ((Filser et al., 2008), Figura 2.4), la demostración experimental 

de su localización subcelular en los dos estadios del parásito fue realizada recién en este trabajo (ver más 

adelante). Se trata de una proteína poco abordada ya que consideramos, quizás incorrectamente, que no 

cumple un rol en la mitocondria de la forma infectiva de T. brucei. . Los principales resultados que nos 

llevaron a considerar esta hipótesis fue que solo 1-C-Grx1, y no 1-C-Grx2, mostró ser indispensable para 

la forma infectiva del parásito (Comini et al., 2008) -lo cual coincide con el rol esencial de Grx5 en 

diferentes organismos (Camaschella et al., 2007; Rodríguez-Manzaneque et al., 2002; Wingert et al., 

2005)- y, además, que solo 1-C-Grx1 fue capaz de recuperar mínimamente el fenotipo respiratorio del 

mutante Δgrx5 (Filser et al., 2008). Sin embargo, como discutiremos en el Capítulo 6, esto puede haber 

sido una sobreinterpretación ya que la biogénesis de centros ferrosulfurados en tripanosomas está poco 

explorada y, en un principio, son muy pocas las proteínas esenciales en este estadio del parásito que 

requieren este cofactor (ej. RIL1/ABCE1 (Estévez et al., 2004; Manta et al., 2013a)). A su vez, si bien 1-C-

Grx2 no es esencial para BSF, si lo es para la diferenciación a la forma procíclica, donde se requiere una 

mitocondrial funcional y capaz de generar nuevos centros ferrosulfurados (Figura 2.3, (Alsford et al., 

2011)).  

Sin embargo, algunas características de 1-C-Grx2 son llamativas y podrían explicar su incapacidad para 

suplir a ScGrx5. Si bien el MTS propio es capaz de dirigir a 1-C-Grx2 hacia la matriz mitocondrial en S. 

cerevisiae (Filser et al., 2008), no suplanta a Grx5 en sus funciones, lo que puede deberse a que la proteína 

de T. brucei posee algunas mutaciones en residuos claves involucrados en la unión de GSH (ver Capítulo 

5), en particular las posiciones correspondientes a K52 y R92 en ScGrx5 que están sustituídas por T y C en 

Tb1-C-Grx2 (Figura 3.6.A). Como se comentó en el capítulo anterior, estas sustituciones se conservan en 

el dominio Grx de Tb1-C-Grx3, estrechamente emparentado a esta proteína. Adicionalmente, ninguna de 

las 1-C-Grx3 y 1-C-Grx2 presentes en tripanosomátidos conserva el residuo de isoleucina 

inmediatamente previo a la cis-Pro (Figura 2.8 y 3.6), el cual sí está conservado en 1-C-Grx1 y proteínas 

ortólogas (Figura 3.1).  
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En este escenario y dado la similitud entre 1-C-Grx1 y 1-C-Grx2 (Figura 2.5), podemos considerar que 

ambas proteínas son parálogas. A pesar de la diferencia en el sitio activo, 1-C-Grx1 conserva los residuos 

claves identificados como importantes para la función en ScGrx5 (Bellí et al., 2002; Tamarit et al., 2003), 

los cuales no están presentes en 1-C-Grx2, por lo cual aún queda por resolver cual de las dos representa 

un ortólogo funcional de las Grx monotiólicas mitocondrial presentes en la mayoría de los eucariotas. Si 

bien estos análisis evolutivos escapan a los objetivos de este trabajo, poseen considerable interés para 

desarrollar en un futuro ya que durante mucho tiempo se consideró que la rama que dio origen a los 

tripanosomas posee un ancestro común con los organismos fotosintéticos y que solo algunos 

euglénidos actuales conservan los plástidos (ej. Euglena gracilis, Figura 1.1) (Hannaert et al., 2003; Manta 

et al., 2013a, 2013b). Sin embargo, esta idea fue perdiendo sustento al secuenciarse los genomas de 

tripanosomátidos e identificarse claramente que la incorporación de plástidos en euglénidos fue un 

evento de simbiosis secundaria entre un eucariota no fotosintético ancestro de los actuales euglénidos y 

un eucariota fotosintético relacionado a las algas verdes56

 

 (Leander, 2004; Simpson et al., 2006) y que la 

transferencia lateral de genes entre estos eucariotas ha moldeado el genoma de los euglénidos 

(Maruyama et al., 2011). Más aún, recientemente se identificó y secuenció un organismo parásito de 

ubicación intermedia entre kinetoplástidos de vida libre como B. saltans y tripanosomas parásitos, 

denominado Paratrypanosoma confusum (Flegontov et al., 2013). La comparación de las secuencias de 

Grx presentes en este organismo, B. saltans y tripanosomas sugiere que Tb1-C-Grx1 es la Grx conservada 

en toda la rama de los kinetoplástidos mientras que 1-C-Grx2 es un evento de duplicación más reciente 

asociado a la rama que dio origen a tripanosomas y leishmanias, en donde a su vez ambos sitios activos 

divergieron (no mostrado).  

3.7. Conclusiones sobre las propiedades de secuencia de la familia 1-C-Grx1 
en tripanosomas y su relación con otras glutarredoxinas 

En consecuencia, el análisis in silico llevado a cabo en esta sección nos permitió reconocer elementos de 

secuencia en 1-C-Grx1 que resultaron extremadamente interesantes desde el punto de vista estructural y 

evolutivo, sobre los que volveremos al analizar la estructura. En particular se destacan la identificación 

del NTE así como la estrecha relación entre 1-C-Grx1 y GrxS15. Ambos hallazgos tuvieron un importante 

efecto en la interpretación de los resultados obtenidos durante este trabajo ya que toda la actividad 

experimental se realizó bajo la premisa, basada en evidencias experimentales de índole bioquímica y 

biológica (Comini et al., 2008; Filser et al., 2008), que indicaban que 1-C-Grx1 de T. brucei era una proteína 

homodimérica capaz de unir centros ferrosulfurados in vitro e “in vivo” (expresión heteróloga en E. coli, 

ver Capítulo 4) (Comini et al., 2008; Manta et al., 2013c) y que por lo tanto debería cumplir un rol 

equivalente a ScGrx5. Como mostraremos y discutiremos en las próximas secciones, Tb1-C-Grx1 presenta 
                                                           
56 Las algas verdes están estrechamente relacionadas a las plantas terrestres y se clasifican en el mismo clado 
(Diaphoretickes), supergrupo (Archaeplastida) y comparten clasificación hasta la diversificación en Streptophyta, 
rama que incluye los Embryophita (plantas) y Chlorophyta, rama que incluye a las algas (Adl et al., 2012).  
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un comportamiento anómalo en cromatografías de exclusión molecular y cumple una función esencial 

pero aún desconocida en T. brucei, siendo que un rol directo de la misma  en la biogénesis de centros 

ferrosulfurados, equivalente a Sc o HsGrx5, no pudo aún ser verificado.  
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Capítulo 4 

 

Caracterización bioquímica y biofísica  

de Tb1-C-Grx1 y versiones mutantes 
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4.1. Producción y purificación de las proteínas recombinantes  

La versión recombinante de Tb1-C-Grx1 con etiqueta de afinidad (Figura 4.1) ya había sido producida 

previamente con un alto rendimiento, purificada hasta pureza electroforética por cromatografía de 

afinidad a metales (IMAC) y parcialmente caracterizada a nivel bioquímico (Comini et al., 2008; Filser et 

al., 2008). En este trabajo se desarrollaron los vectores para expresar sin etiqueta de afinidad tanto la 

forma de largo completo (FL) como versiones truncas y/o mutantes de Tb1-C-Grx1 (ver más adelante). 

Los detalles relativos a la generación de dichas construcciones no serán abordados en esta sección y se 

encuentran disponibles en la sección Materiales y Métodos (Capítulo 8) y en los artículos 

correspondientes (Ceylan et al., 2010; Comini et al., 2008; Filser et al., 2008; Manta et al., 2013a; Sardi et 

al., 2013). El clonado y subclonado de la 1-C-Grx1 de T. cruzi fue realizado por el autor en colaboración 

con la Lic. Luciana Fleitas. Esta proteína será referida solo a modo de comparación cuando amerite y no 

se muestran resultados al respecto ya que los mismos se presentaron previamente en (Fleitas, 2012). 

En la mayoría de los experimentos trabajamos con una o más versiones de Tb1-C-G-rx1 expresada sin 

etiqueta de afinidad, la cual se produce como una proteína de fusión entre la tiorredoxina de E. coli 

(EcTrx) y una cierta versión de la 1-C-Grx1 conectados por una extensión en donde se localiza una 

secuencia de seis histidinas que posibilita la purificación de la proteína recombinante por IMAC y un sitio 

de corte para la proteasa del virus del grabado del tabaco (TEVp57), que permite separar la 1-C-Grx1 de la 

proteína de fusión (Figura 4.1) (Ceylan et al., 2010; Manta et al., 2013a). Todas las versiones de Tb1-C-Grx1 

sin etiqueta de afinidad (“tag free”) fueron producidas de manera recombinante en la cepa BL21(DE3) de 

E. coli siguiendo un protocolo común detallado en el Capítulo 8. El rendimiento de los cultivos luego de 

la expresión estuvo en el orden los 8 g de pellet húmedo por litro de cultivo58

La estrategia de purificación de las proteínas de fusión recombinantes fue puesta a punto con la fusión 

de la forma silvestre de largo completo (Tb1-C-Grx1 FL WT, Figura 4.1). El protocolo desarrollado se aplicó 

luego a todas las demás versiones de esta proteína (Manta et al., 2013a; Sardi et al., 2013) y de Tc1-C-Grx1 

(Fleitas, 2012), con pequeños ajustes cuando fuera necesario. Es importante destacar que, con la 

excepción de la etapa de diálisis (ver a continuación), todos los demás pasos de purificación fueron 

realizados a temperatura ambiente (TA). La lisis y clarificación de los pellets celulares se realizó por 

sonicado, centrifugación y filtración con membranas de 0.45 o 0.80 μm. La proteína de fusión 

recombinante representó la especie proteica más abundante de la fracción soluble del lisado bacteriano 

, lo cual indica que la 

sobreexpresión de las proteínas de fusión no es tóxica para la bacteria. Los pellets celulares fueron 

lisados para la purificación de la proteína recombinante inmediatamente luego de cosechados o 

almacenados a -80°C hasta su uso, sin generarse perjuicios en la calidad o cantidad de producto 

obtenido al final de la purificación.  

                                                           
57 La TEVp se purificó de acuerdo al protocolo indicado en la sección Materiales y Métodos, obteniendo ~64 mg de 
proteína pura por litro de cultivo.  
58 Este valor es similar al obtenido para TbTXN expresada con el mismo sistema vector/célula y condiciones de 
cultivo (por ej. ~6 g de pellet húmedo para la fusión Trx-TXN.  
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(~20% del total de proteínas; fracción “LIS” en Figura 4.2.A y 4.2.E). Dado que las proteínas recombinantes 

poseen un parche de histidinas, el primer paso de purificación consistió en una IMAC sobre columna de 

níquel sefarosa (HisTrap® o empacada en el laboratorio). El lisado celular se sembró en la columna 

equilibrada con amortiguador fosfato de sodio 50 mM pH 7.8 con 300 mM NaCl (amortiguador A) 

mediante bomba peristáltica sin resiembra colectando la fracción no unida (fracción “NBF” en Figura 

4.2.A) y, generalmente, lavando la columna en una primera instancia con 2-5 volúmenes de columna (CV) 

de amortiguador A y luego con igual volumen de amortiguador A con 20 mM de imidazol (fracción “W” 

en Figura 4.2.A). Para la elución de la proteína de fusión se utilizaron dos estrategias: i) gradiente lineal de 

imidazol (20 – 500 mM) en el amortiguador A (Figura 4.2.B) o ii) elución directa con imidazol 500 mM en 

amortiguador A. En cualquier caso, la proteína purificada en esta etapa (fracción “ELU1” en Figura 4.2) y 

fue sometida a proteólisis con TEVp para liberar a la glutarredoxina de interés de la EcTrx. Dado que la 

etapa posterior a la proteólisis es un segunda paso de IMAC para retener la proteasa y la proteína de 

fusión (EcTrx) -ambas con cola de histidinas- es necesario remover la alta concentración de imidazol 

presente en el eluído de la primera IMAC, para lo cual se adoptó un método de proteólisis y diálisis en 

simultáneo. Luego de ajustar el tiempo necesario para la proteólisis y la temperatura a la cual se realizaría 

(Figura 4.2.C) optamos por realizar la proteólisis durante ~16 hr (“overnight”, ON) y 4°C. En estas 

condiciones, la eficiencia de proteólisis fue superior al 95% (Figura 4.2.C) y no se evidenciaron efectos 

adversos sobre la estabilidad de la Grx (no mostrado). Previo a la proteólisis, la fracción ELU1 se trató con 

DTT y EDTA a una concentración final de 5 mM y 2 mM, respectivamente, y luego se agregó la proteasa a 

una relación de ~1 mg cada 70 mg de proteína de fusión a cortar. El corte se realizó en diálisis contra 

amortiguador A en membranas de celulosa (MWCO ~ 10 kDa) o benzilcelulosa (MWCO ~ 3 kDa), según 

correspondiera. Se realizaron tres cambios de amortiguador resultando en un factor de dilución de ~500 

veces.  

La fracción proteolizada fue filtrada (filtro 0.45 μm) y nuevamente sembrada en la columna de IMAC. La 

fracción no unida a la resina en esta segunda IMAC contiene mayoritariamente a la glutarredoxina de 

interés (fracción “FT” en Figura 4.2.E) mientras que tanto la EcTrx como la TEVp, al poseer etiqueta de 

afinidad (Figura 4.1), permanecen retenidas en la columna y son eluídas posteriormente (fracción “ELU2” 

en Figura 4.2.E). Finalmente, para incrementar la pureza de la proteína recombinante se procedió a un 

último paso de purificación por cromatografía de exclusión molecular (SEC). Para ello, la fracción no 

unida de la segunda IMAC se concentró y cargó en una columna de SEC preparativa previamente 

equilibrada con amortiguador fosfato de sodio 100 mM pH 7.4 con 150 mM NaCl (amortiguador B). 

Generalmente, antes del paso de SEC la proteína fue tratada con 5 mM DTT y quelantes de metales (2 

mM EDTA, 0.1 mM DTPA) durante 30 min a TA con el objetivo de homogeneizar la muestra y remover 

posibles trazas de Ni2+ contaminante. El pico de elución (Figura 4.2.D) contiene la proteína recombinante 

de interés con una pureza >95% (fracción “SEC” en Figura 4.2.E).  

En resumen, la purificación de todas las versiones no etiquetadas de Tb y Tc1-C-Grx1 se realizó siguiendo 

la secuencia de cuatro pasos: i) IMAC, ii) protéolisis en diálisis, iii) IMAC, iv) SEC, con rendimientos finales 
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de hasta 70 mg de proteína pura por litro de cultivo para Tb1-C-Grx1 FL (WT, C104S y C181S), y valores 

ligeramente superiores para las versiones cortas (Δ76, ver a continuación). En el mismo orden estuvieron 

los rendimientos obtenidos para las distintas versiones de Tc1-C-Grx1 (Fleitas, 2012). Como se indica en la 

sección Materiales y Métodos, para la purificación de la proteína usada en los experimentos de RMN se 

omitió el paso de SEC final. En este trabajo también se produjeron las versiones de Tb1-C-Grx1 con 

etiqueta de afinidad (Figura 4.1) desarrolladas en (Comini et al., 2008; Filser et al., 2008; Melchers et al., 

2007), las cuales fueron empleadas para estudiar principalmente las formas holo generadas “in vivo” (ver 

más adelante). El procedimiento fue similar al recién descrito solo que se omitió el paso de proteólisis y la 

segunda IMAC, terminando la purificación con un paso de SEC. El rendimiento de la producción de las 

diferentes formas de His6-Tb1-C-Grx1 fue inferior al obtenido para las formas sin etiqueta de afinidad 

(~25 mg/L de cultivo) siendo este fenómeno más marcado en el caso del mutante C181S, cuyo 

rendimiento fue siempre significativamente menor (~4 mg/L de cultivo).   

En todos los casos, la concentración de proteína en las diferentes fracciones fue determinada por el 

método del ácido bicinconínico o espectroscópicamente usando el coeficiente de absortividad molar (ε) 

calculado o determinado (Capítulo 8) y el avance de la purificación analizado por electroforesis 

desnaturalizante en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) usando niveles de entrecruzamiento de entre 12 

y 17%, dependiendo del peso molecular (MW)59 de las proteínas a resolver. Las proteínas purificadas 

fueron almacenadas generalmente a 2-10 mg/mL a 4°C en amortiguador B con 10% de glicerol y en 

condiciones de esterilidad hasta 1 mes o directamente a -80°C en iguales condiciones por varios meses. 

En general, estas condiciones de almacenamiento permiten una buena recuperación de la proteína, 

excepto por algunos lotes donde se evidencia un fenómeno de (auto)proteólisis60

 

.  

4.2. Generación del mutante trunco “Δ76” 

Como se comentó en el capítulo anterior una de las características más peculiares de Tb1-C-Grx1 en 

comparación con otras Grx es la presencia de una extensión aminoterminal conservada en 

tripanosomátidos (región NTE). Previo al comienzo de este trabajo, Comini y colaboradores analizaron 

algunas de las propiedades bioquímicas de esta proteína y fue particularmente llamativo su 

comportamiento en columnas de SEC analíticas donde la proteína madura eluía con un volumen de 

retención equivalente a una proteína de ~30 kDa (Comini et al., 2008; Filser et al., 2008). En función de 
                                                           
59 En este trabajo seguimos el estilo de usar “peso molecular” para datos obtenidos por técnicas hidrodinámicas y 
de “masa molecular” en espectrometría de masa, si bien el nombre correcto para la propiedad de la proteína 
medida en Da sería “masa molecular”.  
60 La proteólisis de la Tb1-C-Grx1 FL almacenada se observó tanto en la forma producida a partir de la proteína de 
fusión como en la forma con etiqueta de afinidad y no se observó en las diferentes versiones truncas. Consideramos 
que se trata de autoproteólisis ya que no logramos detener el proceso con inhibidores de proteasas de ningún tipo. 
A su vez, si bien realizamos un importante número de estudios al respecto, no logramos determinar con precisión 
el sitio de corte, si bien los resultados de MS (no mostrado) indican que la región que se pierde inicialmente 
pertenece a la región carboxiloterminal de la proteína. Este comportamiento no se observó para Tc1-C-Grx1 (no 
mostrado).  
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ello los autores propusieron que Tb1-C-Grx1 es una proteína homodimérica en su forma apo, propiedad 

excepcional para Grx y descrita adicionalmente solo para la ScGrx6 y 7 (Luo et al., 2010; Mesecke et al., 

2008)61

  

. Al comenzar este trabajo nos resultó evidente atribuirle la capacidad de dimerización de Tb1-C-

Grx1 al NTE, ausente, por ejemplo, en una proteína prototípicamente monomérica como la 1-C-Grx2 

(Comini et al., 2008). En virtud de ello, decidimos construir una versión trunca de Tb1-C-Grx1 en la cual se 

removieron los primeros 35 aminoácidos de la proteína madura (desde Q42 hasta A76) a la cual llamamos 

“Δ76”. La elección de donde generar el corte la tomamos en función del resultado otorgado 

fundamentalmente por el modelo estructural que indicaba el inicio del dominio globular Grx en M77 (ver 

Figura 3.4 en capítulo anterior). La versión trunca constituye solamente el dominio Grx de Tb1-C-Grx1 

que incluye la segunda cisteína, C181, y los tres aminoácidos carboxiloterminales extradominio (Figura 

4.1). La misma versión trunca se construyó para Tc1-C-Grx1 (Fleitas, 2012). En nuestra hipótesis de 

trabajo, esta proteína no debería presentar dimerización.  

4.3. Caracterización in vitro de Tb1-C-Grx1 FL y Δ76  

Al carecer de actividad enzimática conocida (Filser et al., 2008), todas las versiones de Tb1-C-Grx1 

purificadas fueron sometidas a análisis por SDS-PAGE, espectrometría de masas (MS) y SEC analítica con 

el objetivo de determinar su pureza, estado oligomérico, comportamiento hidrodinámico y peso 

molecular exacto (Manta et al., 2011). También se evaluaron espectrofotométricamente para determinar 

su concentración precisa y el número de tioles libres medible en condiciones no desnaturalizantes (no 

mostrado) por los métodos comentados en la sección correspondiente. En algunos casos se incluyeron 

medidas de dispersión dinámica de luz (DLS) y dicroísmo circular (CD) como controles adicionales. En la 

Figura 4.3 se muestran resultados representativos de los controles de calidad realizados para la Tb1-C-

Grx1 FL WT y Tb1-C-Grx1 Δ76 WT. Es importante destacar que este tipo de caracterización (total o 

parcialmente) se realizó para todas las proteínas utilizadas en este trabajo luego de su purificación o 

inmediatamente antes de su uso, incluyendo los mutantes puntuales de cisteína y las formas con 

etiqueta de afinidad que comentaremos más adelante.  

El resultado más evidente de la Figura 4.3 es que ambas formas de Tb1-C-Grx1 se purifican como 

proteínas con características espectroscópicas e hidrodinámicas propias de proteínas solubles y 

plegadas. La pureza electroforética mostrada en la Figura 4.2.D se corresponde con los espectro de 

masas obtenidos para ambas versiones en MALDI-TOF (Figura 4.3.A) donde se ve que ambas proteínas 

poseen la masa molecular esperada según secuencia, sin contaminantes evidentes y con una pequeña 

porción de especies diméricas. La fragmentación tríptica de la proteína FL y Δ76 no presenta mayores 

diferencias en el perfil de péptidos identificados por MS (no mostrado), con la excepción de los 

                                                           
61 Como se comentó en la Introducción, se ha reportado también que PtGrxC4 (Noguera et al., 2005) y EcGrx1 
(Kelley et al., 1997) presentan equilibrio monómero-dímero pero las medidas fueron determinadas en condiciones 
de RMN con concentraciones proteicas superiores a 1 mM.  
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correspondientes a la región NTE (Figura 4.3.B), como era de esperar. Los espectros de CD en el 

ultravioleta lejano (Figura 4.3.C) corresponden a proteínas bien plegadas del tipo α/β y, si bien son 

parecidos, una comparación más detallada realizada mediante deconvolución indica que ambas formas 

muestra una proporción de elementos de estructura secundaria similar aunque no idéntica (Figura 4.3.B). 

Las proporciones obtenidas para la forma trunca son equivalentes, dentro del margen de error de 

nuestras medidas (~5%) a las esperadas para proteínas con plegamiento Trx (ej. Trx1 de E. coli, 0.38, 0.28, 

0.15 y 0.19 para α -hélices, hebras β, codos y regi ones desordenadas, respectivamente, citado en 

(Reutimann et al., 1981)). El espectro de la forma madura, por su parte, es prácticamente idéntico al 

reportado previamente por Melchers y colaboradores para la forma con etiqueta de afinidad (Melchers et 

al., 2007). La deconvolución de estos espectros muestra un descenso en la proporción relativa de hélices 

α (0.41 vs 0.45) y hebras β (0.15 vs 0.24) en la proteína Tb1-C-Grx1 FL en comparación con la forma Δ76. 

Esto se puede explicar por la presencia del NTE, que representa ~1/4 del total de la proteína y se 

mantiene parcialmente desplegado en solución (ver a continuación), determinando un incremento en la 

proporción de codos y regiones no estructuradas. Los espectros de CD en el ultravioleta cercano (Figura 

4.3.D) presentan algunas diferencias en la estructura hiperfina en la región de 270-285 nm, lo que podría 

evidenciar un entorno diferencial para algunas de las tres tirosinas de la proteína (Y106, Y121 y Y135) 

(Pain, 2005), si bien los resultados no son de la calidad adecuada para asegurarlo, como se evidencia en 

el espectro diferencial de la Figura 4.3.D.  

El espectro de fluorescencia de la forma Δ76 presenta una diferencia importante en la ubicación del 

centro del masa respecto del espectro de la forma FL (~5 nm más hacia el rojo, Figura 4.3.E), así como en 

la intensidad total, ya que el área bajo la curva es 37% menor en Δ76 respecto a FL, lo que sugeriría que 

en la forma FL el único Trp de la proteína (W142) podría encontrarse en un entorno menos polar como 

consecuencia de la región NTE. Como comentaremos más adelante (Capítulo 5) en la estructura que 

obtuvimos es posible ver que en la forma trunca W142 está completamente expuesto al solvente, en 

coincidencia con su máximo de emisión de fluorescencia mientras que en la forma FL este residuo 

parece estar parcialmente cubierto por la región NTE, lo que explicaría su corrimiento hacia el azul y 

aumento de intensidad. Esta diferencia en la posición del centro de masa e intensidad del espectro entre 

la forma FL y Δ76 se conserva en el rango de pH 5 -9 y es reproducible en la proteína ortóloga de T. cruzi 

(no mostrado).  

El resultado más llamativo presentado en la Figura 4.3 es la evidente diferencia en el comportamiento 

hidrodinámico en SEC de la forma madura (FL) y trunca (Δ76) de Tb1-C-Grx1 (Figura 4.3.F). Si bien ambas 

formas se diferencian exclusivamente en la presencia o no del NTE, los resultados de SEC muestran que la 

diferencia en el peso molecular aparente de ambas formas es sustancialmente mayor a los 3.8 kDa que 

aporta esta región. La forma FL migran en columnas de SEC como una proteína de 28.6 ± 2.2 kDa (n=12), 

en coincidencia con un radio hidrodinámico (rH) determinado por DLS de 2.4 ± 0.3 nm (n=3)62

                                                           
62 Estos resultados fueron obtenidos por DLS en batch usando soluciones de proteína en el orden de 0.1 – 1 mg/mL. 
Somos conscientes de que la técnica de DLS en “batch” no es la indicada para la determinación precisa de pesos 

. Sin 
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embargo, el peso molecular medido difiere significativamente del valor esperado según su secuencia 

(16.2 kDa, Figura 4.1) y es más próximo al que se esperaría para una especie dimérica (16.2 x 2 = 32.4 

kDa), en coincidencia con lo reportado previamente (Comini et al., 2008; Filser et al., 2008). La forma Δ76, 

por su parte, eluye con un volumen correspondiente a una proteína de 16.1 ± 0.2 kDa (n=8), también 

más grande de lo esperado (12.3 kDa), pero lejano al previsible para una especie dimérica (12.3 x 2 = 24.6 

kDa). Esta diferencia entre el MW medido y esperado puede deberse a varios factores, entre los cuales la 

no globularidad de las proteínas es el más probable. Si bien la calibración de las columnas se realiza con 

proteínas globulares de peso molecular conocido, el volumen de retención en la columna es 

proporcional a su radio de Stokes y no a su peso (masa molecular), por lo cual las proteínas que 

presentan regiones desplegadas pueden observarse en SEC con MW aparentes hasta 30-50% mayores a 

los esperados por secuencia (Uversky, 2012). En conclusión, una posible interpretación para los 

resultados presentados en la Figura 4.3.F es considerar que la  forma FL es una proteína dimérica, 

mientras que la forma trunca es monomérica, si bien presenta un comportamiento hidrodinámico 

relativamente desviado del esperado para una proteína globular. Interesantemente, el comportamiento 

anormal en SEC fue reportado para otras Grx, como ser EcGrx4 (Yeung et al., 2011), PtGrxC1 (Rouhier et 

al., 2007) y AtGrxC5 (Couturier et al., 2011), llegando inclusive a reportarse diferencias entre el MW 

esperado y el medido mayores al 30%, si bien generalmente esto no se discute en los artículos 

correspondientes. Más aún, Comini y colaboradores reportaron un comportamiento anormal para las 

formas reducidas y sin etiqueta de afinidad de Tb1-C-Grx2 y Tb1-C-Grx3 (Comini et al., 2008). En el caso 

de la segunda, la no globularidad es entendible si consideramos que la proteína está formada por dos 

unidades compactas y previsiblemente globulares conectadas por un “linker” (Figura 2.8). Sin embargo, 

no es el caso de 1-C-Grx2 (Figuras 3.6) para la cual también sería de esperar que se comporte como una 

proteína globular. La explicación para estos resultados aún no ha sido abordada.  

El comportamiento hidrodinámico observado para los mutantes puntuales de cisteína de las formas FL y 

Δ76 sin etiqueta de afinidad fue el mismo al reportado para la formas WT (no mostrado). Las formas con 

etiqueta de afinidad, por su parte, eluyen de las columnas de SEC con un volumen de retención 

equivalente a proteínas de 27.5 ± 1.5 kDa (n=9) (Manta et al., 2013a), similar a las formas sin etiqueta de 

afinidad, a pesar de que su peso molecular teórico es mayor (17.2 kDa, Figura 4.1). Estos resultados, 

sumados a la estricta conservación de la extensión aminoterminal dentro de las proteínas ortólogas en 

tripanosomátidos y los análisis bioinformáticos indicando que la segunda región del NTE presenta 

propensión a formar estructuras tipo hélice α, dieron sustento a nuestra hipótesis que le asignaba a la 

región NTE la capacidad de favorecer la dimerización de Tb1-C-Grx1. A su vez, la obtención de resultados 

equivalentes al estudiar la forma FL y Δ76 de Tc1-C-Grx1 (Fleitas, 2012) reafirmaron la idea que la 

dimerización se da por un mecanismo previamente no descripto para Grx que tiene importantes 

implicancias en la unión de centros ferrosulfurados.  

                                                                                                                                                                                                
moleculares de proteínas pequeñas (Harding, 1994), lo que quedará en evidencia en el Capítulo 5 cuando se 
presentan resultados de dispersión estática de luz a múltiples ángulos.  
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4.4. Caracterización in vitro de la región aminoterminal de Tb1-C-Grx1 

Con el objetivo de validar las predicciones sobre conformación de la región NTE en solución y aportar al 

modelo de dimerización basado en esta región, la misma fue sintetizada en fase sólida y purificada por 

cromatografía de fase reversa, como se detalla en (Pavan, 2012). El péptido producido contiene los 

residuos comprendidos entre G49 y A76 (indicado con una línea roja en la Figura 3.3), con los extremos 

amino y carboxilo modificados por acetilación y amidación, respectivamente. En coincidencia con la 

presencia de varios residuos cargados (pI teórico = 3.97) el péptido es soluble tanto en agua como en 

amortiguadores volátiles o salinos, lo cual nos permitió realizar los experimentos de caracterización 

mostrados en la Figura 4.4. En una primera instancia, el péptido fue analizado por ESI-MS para 

determinar su pureza y estado de agregación en condiciones desnaturalizantes, obteniéndose una masa 

isotópica de 3177.4 Da, solo 0.1 Da de diferencia con la masa teórica y una pureza cercana >95% al 

analizar el perfil de elución por cromatografía en fase reversa acoplada a MSn (Figura 4.4.A). El espectro 

de CD del péptido en amortiguador de pH 7.0 coincide con las predicciones in silico (Capítulo 3) y se 

puede deconvolucionar, aproximadamente, en partes iguales entre el aporte de un componente 

plegado con estructura secundaria y un componente desplegado (“random coil”, Figura 4.4.B). La 

proporción relativa de hélices α vs otras estructuras secundarias es difícil de obtener en ese tipo de 

espectro, fundamentalmente debido a que las bases de datos de referencia se construyen con espectros 

de proteínas con conformaciones globulares conocidas y baja proporción de elementos “desplegados” 

(Sreerama and Woody, 2000). El espectro de CD del péptido no se ve alterado en el rango de pH 5-8 o 

frente al agregado de metales divalentes como CaCl2 o MgSO4 en concentraciones de 1.5 mM. Solo el 

agregado de trifluoroetanol (TFE) a una alta concentración (50% (v/v)) produce cambios mayores en el 

espectro del péptido que son indicativos de la adquisición de una conformación helicoidal (Santos et al., 

2007). Estos resultados sugieren que la región NTE de Tb1-C-Grx1 tiene muy poca propensión a formar 

estructuras secundarias regulares y que se halla mayoritariamente desplegada en solución.  

Sobre la hipótesis que la dimerización de Tb1-C-Grx1 es mediada por la región NTE, lo siguiente que 

realizamos fue intentar determinar el estado oligomérico del péptido por MS en condiciones nativas. 

Para lo primero realizamos experimento de MS por MALDI-TOF del péptido directamente en 

amortiguador B, bajo la hipótesis de que existía una interacción péptido-péptido en solución lo 

suficientemente fuerte para mantener al mismo en estado dimérico durante la volatilización. Sin 

embargo, esto no fue así y, si bien pudimos determinar con precisión el perfil de MALDI-TOF del péptido 

y la fuerte unión de 2 iones sodio al mismo, su estado oligomérico correspondió al del monómero (Figura 

4.4.C-D). En segundo lugar analizamos el perfil cromatográfico del péptido aislado en condiciones 

nativas mediante columna de SEC para péptidos (Superdex Peptide 10/300 GL) la cual fue equilibrada en 

amortiguador B y calibrada con estándares de peso molecular conocido. Dada la ausencia de residuos 

aromáticos en el péptido estos cromatogramas fueron registrados a 215 nm siguiendo la absorción del 

enlace peptídico. Como se puede ver en la Figura 4.4.E, para todos los estándares incluidos (11.8 – 0.30 

kDa) el volumen de retención en la columna se relacionó linealmente con el logaritmo de su peso 
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molecular  mientras que el péptido fue retenido en la columna como una especie de ~9200 Da (n=2), tres 

veces el valor esperado en función de su masa teórica y muy cercano al volumen de exclusión (V0) de la 

columna. Más aún, al realizar el mismo estudio en una columna Superdex 75 5/15 (rango óptimo de 

resolución 6 – 70 kDa) el valor de peso molecular calculado para el péptido fue de ~14 kDa (n=2), 

aproximadamente 5 veces superior al esperado. Estos resultados confirman la idea de que la región NTE 

está parcialmente desplegada en solución lo que determina que no sea posible estimar su estado de 

agregación por SEC, al menos no en base a una calibración mediante proteínas globulares (Uversky, 

2012). Sin embargo, este conjunto de resultados aún no nos permite discriminar si el incremento en el 

peso molecular aparente del péptido en solución responde únicamente a su naturaleza no estructurada, 

a la formación de un homo-dímero o a una combinación de ambos fenómenos.    

Aprovechando el muy bajo volumen de cama de la columna Superdex 75 5/15 (~3 mL) realizamos 

experimentos de coelución entre el péptido sintético y mezclas con las versiones FL y Δ76 de Tb1-C-Grx1 

con el objetivo de analizar la posible interacción del péptido con el dominio globular de la proteína. Los 

cromatogramas fueron seguidos a 215 nm, donde absorben tanto el péptido como la proteína con un 

coeficiente de absortividad molar relacionado linealmente al número de aminoácidos que los 

componen, y a 280 nm, donde solo absorben la(s) proteínas. Como se puede ver en la Figura 4.4.F, el 

perfil cromatográfico de ambas versiones de la proteína fue insensible a la presencia del péptido, 

sugiriendo que no hay una interacción estable entre el dominio globular y la región NTE. 

Intrigantemente, la incubación de la proteína FL con el péptido no determinó un cambio en el perfil 

hidrodinámico de la misma. Dado que nunca evidenciamos un equilibrio entre formas diméricas y 

monoméricas en los experiemntos de SEC de la forma FL (inclusive a concentraciones menores a 5 μM, 

no mostrado) suponemos que estos resultados se explican porque la interacción péptido-péptido que 

mantiene unida esta forma dimérica es lo suficientemente fuerte para no ser desplazada por el agregado 

de péptido extra.  Por último, una vez obtenida la asignación de los picos en el espectro 2D de 15N-HSQC 

de la forma Δ76 de Tb1-C-Grx1 (ver Capítulo 5) se realizó la titulación de la proteína isotópicamente 

marcada con el péptido hasta una concentración de 10 de veces exceso molar de este último en 

amortiguador 50 mM fosfato de sodio pH 7.0 con 150 mM NaCl y no se evidenció corrimiento 

significativo en la posición de ninguno de los picos del espectro (Figura 4.4.G) indicando que, al menos 

en estas condiciones experimental, la región NTE no interacciona con el dominio Grx de Tb1-C-Grx1. 

 

4.5. Comportamiento de Tb1-C-Grx1 en solución: ¿dimerización mediada por 
la región NTE? 

Considerando a la proteína como una región desplegada más una porción globular, como el modelo 

presentado en la Figura 3.4, es posible suponer dos mecanismos de dimerización mediados por la región 

NTE, a saber: i) la región NTE puede interaccionar consigo misma sin involucrar a la región globular 

(mecanismo que llamamos cis), o ii) la región NTE de una subunidad puede interaccionar con el dominio 
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globular de la otra (mecanismo que denominamos trans) por ejemplo, en una interacción tipo “cabeza-

cola” como la que se da en las 2-Cys-Prx (Hall et al., 2009). En nuestro caso nos inclinamos por el 

mecanismo en cis por los siguientes motivos:  

i) Los análisis bioinformáticos del NTE predicen con alto nivel de confianza que la zona 

aminoterminal carece de estructura regular mientras que a la porción carboxiloterminal se le 

asigna una conformación helicoidal (Figura 3.3). Los resultados de CD y SEC obtenidos para el 

pétido sintético de la región central del NTE sustentan las predicciones in silico (Figura 4.4).  

ii) La alternancia de residuos que presenta la mitad carboxiloterminal de la región NTE (Figura 3.3) 

es compatible con un modelo de dimerización mediada por un arreglo de tipo “coiled-coil” (no 

mostrado).  

iii) Si la dimerización estuviera mediada por la interacción del NTE con la región globular, sería de 

esperar que al resolver en SEC una mezcla equimolar de la forma FL y Δ76 se observen especies 

de peso molecular intermedio o, al menos, una variedad mayor de pesos moleculares (adición no 

lineal). Sin embargo, como se ve en la Figura 4.3.F, ambas formas se comportan como unidades 

independientes, conservando los volúmenes de retención de las especies aisladas. Este resultado 

se confirmó en reiterados experimentos tanto con la proteína de T. brucei como con la de T. cruzi. 

A su vez, el agregado del péptido sintético a las formas FL o Δ76 no alteró sus perfiles de elución 

(Figura 4.4.F). 

iv) Tampoco se observó corrimiento en los picos del 15N-HSQC de Δ76 por efecto de la adición de 

hasta 10 veces de exceso molar del péptido (Figura 4.4.G).  

v) El mapeo tríptico de ambas proteínas es idéntico a nivel de la región globular lo cual indicaría 

una conformación muy parecida para ambas versiones (no mostrado).  

vi) Los únicos dos residuos de cisteína presentes en la proteína están en la región globular (C104 y 

C181) y son medibles por métodos colorimétricos tanto en la forma FL como Δ76 indicando que 

ninguno de los dos queda ocluido por la formación del dímero (no mostrado). A su vez, la 

determinación del pKa de ambos residuos para las formas FL y Δ76 dio resultados equivalentes, si 

bien hay una ligera diferencia de reactividad (ver más adelante).  

Estos resultados nos indujeron a aceptar la propuesta original presentada en (Comini et al., 2008; Filser et 

al., 2008) donde se sugería que Tb1-C-Grx1 es una proteína dimérica. Adicionalmente, en base a los 

resultados aquí presentados propusimos que la  región NTE media la dimerización a través de una 

interacción homóloga consigo misma, en un mecanismo previamente no caracterizado para otras Grx. 

Como veremos más adelante, este modelo nos permitió inclusive explicar resultados a nivel celular, que 

favorecieron su aceptación. Sin embargo, antes de continuar debemos reconocer que fue una idea 

incorrecta, como se demostrará luego y que, en perspectiva, pasamos por alto varias evidencias que 

apoyaban fuertemente otras posibles interpretaciones. Por ejemplo, si la interacción entre subunidades 

se da a través de una región flexible externa al dominio globular, sería de esperar que el dímero se 

comporte como una unidad de peso molecular aparente mayor a la suma de los monómeros (>32 kD), y 
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no menor, como obtuvimos (26 kDa). Sumado a ello, el peso molecular obtenido para la proteína con 

etiqueta de afinidad es menor al obtenido para la forma sin etiqueta, lo cual no contradictorio ya que la 

primera posee ~1 kDa más por lo cual debería ser, como mínimo, de peso molecular aparente 2 kDa 

mayor y no menor. A su vez, el tipo de interacción que propusimos para la generación del dímero tiene 

poco sustento en la literatura. Los homodímeros son ~36% de las estructuras conocidas y, generalmente, 

la asociación involucra interacciones en superficies conservadas que involucra a una parte importante 

del área de la proteína (Jones and Thornton, 1996). Si bien hay casos de dimerización a través de 

extensiones terminales desplegadas en proteína con plegamiento Trx se trata de casos excepcionales (ej. 

FdxB de Pseudomonas putida, (Iwasaki et al., 2011)).  

Por último, tampoco reconocimos la posibilidad de que la región NTE, con fuerte propensión a 

encontrarse intrínsecamente desplegada, fuera capaz de explicar por sí sola el comportamiento 

hidrodinámico anormal de la forma monomérica de Tb1-C-Grx1. Durante el desarrollo de esta tesis, los 

resultados fueron sistemáticamente analizados considerando a Tb1C-Grx1 como una especie dimérica. 

Sin embargo, mediante la determinación precisa del estado de agregación de la proteína en solución por 

NMR (Capítulo 5) resultó evidente que Tb1-C-Grx1 es una proteína monomérica tanto en su forma FL 

como Δ76. Visto en perspectiva, los resultados de MS, SEC y DLS pueden fácilmente ser explicados 

considerando esta hipótesis sin necesidad de recurrir a la dimerización. En consecuencia, a partir de este 

punto todos los resultados presentados fueron reanalizados considerando a la proteína como una 

especie monomérica. Esto nos lleva, incluso, a la necesidad de rever algunas conclusiones ya publicadas 

por nuestro grupo sobre esta proteína (Comini et al., 2008, 2012; Manta et al., 2013a; Sardi et al., 2013). 

Finalmente, dado que durante el transcurso de este trabajo se resolvió la estructura del dominio Grx de 

Tb1-C-Grx1, en las próximas secciones recurriremos a la estructura experimental cuando fuera necesario 

y no a los modelos in silico mostrados en el capítulo anterior. Esto se realiza para que las conclusiones 

presentadas tengan correlato con la estructura “real” que será introducida en el próximo capítulo.   

 

4.6. Oxidación de Tb1CGrx1 y cambios conformacionales asociados 

4.6.1. Cisteínas externas al sitio activo en glutarredoxinas  

La Tb1-C-Grx1 es una Grx difícil de clasificar, como se comentó en el capítulo anterior. Si consideramos 

que pertenece a las Grx de clase I, se trata de un ejemplar extraño ya que no posee actividad redox en 

ninguno de los ensayos estudiados (Filser et al., 2008) y, si bien posee una cisteína adicional a la del sitio 

activo (C181), la misma no está conservada en posición respecto a otras Grx de clase I con cisteínas 

adicionales como ser la Grx2 de humanos (HsGrx2) o del pez cebra (DrGrx2), donde las cisteínas 28 y 113, 

ubicadas en la cara opuesta al sitio activo, forman un disulfuro con rol estructural (Berndt et al., 2007; 

Bräutigam et al., 2013; Johansson et al., 2007; Li et al., 2010; Rouhier et al., 2007) (Figura 4.5). Más aún, la 

segunda cisteína presente en Tb1-C-Grx1 no está conservada siquiera en otras especies de 
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tripanosomátidos, con la excepción de los tripanosomas africanos (Figura 3.1). Tb1-C-Grx1 tampoco es 

fácilmente catalogable dentro de las Grx de clase II, como sugieren Ströher y Millar (Ströher and Millar, 

2012), ya que las Grx de este grupo poseen sitios activos de secuencia relativamente conservada (CGFS) y 

una segunda cisteína en un motivo GGC conservado y asociado a la unión de GSH (Bellí et al., 2002; 

Deponte, 2013). Como se puede ver en las estructuras de EcGrx4 y ScGRx5 presentadas en la Figura 4.5, 

esta segunda cisteína se ubica en una posición relativamente cercana al sitio activo (15.1 y 13.8 Å, 

respectivamente) y, para el caso de ScGrx5, se ha reportado que puede formar un disulfuro 

intramolecular reducible por GSH con la cisteína del motivo CGFS cuando es oxidada por glutatión 

disulfuro (GSSG)(Tamarit et al., 2003). A pesar de la similitud entre ambas proteínas, el tratamiento de 

EcGrx4 con GSSG determinó la formación de un disulfuro intramolecular entre las cisteínas externas al 

sitio activo C43 y C84 mientras que el tiol del mismo (C30) resultó glutationilado (Fernandes et al., 2005; 

Fladvad et al., 2005). A su vez, hay diferencias en la especificidad de reducción en ambas proteínas ya 

que el disulfuro intramolecular de EcGrx4 es reducido por acción directa de la TrxR a expensas de NADPH 

y no por tioles de bajo peso molecular (Fernandes et al., 2005). 

 

4.6.2. Evidencia inicial sobre la formación de especies oxidadas de Tb1-C-Grx1 FL y Δ76 

En un exhaustivo estudio sobre la oxidación de Tb1-C-Grx1 por GSSG, Gsp disulfuro o peróxido de 

hidrógeno (H2O2) Melchers y colaboradores demostraron que la proteína puede formar un enlace 

disulfuro intramolecular entre los dos residuos de cisteína presentes en su secuencia y que este nuevo 

enlace se produce sin cambios sustanciales en la estructura secundaria evidenciables por CD (Melchers et 

al., 2007). Si bien en la mayoría de las condiciones testeadas el principal producto de la oxidación de Tb1-

C-Grx1 es la proteína monoalquilada en el residuo de cisteína externo al sitio activo (C181), el 

almacenamiento de la misma o el tratamiento con un gran exceso molar de oxidante determina la 

formación del disulfuro intramolecular, un resultado por demás sorprende si consideramos que ambos  

residuos de cisteína están separados a una distancia de 26 Å y en elementos de estructura secundaria no 

cercanos en el espacio (Figura 4.5). A su vez, a diferencia de lo reportado para ScGrx5 (Tamarit et al., 

2003), la reacción de Tb1-C-Grx1 con GSSG se da inicialmente sobre C181 y no sobre la cisteína del sitio 

activo (Melchers et al., 2007), en un comportamiento “anormal” reportado previamente solo para algunas 

Grx ditiólicas (HsGrx2 (Hashemy et al., 2007) y AtGrxC5 (Couturier et al., 2011)63

                                                           
63 Es interesante destacar que la oxidación de 1-C-Grx2 y 1-C-Grx3 con GSSG en condiciones controladas también 
genera la tiolación de residuos externos al sitio activo y no del motivo CGFS (no mostrado).  

. Otra diferencia respecto a 

los casos comentados de ScGrx5 y EcGrx4 es que la forma “oxidada” de Tb1-C-Grx1 (probablemente una 

mezcla de especies, como veremos a continuación) puede ser reducida por oxidoreductasas ditiólicas 

como TXN, Grx1 de E.coli o Trx1 humana, así como también por tioles de bajo peso molecular como el 

T(SH)2 o GSH, pero no por TrxR (Filser et al., 2008). Además del detallado estudio por espectrometría de 

masas de la oxidación de Tb1-C-Grx1 realizado por Melchers y colaboradores (Melchers et al., 2007), un 

trabajo previo de nuestro grupo reparó en que la oxidación de esta proteína por GSSG y H2O2 tenía un 
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efecto en su estado oligomérico determinando la formación de especies oxidadas de alto peso molecular 

(Comini et al., 2008), si bien los autores propusieron que la formación de estas especies se daba sin la 

formación de enlaces disulfuros intermoleculares. En vista de que estos resultados dejaron varias 

preguntas sin resolver, en este trabajo retomamos brevemente este tema con el objetivo de intentar 

elucidar un posible mecanismo para la formación de las diferentes especies oxidadas, buscando una 

posible función redox aún no caracterizada para esta proteína. A su vez, también buscamos poder 

generar formas homogéneamente oxidadas a disulfuro que fueran adecuadas para estudios biofísicos y 

estructurales.  

El primer resultado relevante lo obtuvimos en los controles de rutina de las proteínas almacenadas. Al 

resolver en SDS-PAGE las formas Δ76 de T. brucei y T. cruzi 1-C-Grx1 se observa que estas proteínas 

forman agregados dependientes de tioles durante su almacenamiento (Figura 4.6). En el caso de Tc1-C-

Grx1Δ76, que posee un único residuo de cisteína (C105, equivalente a C104 en Tb1-C-Grx1) el 

almacenamiento produce la formación de especies diméricas reducibles por β-mercaptoetanol (βME). En 

estas mismas condiciones, la proteína ditiólica Tb1-C-Grx1Δ76 también forma dímeros covalentes pero 

también especies multiméricas de mayor nivel de agregación concatenadas a través de enlaces disulfuro 

reducibles por βME. Las formas FL de ambas proteínas, por su parte, presentaron un comportamiento 

similar aunque la oxidación de las mismas en idénticas condiciones de almacenamiento es más lenta que 

las formas truncas (no mostrado). Por lo tanto, en este trabajo decidimos analizar en mayor detalle las 

formas oxidadas de Tb1-C-Grx1, intentando elucidar el mecanismo por el cual esta proteína puede 

formar tanto disulfuros intramoleculares como multímeros. Para obtener resultados más reproducibles 

optamos por reducir primero la Tb1-C-Grx1 y correrla en SEC Superdex 75 10/300 para obtener una 

muestra de partida reducida y oligoméricamente homogénea (no mostrado). El pico de la SEC 

correspondiente a la proteína reducida fue colectado e inmediatamente se analizó su contenido de tioles 

y proteína por las técnicas comentadas en la sección Materiales y Métodos. En función este dato se 

realizó la oxidación controlada con un exceso de dos veces (en relación molar) de oxidante respecto a 

tioles, durante 30 min en amortiguador B (pH 7.4) a TA. Cumplido este tiempo las muestras fueron 

resueltas en SEC y las fracciones analizadas juntas o separadas por SDS-PAGE y técnicas 

espectroscópicas.  

 

4.6.3. Oxidación in vitro de Tb1-C-Grx1 por glutatión disulfuro 

Como se puede ver en la Figura 4.7, la oxidación controlada con GSSG determina la aparición de especies 

de alto peso molecular pero la especie mayoritaria continua migrando en la columna de SEC con el peso 

molecular equivalente a la especie reducida (Figura 4.7.A). Las especies de alto peso molecular son 

deficientes en tioles (Figura 4.7.B), lo que coincide con su comportamiento en SDS-PAGE (Figura 4.7.C) en 

donde se ve que forman multímeros concatenados por enlaces disulfuro. Al analizar por SDS-PAGE en 

condiciones no reductoras las especies proteicas presentes en el pico de ~30 kDa se resuelven dos 



74 
 

bandas, una de las cuales migra más que la otra (Figura 4.7.C). A su vez, la doble banda desaparece al 

correr las muestras en SDS-PAGE en presencia de reductor, confirmando que en el pico de  ~30 kDa  

coexisten Tb1-C-Grx1 reducida y Tb1-C-Grx1 con un disulfuro intramolecular, en coincidencia con lo 

reportado previamente (Comini et al., 2008; Melchers et al., 2007). Para intentar obtener una mejor 

definición del posible cambio conformacional asociado a la formación de la especie con disulfuro 

intramolecular, el pico de la SEC (fracciones 4-6) fue colectado y analizado por CD en el ultravioleta 

lejano (Figura 4.7.D). La comparación del espectro de CD de estas fracciones respecto de la forma 

reducida muestras importantes diferencias, si bien los resultados no son de la calidad adecuada para 

evaluar los cambios porcentuales en estructuras secundarias. Además, como se demostró más arriba, en 

las condiciones experimentales usadas el pico de ~30 kDa contiene una mezcla de formas reducidas y 

oxidadas, lo que opaca parcialmente la posible diferencia en los espectros de CD de ambas formas. Sin 

embargo, nuestros resultados difieren de lo reportado en (Melchers et al., 2007) quienes obtuvieron 

espectros de CD prácticamente idénticos para las formas reducida y oxidada de la proteína. Esto puede 

explicarse porque los espectros reportados por Melchers y colaboradores corresponden a una muestra 

de Tb1-C-Grx1 oxidada con un exceso de 40 veces en concentración molar de GSSG durante 24 hs, lo cual 

da lugar mayoritariamente a una mezcla de multímeros covalentes y especies con disulfuro 

intramolecular (no mostrado). Estos multímeros no son identificados por los autores ya que la 

aproximación experimental que usan (ESI-MS) no les permite explorar rangos de pesos moleculares 

mayores a 40 kDa (Melchers et al., 2007). En conclusión, el producto de la oxidación con GSSG dependerá 

de: i) el exceso molar de oxidante respecto de proteína y ii) el tiempo de incubación/almacenamiento de 

las especies oxidadas. En presencia de un gran exceso molar de GSSG o tratando la proteína por un largo 

período de tiempo (mayor a los 30 min usados en nuestros experimentos), el resultado será 

mayoritariamente una mezcla de formas oxidadas incluyendo especies multiméricas, tioladas y con 

disulfuro intramolecular. Las formas tioladas o multiméricas se forman sin cambios en la proporción de 

elementos de estructura secundaria evidenciables por CD (Melchers et al., 2007). Durante el 

almacenamiento de esta mezcla de formas oxidadas se da el incremento de la proporción de la especie 

con un disulfuro intramolecular, lo que sugiere que este estado de oxidación es un punto final más 

estable que las formas tioladas o multiméricas (no mostrado).  

La oxidación con excesos menores de GSSG, como los usados en los experimentos de la Figura 4.7, 

determina mayoritariamente la formación de especies con disulfuros intramoleculares, probablemente 

gatilladas por la tiolación de C181. En función de lo reportado, esta modificación postraduccional 

determina el cambio conformacional (evidenciable por CD) que acerca ambas cisteínas. Este mecanismo 

exige dos explicaciones: i) ¿porqué reacciona prioritariamente C181 con GSSG y no C104?, y ii) ¿cómo se 

transmite la información desde el extremo carboxiloterminal hacia el resto de la proteína? El primer 

punto será abordado en la próxima sección pero, brevemente, el pKa de C181 es significativamente 

menor al que poseen los residuos de cisteína libres y, además, a pH>7 el residuo de C104 parece no ser 

reactivo con alquilantes de tioles. Respecto a lo segundo, si bien C181 se localiza en el extremo 

carboxiloterminal de Tb1-C-Grx1, al igual que lo reportado para la C177 de DrGrx2 (Figure 4.5) (Bräutigam 
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et al., 2013) y C229 del primer dominio Grx de HsGrx3 (PDB ID 3ZYW, no publicado),  el entorno en el que 

se ubican C181 es completamente distinto a los otros casos. Mientras que las cisteínas carboxiloterminal 

en las proteínas de vertebrados se ubican en loops flexibles y móviles, C181 está ubicada en una región 

muy poco flexible de la proteína y fuertemente asociada al core de la misma a través de interacciones 

hidrofóbicas (ver Capítulo 5). Estos resultados sugieren que la tiolación de C181 necesariamente 

producirá un cambio conformacional importante, al menos en las hélices α4 y α5, s i bien aún queda por 

definir cuál es la sucesión de eventos que se suceden durante este proceso. A su vez, a partir de estos 

resultados también podemos proponer que C104 no es el blanco prioritario de GSSG y que su alquilación 

se da en condiciones de un gran exceso de oxidante y favorece la formación de especies multiméricas.  

 

4.6.4. Oxidación in vitro de Tb1-C-Grx1 por peróxido de hidrógeno 

El tratamiento con H2O2 también produce la oxidación de la proteína y el consumo de tioles pero, a 

diferencia de lo que sucede con GSSG, aún en condiciones de oxidación moderada como las usadas en 

los experimentos de la Figura 4.8 el producto más abundante de la oxidación son especies de alto peso 

molecular y la especie con un disulfuro intramolecular es prácticamente indetectable. Comini y 

colaboradores (Comini et al., 2008) demostraron que la oxidación de  Tb1-C-Grx1 con un exceso de 10 

veces (en concentración molar) de H2O2 determina la sobreoxidación de C104 a ácido cisteínsulfónico 

(Cys-SO2H), el cual no es reversible por reductores de tioles. Por su parte, Filser y colaboradores 

demostraron que esta proteína no puede descomponer catalíticamente H2O2 a expensas de GSH (Filser 

et al., 2008), lo que sugiere que ante un exceso de este oxidante C104 queda “bloqueda” por 

sobreoxidación, mientras que C181 queda libre para ser alquilado por reactivos de tioles (Comini et al., 

2008). Estos resultados sugieren que el producto prioritario de la reacción con H2O2 a bajas relaciones 

molares oxidante:proteína es la formación de multímeros y que este proceso se desencadena por la 

oxidación de C104. Con el objetivo de determinar la composición de estas especies multiméricas las 

formas oxidadas de Tb1-C-Grx1 fueron resueltas en dos columnas de SEC de diferente rango en donde 

fue posible evidenciar especies oxidadas de hasta ~400 kDa (Figura 4.8.A y 4.8.D). En coincidencia con la 

formación de multímeros dependientes de tioles, las fracciones de alto peso molecular poseen menos 

cisteínas por mol que la proteína reducida (Figura 4.8.B) y, como se puede ver en los gels de la Figura 

4.8.C y 4.8.E, estas fracciones están compuestas por multímeros de Tb1-C-Grx1. Al comparar los pesos 

moleculares de las fracciones separadas por SEC vemos que no coinciden con la distribución de especies 

resueltas por SDS-PAGE (Figura 4.8.C y 4.8.E), lo cual apunta en la línea que las especies concatenadas 

formadas son fuertemente no globulares. Sin embargo, se trata de formas solubles y en las cuales la 

conformación global de la proteína no parece estar mayormente alterada, como se demuestra al analizar 

su espectro de fluorescencia (ver a continuación) y el espectro de CD (no mostrado). Más aún, el 

almacenamiento de las formas oxidadas en ausencia de oxidante determina que las mismas sigan 

polimerizando aún después de removido el estímulo, lo cual apunta a un cambio conformacional lento 

posterior a la reacción con H2O2 (Figura 4.8.C). Esto coincide con los experimentos de fluorescencia 
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mostrados en la Figura 4.8.F en donde es evidente que el consumo de tioles en Tb1-C-Grx1 producto de 

la oxidación con H2O2 se da en tiempos relativamente cortos, mientras que los únicos cambios 

evidenciables por fluorescencia ocurren solo luego de una incubación ON de la proteína con el oxidante. 

La oxidación con peróxido de hidrógeno puede darse a priori en cualquiera de los dos residuos de 

cisteína. En las condiciones experimentales usadas aquí la reactividad de C104 con agentes alquilantes 

de tioles es prácticamente nula (ver próxima sección), lo cual no significa que lo mismo suceda respecto 

a su reactividad con oxidantes derivados del oxígeno (Ferrer-Sueta et al., 2011). Integrando estos 

resultados podemos proponer que la reacción de H2O2 se da en una primera instancia sobre C104, 

oxidando la cisteínas a ácido cisteínsulfénico (Cys-SOH). El destino de este producto dependerá del 

exceso de oxidante: a bajas concentraciones de H2O2 la oxidación de C104 desencadena un cambio 

conformacional que da origen a la polimerización de la proteína, mientras que frente a un gran exceso 

de oxidante se da la sobreoxidación de C104 a Cys-SO2H. La primera reacción es la oxidación de la 

cisteína del sitio activo  por H2O2para la cual, si bien desconocemos su constante de reacción podemos 

especular que estará en el rango de 3-180 M-1s-1 determinado por Björnberg y colaboradores para la Grx1 

silvestre y el mutante CPYS de S. cerevisiae, respectivamente (Björnberg et al., 2006)64

 

, lo cual a su vez es 

aproximadamente lo esperado para la reacción de H2O2 con un tiol “no catalítico” (Ferrer-Sueta et al., 

2011). El segundo paso (sea este la polimerización o la sobreoxidación) es, seguramente, de cinética más 

lenta ya que las proporciones de las especies resultantes se modifican durante el almacenamiento 

(horas-días).   

4.6.5. Integración de los resultados de oxidación en un modelo con base estructural 

En conclusión, nuestros resultados confirman los publicados previamente y sugieren que Tb1-C-Grx1 

responde diferencialmente a distintos oxidantes. En la Figura 4.9 se resumen los mismos y se presenta 

una hipótesis de los posibles eventos conformacionales que dan origen al disulfuro intramolecular y a 

multímeros mediados por tioles, basado en la topología de la estructura de Tb1-C-Grx1 (Figura 5.3, ver 

más adelante). La reactividad preferencial de C181 frente a GSSG tiene su sustento en la próxima sección 

y en los resultados de unión de GSH que se presentarán en el Capítulo 5.  

En trabajos previos de nuestro grupo (Comini et al., 2008; Filser et al., 2008) se reportó cierta 

especificidad por los reductores en las diferentes especies oxidadas, si bien sobre esto aún se requiere 

más investigación. Completando con los resultados presentado aquí, podemos afirmar que: i) las 

especies formadas por oxidación de Tb1-C-Grx1 con GSSG son reducibles por βME y oxidoreductasas de 

disulfuros como TXN o Trx, ii) estas formas oxidadas también sobre reducibles por tioles de bajo peso 

molecular como GSH o T(SH)2 pero menos eficientemente y iii) Tb1-C-Grx1 tiolada en C181 no es 

                                                           
64 Corresponde destacar que Collison y colaboradores (Collinson and Grant, 2003) determinaron que ScGrx1 y 2 
pueden descomponer H2O2 catalíticamente a expensas de GSH con eficiencias catalíticas del órden de 104 M-1s-1, si 
bien estos resultados no han sido reproducidos por otros autores y contradicen los aquí presentados.  
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reducibles por GSH. Considerando la alta concentración intramitocondrial propuesta para este proteína 

(~200 μM (Comini et al., 2008)) es improbable que la concentración de GSSG que enfrente sea muy 

superior, lo cual nos deja en un escenario más parecido a los experimentos reportados en este trabajo 

que en (Comini et al., 2008; Filser et al., 2008; Melchers et al., 2007). En conclusión, las especies oxidadas 

más probables, de darse, serán formas con disulfuro intramolecular o tioladas, las cuales podrían ser 

reducidas por oxidoreductasas de sitio activo CxxC. Sin embargo, desconocemos si la formación de un 

disulfuro intramolecular puede sustentar una cierta actividad redox, como se sugirió para ScGrx5 

(Tamarit et al., 2003), ya que no hay evidencias directas de la presencia de TXN, Trx (Panigrahi et al., 2009) 

o -inclusive- T(SH)2 (Manta et al., 2013b) en la matriz mitocondrial, donde se localiza 1-C-Grx1. Esto es 

diferente de lo que sucede en plantas, donde fue demostrado que GrxS15 interacciona in vivo con 

diferentes versiones mitocondriales de Trx (Balmer et al., 2004; Yoshida et al., 2013). Interesantemente, 

en el Capítulo 2 identificamos una proteína con plegamiento Trx y sitio activo CPIC aún no caracterizada 

(secuencia 14 en Figura 2.1) de localización mitocondrial que podría oficiar de reductasa, si bien esto no 

se ha abordado experimentalmente.  

Es notorio que el principal resultado de la oxidación con H2O2 es la formación de multímeros mediada 

por tioles. Este comportamiento fue reportado solamente para ScGrx6 y 7 donde la formación de 

multímeros mediados por disulfuros está favorecida ya que las proteínas son homodiméricas (Mesecke 

et al., 2008). En el caso de Tb1-C-Grx1, la polimerizacón requeriría una “gimnasia conformacional” 

previamente no reportada para ninguna Grx. Una posible explicación es el fenómeno conocido como 

intercambio de dominios (“domain swapping”) en el cual dos o más proteínas forman agregados 

supramoleculares intercambiando elementos estructurales idénticos (Gronenborn, 2009). Esto ha sido 

reportado para tres proteínas con plegamiento Trx que son el mutante W28A de la tiorredoxina de 

Staphylococcus Aureus (PDB ID 3DIE, (Garcia-Pino et al., 2009)) y la NrdH-redoxin de Corynebacterium 

ammoniagenes (PDB ID 1R7H, (Stehr and Lindqvist, 2004)). Este último caso es interesante ya que la 

formación de dímeros se da por el intercambio de los subdominios ββα y βαβ propios del plegamiento 

Trx (Figura 1.15). El tercer caso es la proteína híbrida Prx-Grx de Haemophilus influenza, la cual dimeriza a 

través de un inusual “domain swapping” de elementos del dominio Grx (PDB ID 1NM3, (Kim et al., 2003)). 

Sin embargo, por el momento no tenemos resultados experimentales que nos permitan afirmar que algo 

similar podría estar pasando en Tb1-C-Grx1.  

Finalmente, no logramos aún el objetivo de generar formas homogéneamente oxidadas o tioladas y es 

probable que el trabajo con mutantes de cisteína no rinda frutos ya que parece evidente que ambas 

cisteínas están, de alguna manera, comunicadas a través de la estructura de la proteína. Un ejemplo de 

ello es que si bien el mutante C104S reacciona con GSSG y resulta tiolado en C181, el mutante C181S no 

reacciona con GSSG (no mostrado).  
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4.7. Determinación del pKa de las cisteínas de Tb1-C-Grx1 

4.7.1. pKa de cisteínas del sitio activo en glutarredoxinas  

En la sección anterior mostramos que Tb1-C-Grx1 es capaz de reaccionar con oxidantes a expensas de 

sus cisteínas y, en combinación con lo reportado en (Melchers et al., 2007; Comini et al. 2008), podemos 

afirmar que esta reacción determina la formación de especies con disulfuros intra- o intermoleculares. 

Como se comentó en la Introducción, a pesar de los pocos datos biológicos disponibles, hay una 

aceptación general en la literatura de que la reacción “fisiológica” de las Grx es la reducción de disulfuros 

mixtos entre tioles (proteicos o no) y GSH (reacción de “deglutationilación”, Figura 1.17). En esta reacción 

se da inicialmente un intercambio tiol:disulfuro entre la enzima reducida y el disulfuro, resultando 

glutationilada la Grx, y luego una segunda molécula de GSH participa en otra reacción de intercambio 

tiol:disulfuro liberando la enzima reducida y GSSG (Deponte, 2013; Gallogly et al., 2009). Más allá de que 

solo un reducido grupo de Grx cataliza este tipo de reacciones, el ensayo de reducción del disulfuro 

mixto entre GSH e hidroxietildisulfuro sigue siendo la prueba estándar para medir “actividad Grx”. Si bien 

hay varios aspectos de este mecanismo que aún son controversiales un punto en el que todas las 

explicaciones coinciden es el siguiente: el primer paso involucra el ataque nucleofílico de la cisteína del 

sitio activo de la Grx sobre el disulfuro (reacción 4 en Figura A16) (Björnberg et al., 2006; Gallogly et al., 

2008, 2009; Iversen et al., 2010; Mieyal et al., 1991). En la literatura se acepta como un hecho que, al igual 

que en otras proteínas con plegamiento Trx, la cisteína aminoterminal del motivo CxxC/S es “activada” 

por un entorno proteico que favorece su desprotonación en condiciones fisiológicas. En consecuencia, 

toda la literatura sobre Grx señala que las Grx poseen un sitio activo con una cisteína de pKa “ácido” 

(Deponte, 2013; Gallogly et al., 2009). Para nuestra sorpresa, a pesar de ser una afirmación que aparece 

en centenares de artículos y revisiones, la información experimental disponible sobre pKa de Grx es 

escasa y está mayoritariamente concentrada en Grx ditiólicas de levadura y bacterias (Figura 4.10).  

Sin embargo, es un hecho que para los casos reportados la cisteína del sitio activo presenta un pKa 

considerablemente más bajo que el que poseen los residuos de cisteína libre (7.3-8.5 (Sardi et al., 2013)), 

con un valor promedio de 4.3 ± 0.8 (Figura 4.10), similar al reportado para isomerasas de disulfuros y 

menor que el encontrado generalmente en Prx y Trx (Ferrer-Sueta et al., 2011; Hugo et al., 2009; Manta et 

al., 2009; Sardi et al., 2013; Trujillo et al., 2007)65

                                                           
65 Nuestro grupo y otros han trabajado largamente la reactividad de cisteínas proteicas en proteínas con 
plegamiento Trx y en la actualidad sabemos que el bajo pKa, por sí solo, no determina un aumento generalizado en 
la eficiencia catalítica de la reacción ni confiere especificidad (Ferrer-Sueta et al., 2011). A su vez, en el proceso de 
validación del método presentado en (Sardi et al., 2013) y en la preparación de trabajos no publicados sobre Prx 
(colaboración con Dr. L. E. S. Netto) y Trx (colaboración con Dr. J. Santos) realizamos la (re)determinación del pKa de 
tioles críticos en ~30 proteínas distintas, así como un número similar de tioles de bajo peso molecular.  

. Si bien muchas Grx poseen residuos de cisteína externos 

al sitio activo, generalmente estos no presentan pKa particularmente ácidos (ej. la C177 de ScGrx5, 

mostrada en el Figura 4.5,  posee un pKa de 8.2 (Tamarit et al., 2003)), con la única excepción de C87 de la 

Grx de clase I PtGrxS12 (pKa = 5.6 (Couturier et al., 2009)). Sin embargo, como planteamos en el capítulo 

anterior, la reacción de Tb1-C-Grx1 con GSSG se da inicialmente sobre la C181 y no sobre la cisteína del 
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sitio activo. Para tratar de comprender mejor este fenómeno así como las propiedades fisicoquímicas 

que caracterizan a los residuos involucrados en la unión de un centro ferrosulfurado (ver más adelante) 

nos propusimos determinar el pKa de los tioles de ambos residuos de cisteína de Tb1-C-Grx1.  

 

4.7.2. Nuevo método para la determinación del pKa de cisteínas basado en la sonda 
monobromobimano 

El pKa de una cisteína puede ser analizado por métodos espectroscópicos (ej. absorción a 240 nm, señal 

en resonancia Ramman o corrimiento químico en NMR), por la inhibición irreversible mediada por 

agentes alquilantes o mediante la reactividad diferencial entre las formas tiol y tiolato con una cierta 

sonda (moléculas marcadas con 13C, fluoróforos, etc.). En todos los casos, la variable es observada en 

función del pH y analizada por curvas de titulación con 1, 2 o más puntos de inflexión . Durante este 

trabajo se desarrolló junto al Dr. Ferrer-Sueta un nuevo procedimiento para la determinación del pKa de 

tioles basado en la reactividad diferencial del par tiol/tiolato con el monobromobimano (mBBr, Figura 

4.11) (Sardi et al., 2013), el cual se resume brevemente a continuación. El mBBr es una molécula bromada 

no fluorescente que reacciona con tioles desplazando el átomo de bromo y formando un compuesto 

covalente con un máximo de absorción en torno a 385-400 nm que emite en la región visible con un 

máximo de emisión en el entorno de 470-490 nm. Entre las ventajas que posee la técnica, se destaca que 

el producto fluorescente presenta una mínima variación en su espectro de emisión en función del pH o 

la polaridad del entorno y que absorbe en la región donde emite el W proteico (330-360 nm), 

permitiendo experimentos de transmisión de energía en resonancia (FRET) (Figura 4.11). A su vez, como 

el mBBr no es fluorescente por sí mismo, no es necesario separar el producto de la reacción o sustraer 

componentes espectrales provenientes del mBBr que no reaccionó. Finalmente, al tratarse de un método 

en el cual se mide la velocidad de alquilación de la proteína en función del tiempo, los resultados de 

fluorescencia obtenidos pueden ser convertidos a constantes de segundo orden con los controles 

adecuados. En este trabajo aplicamos esta técnica para determinar el pKa de ambas cisteínas de Tb1-C-

Grx1. Para ello, trabajamos con las versiones WT, C104S y C181S de la proteína madura (FL) sin etiqueta 

de afinidad y con la versión Δ76 WT. A su vez, también se determinó el pKa de la forma FL y Δ76 de Tc1-C-

Grx1, con resultados equivalentes a los que se comentarán a continuación (Fleitas, 2012) (no mostrado).  

 

4.7.3. El pKa de los residuos de cisteína de Tb1-C-Grx1 sugiere que ambas regiones de la 
proteína están relacionadas  

En la Figura 4.12.A se muestran los resultados obtenidos para formas WT, C104S y C181S  de Tb1-C-Grx1 

FL. Evidentemente, el perfil de reactividad en función del pH presenta un comportamiento más complejo 

que el esperado para una ionización simple, con un mínimo de reactividad cercano a pH 6.5. Ante lo 

inusual del resultado, el experimento fue repetido con la forma FL WT por regiones de pH (zona ácida, pH 
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2-7, n=3; zona básica, pH 7-10, n=2), con los mutantes C104S, C181S y C104/181S (n=1) e inclusive con la 

forma Δ76 WT de Tb1-C-Grx1 (n=3) y Tc1-C-Grx1 (n=1). . A su vez, los experimentos fueron realizados 

midiendo simultáneamente la emisión causada por la excitación directa del fluoróforo (λ exc=396 

nm/λem=472 nm) o por transferencia de energía desde el triptófano (λ exc=280 nm/λ em=472) 

aprovechando el FRET entre el único residuo de W de Tb1-C-Grx1 (W142) y el bimano unido a la 

molécula. En todos los casos, los resultados fueron equivalentes a los mostrados en la Figura 4.12.A. 

La ausencia de C181 elimina el componente de reactividad por encima de pH 6 dejando solo el trazo con 

forma de campana en la región de pH 4-6 correspondiente a la C104 y muy similar al observado en la 

proteína WT. La ausencia de C104S, por su parte, elimina la reactividad en la región de pH <6.5, lo que 

confirma que la cisteína 181 es la única que reacción con mBBr en la zona neutra-alcalina, lo que aporta 

una explicación convincente a los resultados presentados en la sección anterior y reportados por 

Melchers y colaboradores (Melchers et al., 2007) ya que se trata de experimentos realizados a pH ≥7.4. Sin 

embargo, como se sugirió anteriormente, ambos tioles no son completamente independientes ya que la 

presencia de C104 tiene un efecto en el pKa de C181, determinando que descienda ~1.5 unidades 

respecto del pKa medido en el mutante C104S (Figura 4.12.A). Si bien desconocemos cual es el camino 

estructural que media este efecto a distancia de C104 sobre C181 (ver Capítulo 5), el acoplamiento es 

evidente y tiene como resultado que C181 sea una cisteína más ácida de lo esperado, si bien su 

reactividad con con mBBr es equivalente a la que poseen tioles de bajo peso molecular o cisteínas 

proteicas expuestas al solvente (k2 = 20-30 M-1s-1 (Sardi et al., 2013) (Figura 4.12.B)66

La pendiente positiva entre pH 3 y 4.5 en la curva de reactividad de Tb1-C-Grx1 FL WT y C181S es 

previsible y coincide con un evento de ionización de una cisteína de pKa ácido como las propuestas para 

varias Grx (Figura 4.10). Sin embargo, la pendiente negativa en el tramo posterior (pH 4.5-6) implica la 

pérdida de reactividad de C104, un fenómeno poco habitual aunque ya reportado para otras proteínas 

con plegamiento Trx (Witt et al., 2008). Este comportamiento sugiere que existe otro residuo ionizable en 

el rango de pH 3-6 que afecta dramáticamente la reactividad de C104, aunque no podemos discernir si se 

trata de un residuo en contacto directo con el tiol/tiolato de C104 o a través de un efecto conformacional 

de más largo alcance. Más aún, para ser más precisos, sin resultados experimentales adicionales no 

podemos afirmar con certeza cuál lado de la campana corresponde a la ionización de C104. Debido a lo 

singular de este resultado fuimos cuidadosos de descartar que el comportamiento observado para C104 

no fuera artefactual. Para controlar esto realizamos la alquilación de Tb1-C-Grx1 con mBBr y 

caracterizamos su espectro a diferentes pH. En base a los resultados de constante de segundo orden 

comentados en el párrafo anterior (Figura 4.12.B) calculamos que la incubación de Tb1-C-Grx1 reducida 

con un exceso de 10 veces (relación molar) de mBBr a pH 8.0 durante 5 minutos resultaría en la proteína 

completamente alquilada en C181. Como se puede ver en la Figura 4.12.C, el procedimiento de 

alquilación selectiva resultó relativamente exitoso y la muestra monoalquilada fue mayoritaria (~60%), 

.  

                                                           
66 Los valores de k2 obtenidos para la reacción de las formas FL y Δ76 de Tc1-C-Grx1 en iguales condiciones fueron 
de ~35 y 24 M-1s-1 (n=1) respectivamente, muy similares a los medidos en la proteína de T. brucei (no mostrado). 
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pudiéndose determinar por MALDI-TOF que la alquilación se da en el residuo C181 (Figura 4.12.D-E). Con 

esta muestra se realizaron los controles de efecto del pH en el espectro de emisión de la proteína 

marcada, ya sea por excitación directa del fluoróforo (Figura 4.12.F) o por FRET (Figura 4.12.G). Como se 

puede ver en la Figura 4.12.H, si bien hay pequeños efectos en la posición del centro de masa y del RFU 

máximo en los espectros de la proteína marcada a diferentes pH (no mostrado), los mismos no 

recapitulan el perfil de reactividad mostrado en la parte A de la Figura 4.12. A su vez, tanto el espectro de 

absorción de la proteína marcada entre 240 y 600 nm como el espectro de emisión de la proteína no 

marcada en iguales condiciones (λ exc=280 nm, λ em entre 300 y 400 nm) no presenta transiciones 

evidentes que recapitulen el perfil de reactividad (no mostrado) indicando que el resultado mostrado en 

Figura 4.12.A representa  auténticamente la reactividad diferencial de ambas cisteínas frente el mBBr. Sin 

embargo, al analizar el efecto del pH en el espectro de emisión del bimano unido vía FRET (λexc = 280 nm) 

(Figura 4.12.I) pudimos observar que si bien no se detecta un efecto en la intensidad de emisión del 

aceptor (bimano unido a la proteína), la intensidad de emisión del donante (W) muestra una transición 

con un punto de inflexión a pH 5.6. Dado que en esta proteína la marca está, mayoritariamente, en el 

residuo C181, esta transición puede explicarse de dos maneras: i) en el rango de pH 5-6 se produce un 

cambio conformacional que aleja los residuos de W142 y C181, disminuyendo la eficiencia de FRET y 

aumentando la emisión “no quencheada” del donante o ii) en ese mismo rango de pH se da un cambio 

conformacional que “desquenchea” parte de la emisión del donante sin involucrar cambios en la 

eficiencia de FRET. Si bien desconocemos cual es la respuesta correcta, este cambio conformacional 

sucede, coincidentemente, en el mismo punto donde se da la caída de la reactividad de C104 en la 

proteína WT (pH 5.6) lo cual sugiere que el acoplamiento entre la inactivación de C104 y la activación de 

C181 está mediada por los cambios conformacionales que sucede en un estrecho rango de pH67

Respecto al cambio inducido por el pH, podemos afirmar que el mismo no depende de residuos 

presentes en la región NTE ya que ambas versiónes de la proteína (FL y Δ76) poseen el mismo 

comportamiento (no mostrado). Al considerar los resultados de oxidación y pKa en conjunto surge como 

evidente que ambas cisteínas están intrínsecamente asociadas a la plasticidad conformacional de esta 

proteína, si bien aún desconocemos el mecanismo mediante el cual se comunican ambas regiones. En el 

próximo capítulo intentaremos aportar una base estructural a estos resultados.  

. 

Evidentemente, los residuos candidatos a funcionar de gatillos en este rango de pH son ácidos 

glutámicos o ácidos aspárticos, si bien es  particularmente difícil de especular cual sería el residuo clave 

ya que proteína es extremadamente rica en estos residuos (Figura 4.12.J, 7.3 % de E y 9.1% de D, 

comprado a una media para proteínas globulares de 6.2% y 5.3% respectivamente).  

 

 

                                                           
67 Es importante aclarar que este aumento en la intensidad de emisión del donante no afecta los resultados 
presentados en Figura 4.12.A ya que los mismos fueron realizados por excitación directa del fluoróforo. 
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4.8. Coordinación de centros ferrosulfurados  

4.8.1. Preguntas abiertas en la coordinación de centros ferrosulfurados por Grx de 
tripanosomas 

Al comienzo de este trabajo sabíamos que varias Grx mono y ditiólicas eran capaces de coordinar centros 

ferrosulfurados in vitro y que, en algunos casos, había evidencia de que esta función también era 

relevante in vivo (ver Introducción). La primera evidencia de que las Grx recombinantes son capaces de 

recibir centros ferrosulfurados a partir de la maquinaria de biogénesis presente en E. coli (Figura 1.9, 

Introducción) es que en varios casos la sobreexpresión de las mismas determina que el lisado celular sea 

de color marrón-rojizo y con propiedades espectroscópicas conservadas, como ser uno o dos máximos 

de absorción en la región de 310-440 nm, donde típicamente absorben los centros ferrosulfurados 

(Bandyopadhyay et al., 2008; Bräutigam et al., 2011, 2013; Comini et al., 2008; Couturier et al., 2011; Lillig 

et al., 2005; Mapolelo et al., 2013; Mesecke et al., 2008; Picciocchi et al., 2007; Rada et al., 2009; Rouhier et 

al., 2007; Tripathi et al., 2008). En estos trabajos puede verse que la expresión recombinante es capaz de 

sustentar la producción de holo-Grx en grandes cantidades, indicando que la sobrecarga de Grx en 

forma holo no es tóxica para la bacteria, lo que permitió la producción y purificación de varias Grx en 

forma holo en cantidades suficiente para sustentar estudios estructurales. En consecuencia, todas las Grx 

con centros ferrosulfurados que han sido analizadas por NMR o cristalografía hasta el momento fueron 

obtenidas como holo-proteínas a partir de la expresión recombinante en E. coli y purificadas 

directamente, determinando que el tiol presente como ligando en los centros ferrosulfurados sea 

invariablemente GSH (Bräutigam et al., 2013; Couturier et al., 2011; Feng et al., 2006; Johansson et al., 

2007, 2010; Rouhier et al., 2007; Wang et al., 2011, 2012). 

Luego de demostrar que Tb1-C-Grx1 era parcialmente capaz de recuperar el fenotipo respiratorio del 

mutante Δgrx5 de S. cerevisiae (Filser et al., 2008), Comini y colaboradores abordaron la unión de centros 

ferrosulfurados a Tb1-C-Grx1 y demostraron que la proteína recombinante era capaz de coordinar 

centros ferrosulfurados “in vivo” (entendido, en este contexto, como dentro de la bacteria hospedera de 

la expresión recombinante) y en experimentos de reconstitución in vitro (ver a continuación) (Comini et 

al., 2008). Mediante el uso de técnicas espectroscópicas los autores demostraron que el centro 

ferrosulfurado obtenido en la reconstitución a expensas de GSH era del tipo [2Fe-2S], lábil a oxidantes y 

estabilizable por GSH. Más aún, al analizar el perfil de exclusión molecular (SEC) de la forma “holo” (con el 

FeS unido) demostraron que la misma poseía una peso de ~34 kDa. Como se comentó en este capítulo, 

la forma “apo” (sin FeS) de esta proteína migran en columnas de SEC con una peso de ~30 kDa, y la 

similitud entre los valores obtenidos para la forma apo y holo llevó a los autores a considerar que tanto la 

forma apo como holo de Tb1-C-Grx1FL eran especies diméricas. Si bien en el trabajo original este punto 

no es analizado en detalle, no escapó a los autores que esta observación sugería un nuevo mecanismo 

de coordinación de centros ferrosulfurados en donde 1-C-Grx1 coordina el clúster sin producirse 

cambios en el estado oligomérico. Sumado a esto, poseíamos evidencias no publicadas que indicaban 

que tanto 1-C-Grx1 como las restantes Grx monotiólicas de T. brucei (ver al final) eran capaces de usar 
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Gsp en lugar de GSH para la coordinación del centro ferrosulfurado. Todos estos resultados apuntaban a 

que 1-C-Grx1 poseían notables particularidades en la unión de estos cofactores, tanto desde el punto de 

vista conformacional como en cuanto a posibles ligandos de bajo peso molecular. Más aún, el posible rol 

de la C181, conservada solo en tripanosomas africanos (Figura 3.1), era un factor adicional de diversidad 

que merecía ser estudiado. En consecuencia, considerando las observación previas de nuestros grupos y 

los aspectos que aún no habían sido resueltos, las preguntas que abordamos en esta sección del trabajo 

fueron: i) ¿cuál o cuáles de las cisteínas presentes en Tb1-C-Grx1 son esenciales para la coordinación de 

centros ferrosulfurados?, ii) ¿cuál es el estado oligomérico de la forma holo-Tb1-C-Grx1?, iii) ¿es posible 

ensamblar centros ferrosulfurados en Tb1-C-Grx1 a expensas de Gsp o T(SH)2? y iv) ¿cuál es la 

estequiometría de los centros ferrosulfurados ensamblados con tioles específicos del parásito?. Los 

resultados presentados en esta sección fueron publicados en (Manta et al., 2013a), si bien el análisis que 

se realiza al final incorpora elementos que no fueron tenidos en cuenta a la hora de escribir el artículo, así 

como resultados no publicados obtenidos para otras Grx de T. brucei. 

 

4.8.2. La cisteína del sitio activo es esencial para la coordinación de centros 
ferrosulfurados 

Con la excepción de DrGrx2 (Figura 4.5) (Bräutigam et al., 2013) todas las Grx capaces de coordinar 

centros ferrosulfurados utilizan como ligandos la cisteína aminoterminal del sitio activo y una molécula 

de GSH unida no covalentemente, necesitando dimerizar en torno al clúster para ocupar las cuatro 

posiciones de coordinación del cofactor. Dado que Tb1-C-Grx1 posee dos cisteínas lo primero que 

hicimos fue analizar si solo C104 (la cisteína del “sitio activo”) o ambas cisteínas eran necesarias para la 

coordinación del clúster “in vivo”. Para ello generamos los mutantes C104S y C181S en la proteína con 

etiqueta de afinidad y los expresamos en E. coli. Como se puede ver en la Figura 4.13.A, el lisado celular 

donde se expresó Tb1-C-Grx1 FL C104S no presenta la coloración marrón-rojiza observable en el lisado 

de las células sobreexpresantes de la versión C181S o WT (no mostrado). Análogamente, las columnas de 

IMAC no se tiñen de color marrón al purificar la versión C104S de la proteína recombinante como si 

sucede en las columnas durante la purificación de las formas WT y C181S (Figura 4.13.B). A su vez, el 

eluído de la IMAC de la forma C104S no presenta la coloración que se observa en la forma WT (Figura 

4.13.C) ni el espectro UV-visible característico (Figura 4.13.D). La diferencia observada entre las formas 

WT y C181S respecto de C104S es muy marcada y apoya la suposición de que solo la cisteína del sitio 

activo participa en la coordinación de centros ferrosulfurados. Para descartar que la ausencia de 

coloración en el lisado de la forma C104 no sea consecuencia de diferentes niveles de expresión de la 

proteína recombinante decidimos analizar los eluídos de la IMAC por SDS-PAGE y, como se puede ver en 

la Figura 4.13.E, tanto en el eluído de la forma WT como de la C104S la proteína recombinante representa 

el ~90% del total de proteína68

                                                           
68 Más aún, por motivos aun no analizados, la proporción de proteína recombinante obtenida para la versión C181S 
fue sustancialmente menor en todos los casos 

. Por último, evaluamos que las mutaciones no tuvieran un efecto en la 
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oligomerización de las formas sobreexpresadas, para lo cual las proteínas recombinantes purificadas, 

fueron tratadas con quelantes de metales y DTT para luego ser analizadas por SEC, donde no se 

evidencia diferencias en el volumen de retención (Figura 4.13.F). Tampoco se observaron diferencias en 

el espectro de CD entre la forma WT y C104S en su forma apo y reducidas (no mostrado). Estos 

resultados, en conjunto, indican que Tb1-C-Grx1 necesita de la cisteína 104 para recibir el centro 

ferrosulfurado de parte de la maquinaria de E. coli. La necesidad de C104 para la coordinación de clúster 

fue confirmada también in vitro mediante experimentos de reconstitución con las proteínas purificadas, 

tanto en versiones con o sin etiqueta de afinidad (no mostrado). Es relevante destacar que tanto la forma 

FL como Δ76 de Tb1-C-Grx1 y de Tc1-C-Grx1 (Fleitas, 2012) parecen igualmente capaces de unir el clúster 

en los experimentos de reconstitución pero la holoforma de la proteína trunca es sustancialmente 

menos estable que en las proteínas FL y no fue posible analizar su comportamiento por técnicas 

espectroscópicas o hidrodinámicas (ver más adelante), por lo cual no fue incorporada en los estudios 

subsiguientes.  

Un aspecto a destacar es que, a diferencia de las formas con etiqueta de afinidad (Comini et al., 2008), la 

sobreexpresión de la proteína de fusión conteniendo la Tb1-C-Grx1 (Figura 4.1) -utilizada para los 

restantes experimentos de esta tesis- no determina la coloración del lisado celular, indicando que las 

mismas no son sustrato de la maquinaria de biogénesis de centros ferrosulfurados presente en E. coli. Es 

importante destacar que no se trata de un impedimento producto de la presencia del dominio Trx en 

posición aminoterminal ya que: i) la sobreexpresión de Tb2-C-Grx1 en este mismo sistema (fusionada a 

EcTrx) produce una holo-proteína dimérica (Ceylan et al., 2010), la cual puede ser proteolizadas 

perfectamente recuperando inclusive una parte de la proteína aun en estado holo luego de la proteólisis 

(no mostrado), ii) se han expresado y purificado como holo-proteínas varias Grx monotiólicas que poseen 

dominios Trx en posición aminoterminal (ej. ScGrx3 (Li et al., 2009) y HsGrx3 (Haunhorst et al., 2010)) y iii) 

la sobreexpresión de Tb1-C-Grx3, que podemos considerarla una fusión natural entre un dominio Trx y 

Tb1-C-Grx2, permite la purificación de una holo-proteína dimérica en grandes cantidades (no mostrado). 

Sin embargo, en nuestro caso no fue posible purificar holo-proteínas para la forma FL ni tampoco para la 

forma Δ76 de Tb1-C-Grx1 al ser expresadas como proteínas de fusión (no mostrado) y los mismos 

resultados se obtuvieron para la 1-C-Grx1 de T. cruzi (Fleitas, 2012), reforzando la idea de que hay 

aspectos conformacionales de la fusión entre EcTrx y 1-C-Grx1 que impiden que la proteína que sea 

reconocida por la maquinaria de biogénesis de centros ferrosulfurados presente en E. coli la cual, por su 

parte, es capaz de reconocer proteínas de los más diversos orígenes evolutivos (Picciocchi et al., 2007). En 

consecuencia, para analizar la holo-proteína producida “in vivo” (es decir, en la bacteria) recurrimos a la 

sobreexpresión de las versiones con etiqueta de afinidad desarrolladas en (Comini et al., 2008; Filser et 

al., 2008; Manta et al., 2013a), como se mostró más arriba, mientras que para los experimentos in vitro 

usamos generalmente la forma purificada a partir de la proteólisis de la fusión (ver a continuación).  
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4.8.3. La coordinación del centro ferrosulfurado determina un cambio conformacional 

El siguiente aspecto que abordamos fue el estado oligomérico de la forma holo ya que prácticamente 

todas las Grx son monoméricas y dimerizan en torno al clúster. Más arriba se comentó que Comini y 

colaboradores determinaron un peso moléculas muy similar para las forma apo y holo de Tb1-C-Grx1 

(Comini et al., 2008). Sin embargo, en el citado trabajo los autores usaron una columna de exclusión 

molecular de rango de resolución poco adecuado para las pesos moleculares esperadas (Superdex 200 

10/300 GL), por lo cual en este trabajo decidimos reanalizar el estado oligomérico de este proteína en 

forma holo tanto purificada directamente desde E. coli como luego de la reconstitución in vitro. Es 

importante destacar que los resultados que presentaremos a continuación fueron obtenidos en un 

momento que considerábamos que Tb1-C-Grx1 era una proteína dimérica en su forma apo, lo cual hoy 

sabemos que no es así, por lo cual fueron re-interpretados considerando que la forma apo de Tb1-C-

Grx1FL es una proteína monomérica con un comportamiento hidrodinámico anormal en SEC.  

Al someter el eluído de la IMAC de las formas WT, C181 y C104S con etiqueta de afinidad a un paso 

cromatográfico en SEC podemos ver que para las formas WT y C181S se observan dos picos y que solo el 

pico de mayor peso molecular aparente posee absorbancia a 420 nm, donde generalmente absorben 

solo las especies con centros ferrosulfurados (Figura 4.14.A). Esto indica que una fracción de la proteína 

WT y C181S eluye de la columna en forma holo y con un peso molecular mayor a la forma apo. Para 

confirmar que la especie de mayor peso es consecuencia de la presencia del clúster, la holo-Tb1-C-

Grx1WT purificada fue aislada y resembrada en una columna de SEC analítica previo tratamiento con 

EDTA o con amortiguador durante 30 min. Como se puede ver en la Figura 4.14.B, el quelante determina 

la desaparición de la forma de mayor peso molecular, confirmando que la misma depende de la 

presencia de un compuesto con hierro. Al analizar detalladamente las pesos moleculares de las especies 

holo identificadas por SEC vemos que las mismas se distribuyen entre 44 y 52 kDa (n=3 para cada WT y 

n=2 para C104S y C181S). Estos valores sugieren que la forma holo posee un radio hidrodinámico mayor 

que la forma apo, si bien no es concluyente que se trata de especies diméricas (ver más adelante).  

 

4.8.4. Tb1-C-Grx1 es capaz de ensamblar centros ferrosulfurados a expensas de 
tripanotión 

Durante la realización de este trabajo participamos en el estudio de la coordinación de centros 

ferrosulfurados por la Tb2-C-Grx1 de (Ceylan et al., 2010), donde demostramos que esta Grx de clase I es 

capaz de coordinar centros ferrosulfurados tanto “in vivo” como en ensayos de reconstitución in vitro. El 

aporte más relevante del trabajo fue demostrar que los tioles específicos de los tripanosomátidos, es 

decir, Gsp y T(SH)2, son capaces de suplantar al GSH en los ensayos de reconstitución in vitro y determinar 

a formación de holo-proteínas. La principal ventaja del ensayo de reconstitución es poder variar el tiol de 

bajo peso molecular que le ofrecemos a la proteína como ligando del clúster, situación que no podemos 
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controlar en la sobreexpresión en E. coli (ensayo “in vivo”). Es importante destacar dos aspectos técnicos 

de estos ensayos que, en nuestra opinión, determinan que nuestros resultados sean confiables: i) luego 

del ensayo de reconstitución la holo-proteína fue separada de los componentes de bajo peso molecular 

por gel filtración antes de realizar cualquier determinación espectroscópica, eliminando productos 

inespecíficos que también poseen propiedades espectral en la región del visible y pueden alterar 

sustancialmente el análisis del espectro de la holo-proteína (no mostrado) y ii) se trabajó con la proteína 

sin etiqueta de afinidad, para evitar posibles interferencia derivadas de la cola de histidinas. Además, en 

cada uno de los experimentos de reconstitución in vitro se realizaron los controles indicados en la 

sección Materiales y Métodos. Mediante esta aproximación pudimos demostrar que tanto la forma FL 

como Δ76 de Tb1-C-Grx1 son capaces de ensamblar centros ferrosulfurados a expensas de GSH o Gsp 

(Figura 4.15.A) y que este último determina un rendimiento mayor, lo que puede deberse a quees mejor 

ligando para ensamblar el clúster sobre Tb1-C-Grx1 o que el clúster formado es más estable. Más aún, al 

comparar los tres tioles de bajo peso molecular en un experimento idéntico y en paralelo podemos ver 

que el T(SH)2 es aún mejor sustrato para en ensamblado de FeS en Tb1-C-Grx1 FL que los otros dos tioles 

(Figura 4.15.B). Análogamente a los reportado más arriba para las formas holo purificadas directamente 

de E. coli y contrario a lo que sucede con la mayoría de la demás Grx las formas holo producidas en los 

experimentos de reconstitución muestras también dos picos de peso molecular muy parecido al 

analizarlos por (Figura 4.14.C). El pico mayoritario corresponde a la proteína en su forma apo y eluye con 

un volumen de retención equivalente a ~30 kDa, mientras que el pico minoritario posee absorbancia a 

420 nm y eluye con un peso equivalente a una proteína de ~40 kDa (Figura 4.15.C). Nuevamente, la 

forma apo y holo difieren en su peso molecular calculado, si bien los valores obtenidos para las formas 

holo ensambladas “in vivo” o durante la reconstitución no son equivalente, lo que sugieren que no son la 

misma especie.  

 

4.8.5. Estequiometría del cluster formado con tripanotión 

Más allá del estado de agregación de la forma holo, que discutiremos en detalle en la conclusión de esta 

sección, podemos suponer que Tb1-C-Grx1 ensambla centros ferrosulfurados usando GSH o Gsp de 

manera análoga a otras Grx, ya que se trata de monotióles por lo cual -necesariamente- se precisan dos 

monómeros de Tb1-C-Grx1 y dos monotióles para ofrecer las cuatro posiciones de coordinación 

necesarias. Sin embargo, la coordinación de centros ferrosulfurados usando T(SH)2 nos plantea la 

interrogante de cuál es la estequiometría de dichos centros ferrosulfurados, ya que una sola molécula del 

tiol puede ofrecer dos posiciones de coordinación (Comini et al., 2013). Para poder determinar esto es 

necesario purificar la holo-proteína. Generalmente, las Grx dimerizan en torno al clúster y, siempre y 

cuando la forma holo sea estable, es relativamente sencillo aislarla de la forma apo por técnicas sencillas 

como SEC u otras aproximaciones cromatográficas (Mapolelo et al., 2013; Zhang et al., 2013). Sin 

embargo, como se puede ver en las Figuras 4.14 y 4.15, la forma holo de Tb1-C-Grx1 no posee un 

comportamiento hidrodinámico suficientemente diferente de la forma apo como para permitir su 
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separación por SEC y, adicionalmente, no es lo suficientemente estable para aplicar otras técnicas de 

separación. Esta característica de la holo-proteína nos impidió la purificación de la misma y la 

caracterización de la forma apo aislada, si bien lo intentamos en reiteradas oportunidades, en dos 

columnas de SEC distintas y variando propiedades del experimento como temperatura o flujo (no 

mostrado).  

Para intentar resolver la estequiometría del centro ferrosulfurado formado en la reconstitución con 

T(SH)2 como ligando recurrimos, entonces, a la 2-C-Grx1. En un trabajo previo de nuestro grupo 

demostramos que la unión del clúster en esta proteínaes extremadamente eficiente, determinando la 

dimerización de la misma (Ceylan et al., 2010) y permitiéndonos obtener la holo-proteína sin 

contaminantes de la forma apo (Manta et al., 2013a). Para determinar la concentración de T(SH)2 por mol 

de proteína pusimos a punto un método in vitro basado en la precipitación de la holo-proteína con ácido 

tricloroacético, neutralización y posterior determinación de la concentración de tioles por métodos 

colorimétricos. De esta manera pudimos determinar que la forma holo de 2-C-Grx1 obtenida in vitro por 

ensayos de reconstitución usando T(SH)2 como ligando tiene 1.1 ± 0.2 moléculas de tripanotión por 

dímero (n=3 no publicado), lo que sugiere una nueva estequiometría para la coordinación de FeS por Grx 

de tripanosomas, como se sugirió en (Comini et al., 2013). Más aún, en este trabajo pudimos determinar 

que el T(SH)2 puede sustentar el ensamblado in vitro de centros ferrosulfurados por el sistema de 

reconstitución quimio-enzimática aún en ausencia de Grx y que este compuesto tiene características 

espectroscópicas equivalentes a la forma holo de 2-C-Grx1 y 1-C-Grx1 (Manta et al., 2013a) Si bien aún 

desconocemos la naturaleza química y estequiometría de este compuesto de bajo peso molecular, 

resultados preliminares obtenidos en colaboración con el grupo del Dr. M.K. Johnson69

 

 indican que está 

formado efectivamente por sulfuro, hierro y tripanotión y que posee propiedades espectrales propias de 

un tipo particular de centro ferrosulfurado. Más aun, mientras que la 2-C-Grx1 reducida (pero no oxidada) 

es capaz de unir estequiométricamente este compuesto, la Tb1-C-Grx1 no, indicando importantes 

diferencias en términos de estabilidad y reactividad entre las dos Grx de parásitos consideradas en este 

sección (Manta et al., 2013a). Los resultados de reconstitución in vitro de FeS usando Gsp y T(SH)2 han 

sido realizados también con Tb1-C-Grx3 y Tb1-C-Grx2 con resultados similares, indicando que el uso de 

estos ligandos podría ser una propiedad conservada en Grx monotiólicas de T. brucei capaces de 

ensamblar centros ferrosulfurados.  

                                                           
69 Los resultados obtenidos en la producción y purificación del holo-compuesto con T(SH)2 fueron publicados en 
(Manta et al., 2013d). Este compuesto es estable por horas en soluciones acuosas de pH alcalino aún en presencia 
de amortiguador fosfato y concentraciones de oxígeno en el orden de ~100 μM. Un clúster de bajo peso molecular 
fue recientemente propuesto para el GSH (Qi et al., 2012, 2013) lo que nos llevó a buscar caracterizar mejor este 
compuesto formado entre sulfuro hierro y tripanotión. Para ellos, establecimos una colaboración con el grupo del 
Dr. M.K. Johnson (University of Georgia, EUA). Los resultados preliminares indican que este compuesto tiene los 3 
componentes antes mencionados, confirmando su carácter de “clúster” y que, probablemente, es una mezcla de 
formas tipo lineales [3Fe-4S]+ y [2Fe-2S]2+ (no mostrado).  
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4.8.6. Conclusiones parciales y preguntas pendientes sobre la coordinación de centros 
ferrosulfurados en Grx de tripanosomas 

En función de los resultados obtenidos por Filser y colaboradores (Filser et al., 2008), es muy probable 

que Tb1-C-Grx1 sea capaz de coordinar centros ferrosulfurados in vivo a expensas de GSH, si bien queda 

aún por explicar porqué es sustancialmente menos efectiva en subrogar a ScGrx5 que otras Grx 

monotiolicas. Una hipótesis es que, como las Grx monotiólicas que participan en la biogénesis 

mitocondrial de centros ferrosulfurados lo hacen como parte de complejos binarios o ternarios con otras 

proteínas (Uzarska et al., 2013) (ver capítulo final), la región NTE presente en Tb1-C-Grx1 esté alterando su 

función en un sistema heterólogo, si bien esto requiere una demostración que aún no hemos hecho. 

Adicionalmente, en función de la poca información disponible sobre biogénesis de centros 

ferrosulfurados en tripanosomátidos (Manta et al., 2012; Taylor and Kelly, 2010) aún no podemos estar 

seguros de que Tb1-C-Grx1 in vivo cumple un rol equivalente a ScGrx5 ni podemos explicar porqué 1-C-

Grx2 no puede suplantarla. Estos puntos serán retomados en el capítulo 6.  

Nuestros resultados muestran que tanto la forma WT como C181S de Tb1-C-Grx1 se purifican de E. coli 

como holo-proteínas. Al analizar el eluído de la IMAC vemos que se obtiene tanto la forma apo como 

holo y que la primera es muy mayoritaria. Dado que un procedimiento de expresión análogo puede 

sustentar la expresión de grandes cantidades de holo-proteína para varias Grx distintas, incluyendo 

proteínas de parásitos como la 2-C-Grx1 (Ceylan et al., 2010) o las formas con o sin etiqueta de afinidad 

de Tb1-C-Grx3 (no mostrado), suponemos que la abundancia de forma apo es consecuencia de: i) la 

descomposición de la forma holo durante la purificación y/o ii) la dificultad de maquinaria bacteriana 

para ensamblar un FeS en Tb1-C-Grx1. Es importante destacar que nunca fue posible recuperar una 

proporción de forma holo >15% para Tb1-C-Grx1 si bien todos los amortiguadores fueron profusamente 

degaseados con argón y, en algunos casos, suplementados con GSH 10 mM, lo que ha sido indicado 

como un factor estabilizante durante la purificación de varias holo-Grx (Couturier et al., 2011; Lillig et al., 

2005; Rouhier et al., 2007) y, a su vez, fue probado que estabiliza el clúster ensamblado in vitro en Tb1-C-

Grx1 (Comini et al., 2008). Esto sugiere que el centro ferrosulfurado ensamblado en Tb1-C-Grx1 es más 

lábil que el presente en otras proteínas, lo cual puede deberse a un rol de la región NTE en el proceso de 

ensamblado o en la estabilización del FeS, pero por el momento no poseemos información para 

probarlo.  

El sistema de reconstitución in vitro basado en la desulfurasa de cisteína como dador de sulfuro fue 

desarrollado en 2007 (Berndt et al., 2007) con el objetivo de suplantar sistemas puramente químicos 

usados desde los ´70 para la reconstitución de centros ferrosulfurados en ferredoxinas y otras proteínas 

con centros ferrosulfurados (Suhara et al., 1974). Desde entonces ha sido utilizado con éxito en decenas 

de casos (por ej. (Boutigny et al., 2013; Bräutigam et al., 2011; Ceylan et al., 2010; Comini et al., 2008; 

Haunhorst et al., 2010; Manta et al., 2013a; Mapolelo et al., 2013; Picciocchi et al., 2007; Ye et al., 2010; 

Yeung et al., 2011)) y se popularizó básicamente por dos motivos: el primero es su practicidad y 

versatilidad para usar en ensayos con cualquier proteína, inclusive aquellas que no se purifican como 
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holo-proteínas, como puede ser nuestro caso y el segundo es que, a raíz de algunos trabajos claves en el 

área (Bandyopadhyay et al., 2008; Johansson et al., 2007; Picciocchi et al., 2007; Rouhier et al., 2007), las 

Grx monotiólicas como la AtGrxS14, ScGrx5 o equivalente fueron consideradas como proteínas de 

andamiaje (“scaffold”) para la biogénesis de centros ferrosulfurados, lo que hacía perfectamente lógico 

que las misma pudieran recibir y estabilizar un clúster naciente generado en un sistema in vitro. Sin 

embargo, ambas observaciones fueron refutadas en el correr del último año y el nuevo panorama nos 

ayuda a explicar mejor los resultados obtenidos en esta tesis. Primeramente, Zhang y colaboradores 

demostraron que los ensayos de reconstitución in vitro como los usados en esta tesis -y en los trabajos 

mencionados- determinan la formación de al menos tres especies de clústers diferentes sobre la Grx, 

siendo el clúster lineal de estequiometría [3Fe-4S]+ la forma más abundante, mientras que los clúster 

[2Fe-2S]2+ y [4Fe-4S]+ son minoritarios (Zhang et al., 2013). En segundo lugar, como se discutirá en el 

capítulo final, las Grx monotiólicas con función en la biogénesis de centros ferrosulfurados no son 

proteínas “scaffold” sino que funcionan en complejo con chaperonas específicas, recibiendo un clúster 

[2Fe-2S]2+ de la proteína “scaffold” tipo U (IscU o equivalente) y transfiriéndolo rápida y específicamente 

a proteínas que se encuentran río abajo (Mapolelo et al., 2013; Uzarska et al., 2013). Todas las versiones 

ensayadas de Tb1-C-Grx1 son capaces de oficiar como “andamiaje” (ver a continuación) para el 

ensamblado de centros ferrosulfurados en el sistema in vitro, si bien solo el clúster formado en las 

proteínas de largo completo (con la región NTE) es lo suficientemente estable para resistir el análisis por 

SEC.  

Al considerar los pesos moleculares de las formas holo obtenidas a partir de la sobreexpresión en E. coli 

respecto de las formas holo obtenidas a partir de la reconstitución in vitro vemos que hay diferencias 

sustanciales y que, adicionalmente, ninguna de ellas posee un peso molecular equivalente a una forma 

dimérica, a no ser que consideremos cambios conformacionales importantes en cada uno de los 

monómeros durante la dimerización en torno al centro ferrosulfurado. Una situación de igual 

complejidad fue obtenida al comparar las holo-proteínas reconstituídas o purificadas en otras Grx (por ej. 

EcGrx4 (Yeung et al., 2011) y HsGrx2 (Lillig et al., 2005)). Teniendo en cuenta lo comentando en el punto 

anterior y considerando a Tb1-C-Grx1 como una proteína monomérica, podemos especular que la forma 

holo obtenida de E. coli corresponde a una especie dimérica, coordinando un centro ferrosulfurado de 

tipo [2Fe-2S]2+ en base a los residuos C104 y dos moléculas de GSH unidas al clúster e interaccionando 

débilmente con el dominio Grx (ver próximo capítulo). La dimerización determina una especie de ~50 

kDa por lo cual suponemos que la región NTE de ambos monómeros adopta una conformación distinta 

de la que adopta en la apo-Tb1-C-Grx1, plegándose sobre el dominio Grx. Especulamos que este 

“plegamiento” o compactamiento de la región NTE inducido por el clúster se da dentro del mismo 

monómero ya que en el caso contrario esperaríamos que la forma dimérica fuera más estable de lo que 

se observa. Por el contrario, la forma dimérica es muy poco estable, sugiriendo una ubicación poco 

favorable de la región NTE o una desorganización del sitio de unión de GSH (ver a continuación). En el 

caso de la forma holo obtenida en los ensayos de reconstitución, en base a lo reportado en (Zhang et al., 

2013), a resultados preliminares obtenidos en la reconstitución de clústers sobre T(SH)2 en ausencia de 
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proteína (no mostrado) y a la menor diferencia de peso molecular respecto a la forma apo, podemos 

especular que está la holo-Grx de ~40 kDa identificada en estos casos está formada por la forma 

monomérica de Tb1-C-Grx1 coordinando un centro ferrosulfurado más grande y de tipo lineal. En esta 

forma holo, además, la región NTE juega un rol, ya sea ocupando algunas de las posiciones de 

coordinación del clúster en la zona lejana al sitio activo o estructurando el sitio de unión del tiol de bajo 

peso molecular. Esta última hipótesis tiene sustento en que la forma trunca, si bien une clúster, lo hace 

de manera extremadamente lábil. Adicionalmente, los resultados estructurales preliminares sugieren 

que hay sutiles diferencias en el surco de unión a GSH en la proteína trunca o de largo completo. Estas 

posibles explicaciones se resumen en la Figura 4.16.  

En conclusión, hay evidencias in vitro e “in vivo” de que Tb1-C-Grx1 puede coordinar de manera 

transitoria un centro ferrosulfurado y que depende de la C104 y alguno de los tres tioles de bajo peso 

molecular presentes en tripanosomátidos. La cisteína C181 parece no participar en este mecanismo. Es 

dable suponer que cumple una función equivalente a ScGrx5, si bien hay aspectos conformacionales y 

funcionales que aún quedan por resolver, en particular en lo que hace al posible rol de la región NTE en 

la coordinación de estos cofactores, su transferencia o en la interacción con chaperonas específicas de la 

mitocondria de estos parásitos. 
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Capítulo 5 

 

Estructura de la forma trunca de Tb1-C-Grx1  

y comparación con otras glutarredoxinas 
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5.1. Información estructural disponible para glutarredoxinas 

Al momento de comenzar este trabajo (principios de 2009) la información estructural sobre Grx con la 

cual se contaba estaba principalmente concentrada en Grx ditiólicas de clase I como EcGrx1 y Grx de 

origen viral. A su vez, las únicas dos estructuras disponibles de Grx en forma holo correspondían a Grx 

ditiólicas (Johansson et al., 2007; Rouhier et al., 2007). En la actualidad70 en el Protein Data Bank hay 

depositadas 92 estructuras reportadas como “glutaredoxin”, de las cuales solo 52 corresponden a Grx y 

las restantes a NrdH, Trx, TGR o proteínas con dominio SH3BG (no mostrado). Estas 52 estructuras 

representan 34 proteínas de 18 organismos distintos y más de la mitad fue reportada durante el curso de 

este trabajo (Figura 5.1). La mayoría de las estructuras disponibles proviene de Grx de clase I y sitio activo 

ditiólico las cuales son generalmente proteínas monoméricas que se producen con alto rendimiento en 

sistemas procariotas y son extremadamente solubles, lo cual ha hecho de estas proteínas modelos 

ideales para la técnica de NMR, determinando que el 37% de las estructuras de Grx hayan sido resueltas 

por esta técnica mientras que este porcentaje cae a 10% si consideramos todas las estructuras en el 

Protein Data Bank. Las únicas estructuras disponibles de dominios Grx de proteínas multidominio han 

sido resueltas aisladas del resto de la proteína, por lo cual no se posee información estructural completa 

sobre este subgrupo de Grx71

 

. Respecto a las condiciones en las cuales se han obtenido las estructuras, 

para aquellas que fueron resueltas por cristalización y difracción de rayos X hay una ligera tendencia a 

obtener cristales en condiciones de pH neutro a alcalino (Figura 5.1) y en presencia de sales de sulfato 

(no mostrado), mientras que la mayoría de las estructuras obtenidas por NMR se resolvieron en 

amortiguadores de pH 6-7, que son ideales para esta técnica ya que se minimiza el intercambio de 

protones amídicos con el solvente (no mostrado). Finalmente, la información estructural disponible se 

limita a proteínas de unos pocos organismos modelo como S. cerevisiae y E. coli y hasta este trabajo no se 

poseía información estructural sobre Grx de protozoarios.  

5.2. Ensayos de cristalogénesis con Tb1-C-Grx1 y versiones mutantes 

Obtener la estructura de Tb1-C-Grx1, ya sea en su forma apo u holo, fue uno de los objetivos centrales de 

esta Tesis y le dedicamos una parte muy importante del tiempo. Las singularidades estructurales y de 

secuencia de esta proteína (Capítulo 3), así como la capacidad de coordinar FeS a expensas de T(SH)2 

comentadas en el capítulo anterior determinaron que se tratara de una estructura muy atractiva por sus 

posibles diferencias con otras Grx conocidas y con las otras oxidoreductasas de tripanosomas 

comentadas en el Capítulo 2. El primer abordaje que tomamos para resolver la estructura de Tb1-C-Grx1 

                                                           
70 Actualizado a Agosto de 2013.  
71 El grupo del Dr. Bellanda resolvió la estructura de Tb1-C-Grx3 (ver Figura B8) completa por NMR (no publicado). 
También es relevante destacar que no existe información estructural sobre ninguna Grx de clase III (sitio activo 
CCXC/S) ya que aun no se ha logrado su producción en sistemas recombinantes, probablemente debido a una 
extensión hidrofóbica carboxiloterminal asociada a la interacción con factores de transcripción (Couturier et al., 
2010). 
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fue la cristalografía de proteínas, en parte por la disponibilidad del equipamiento para cristalogénesis y 

difracción en el Institut Pasteur de Montevideo pero, fundamentalmente, por la posibilidad de recibir 

apoyo y entrenamiento por parte del personal altamente calificado de la Unidad de Cristalografía de 

Proteínas (PXF), lo que estaba considerado como parte esencial del proceso formativo de esta Tesis. El 

procedimiento experimental fue el habitual para los casos donde se intenta cristalizar una proteína no 

estudiada previamente. Brevemente, las diferentes versiones de proteína utilizadas fueron purificadas 

como se indicó previamente y preparadas en el amortiguador adecuado para los ensayos de 

cristalogénesis (generalmente Tris 20 mM pH 7.5-8 con o sin 50 mM NaCl) en presencia o no de otros 

componentes como ser GSH, T(SH)2 o β-mercaptoetanol. Las proteínas fueron luego concentradas por 

ultrafiltración y, previo a la realización de los cribados robotizados, se realizó un ensayo manual de 

solubilidad probando al menos dos concentraciones de proteína en el sistema de gota colgante durante 

24 hrs. Una vez determinadas las condiciones adecuadas para comenzar el cribado (concentración de 

proteína, pH del amortiguador, aditivos, etc.) el mismo se realizó de manera automatizada usando kits 

comerciales que exploran hasta 384 diferentes condiciones de cristalización por vez, en sistema de gota 

sentada y, generalmente, con gotas de 0.3 μL de muestra de proteína y 0.3 μL de reservorio, en equilibrio 

de vapor con 400 μL de reservorio. Las placas fueron observadas periódicamente por pe rsonal de la PXF 

y las condiciones prometedoras fueron replicadas manualmente en el sistema de gota colgante sobre 

vidrios siliconados variando diferentes aspectos de la condición inicial como ser concentración de 

proteína, pH del amortiguador, concentración de precipitante, relación de volúmenes entre gota y 

reservorio, etc.  

Se realizaron cribados de cristalización con diferentes versiones de Tb y Tc1-C-Grx1, de largo completo o 

Δ76, con y sin etiqueta de afinidad, mutantes de cisteínas y, en algunos casos, tratando las proteínas 

previamente con GSSG para lograr su alquilación/oxidación (Capítulo 4). En la mayoría de los cribados se 

obtuvieron unas pocas condiciones donde crecieron formas cristalinas, mayoritariamente esferulitas o 

pequeñas espículas (no mostrado). En estos casos se intentó la reproducción y optimización manual en 

el sistema de gota colgante de las condiciones de cristalogénesis, recurriendo inclusive a técnicas de 

microsembrado (“microseeding”) partiendo de fragmentos de cristales que crecieron en las placas del 

cribado robótico (no mostrado). En ningún caso logramos crecer cristales de Tb1-C-Grx1 o Tc1-C-Grx1 

que fueran adecuados para difracción de rayos X. Sin embargo, los resultados del gran número de 

condiciones de cristalización probadas en los cribados (>1300) y de su seguimiento en el tiempo poseen 

en sí mismo información valiosa sobre la naturaleza fisicoquímica de estas proteínas, que podemos 

resumir en los siguientes puntos: i) tanto la forma FL como Δ76 son extremadamente solubles , llegando 

a concentraciones de ~100 mg/mL (~6 y 8 mM, respectivamente) sin precipitación evidente, lo que 

coincide con la información reportada para otras Grx monoméricas, como se comentó más arriba; ii) el 

estado de agregación de ambas versiones de la proteína, ensayado por SEC o DLS, no cambia 

sensiblemente a concentraciones ~10 mg/mL respecto de las usadas normalmente en los experimentos 

bioquímicos (~0.1-0.5 mg/mL, no mostrado); iii) la mayoría de las condiciones de cristalización a pH 

inferior a 5 determinan la precipitación de la(s) proteína(s), independientemente de la naturaleza del 
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amortiguador y de la presencia o no de aditivos, lo que ya había sido reportado por (Melchers et al., 

2007) y confirmado en nuestro caso72

 

; iv) todas las condiciones en las cuales aparecieron formas 

cristalinas poseen pH en el rango 8-9 dado por amortiguadores orgánicos como Tris o HEPES y no por 

sales de fosfato y v) en todas las condiciones en las cuales aparecieron formas cristalinas está presente 

como aditivo una sal de Ni2+ o Li+. Es interesante destacar que el Li+ y el Ni+2 en sus formas de 

coordinación octaédricas (C.N.=6) poseen radios iónicos similares (76 y 69 pm, respectivamente 

(Shannon, 1976)) lo que podría sugerir que Tb1-C-Grx1 interacciona con estos metales en un sitio de 

geometría conservada aún no identificado. En conclusión, este conjunto de resultados sugiere que 

trabajando finamente las condiciones de cristalogénesis sería factible mejorar la calidad y el tamaño de 

los cristales obtenidos para Tb1-C-Grx1. Aún así, el éxito de esta estrategia tiene asociado un importante 

grado de incertidumbre. Debido a esto, y aprovechando el hecho de contar con una forma de menor 

peso molecular de Tb1-C-Grx1 adecuada para el análisis por NMR (mutante Δ76, Capítulo 4), nos 

inclinamos por esta técnica para resolver la estructura de esta proteína y analizar su interacción con 

ligandos.  

5.3. Resolución de la estructura de Tb1-C-Grx1Δ76 por resonancia magnética 
nuclear 

La resolución de la estructura de Tb1-C-Grx1 por NMR fue realizada en colaboración con el Dr. Massimo 

Bellanda (Universidad de Pádova, Italia) y fue parte del trabajo de Tesis del Dr. Carlo Pavan (Pavan, 2012). 

El grupo del Dr. Bellanda realizó los experimentos de asignación y la resolución de la estructura por el 

procedimiento experimental que se resume brevemente en la sección Materiales y Métodos  (por más 

información, ver (Manta et al., 2013a)). Nuestro grupo, por su parte, llevó a cabo el análisis de la 

estructura y su discusión en el contexto de los demás resultados. En el trabajo original (Manta et al., 

2013a) la estructura de Tb1-C-Grx1Δ76 (PDB ID 2LTK) fue comparada fundamentalmente contra la 

estructura de EcGrx4 (PDB ID 1YKA, (Fladvad et al., 2005)), una Grx de clase II y sitio activo CGFS. En este 

capítulo ampliamos y profundizamos el estudio estructural de esta proteína respecto a lo publicado en 

nuestros trabajos previos (Comini et al., 2013; Manta et al., 2013a), haciendo hincapié en las 

características estructurales que distinguen a 1-C-Grx1 de otras Grx de clase I y II y permiten comprender 

los resultados mostrados en el Capítulos 3 y 4. A su vez, en la última parte se presentarán resultados no 

publicados sobre la estructura de la forma FL de Tb1-C-Grx1 y la posible relación de la región NTE con el 

dominio Grx. 

                                                           
72 En este trabajo analizamos la estabilidad por pH de Tb1-C-Grx1 FL y Δ76 por espectroscopía y fluorimetría y 
efectivamente, la proteína muestra signos de precipitación a pH <5, evidenciados como un incremento en el 
cociente Abs 320 nm/Abs 400 nm y un incremento lineal en la Abs 280 nm. Sin embargo, el efecto es dependiente 
de la concentración de proteína y el tiempo de exposición a los pH extremos (no mostrado). Vale aclarar que en los 
experimentos de determinación de pKa mostrados en la sección anterior se realizaron controles adecuados para 
asegurar que la proteína estuviera correctamente plegada en el curso del ensayo.  
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Al momento de comenzar los experimentos tendientes a resolver la estructura por NMR interpretábamos 

que Tb1-C-Grx1 FL era un proteína dimérica de ~32 kDa y con regiones de gran flexibilidad (ver Capítulo 

4). Tanto el tamaño como las regiones flexibles constituían una limitante para poder resolver la 

estructura de la proteína por NMNMR por lo cual optamos, en una primera instancia, por resolver la 

forma trunca (Δ76) y sin etiqueta de afinidad ya que esta se comportaba como una proteína monomérica 

de ~15 kDa. Para ello, la proteína recombinante fue producida con marcación isotópica de 15N o 15N/13C y 

purificada como se describe en el Capítulo 8, confirmando la marcación homogénea por MS (no 

mostrado). Inicialmente se ensayaron diferentes condiciones experimentales variando la concentración 

de proteína (0.7-1.2 mM), el pH del amortiguador fosfato de sodio 50 mM (6.0-7.2), la fuerza iónica (50-

150 mM NaCl) y la presencia o no de reductor (DTT), optándose finalmente por colectar los espectros a 

una concentración de proteína de 1 mM y en amortiguador pH 7.0 con 150 mM NaCl, 5 mM DTT y 

90%/10% de H2O/D2O, respectivamente, ya que a pH 6 o sin agente reductor la proteína tenía tendencia 

a la agregación durante el tiempo necesario para la adquisición de los datos (horas-días)73

 

. En estas 

condiciones se obtuvo un espectro 2D 15N-HSQC de Tb1-C-Grx1Δ76 de muy buena calidad, propio de una 

proteína plegada y con un número de picos muy similar al número total de aminoácidos (Figura 5.2.A), lo 

que permitió la asignación casi completa de todas las resonancias. Posteriormente se realizó el doble 

marcado y también se obtuvieron espectros de excelente calidad (Figura 5.2.B), permitiendo la 

realización de experimentos 3D y, posteriormente, la resolución de la estructura (ver a continuación). Los 

detalles técnicos sobre los experimentos usados en la resolución y los programas usados en el cálculo de 

la estructura se detallan en (Manta et al., 2013a).  

5.4. Topología y estructura general de Tb1-C-Grx1Δ76  

La topología de la proteína y la disposición espacial de los elementos de estructura secundaria se 

muestran en la Figura 5.3.A. La estructura de Tb1-C-Grx1Δ76 posee el típico plegamiento Trx, 

caracterizado por una lámina β central formada por las hebras β1 (residuos 91-95), β2 (residuos 122-125), 

β3 (residuos 147-150) y β4 (residuos 153 -157), rodeada de 5 hélices α (α1, residuos 78 -89, α2 residuos 

104-117, α3 residuos 129-139, α4 residuos 158-167 y α5 residuos 169-178) (Figura 5.3.B). Tb1-C-Grx1Δ76 

comienza en M77, siendo V78 el primer residuo ubicado en un elemento de estructura secundaria (hélice 

α1). En la estructura se ven los residuos G75 y A76 previos a M77, los cuales derivan del vector de 

expresión (Figura 4.1). La posición A76 está conservada en la proteína madura, mientras que en el lugar 

de G75 el gen de T. brucei 1-C-Grx1 codifica para una isoleucina. Las hélices α1 y α3 se ubican a un lado 

de la lámina β y prácticamente ortogonales entre ellas. Las restantes hélices se ubican sobre la cara 

opuesta de la lámina β, con α2 y α4 paralelas entre sí.  Las hélices α4 y α5, continuas en secuencia, se 

disponen una perpendicular de la otra. Este arreglo está facilitado por la presencia del residuo 

                                                           
73 Es interesante destacar que la versión doble mutante C104/181S no fue estable en este amortiguador a ninguna 
de las concentraciones ensayadas (0,1-1 mM) ni tampoco en presencia de 50 mM de cada uno de los aminoácidos 
arginina y ácido glutámico (no mostrado).  
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conservado G168 y determina un patrón estructural característico de Grx (ver próximas Figuras). Todas 

las hélices son anfipáticas, con el lado hidrofóbico posicionado hacia el interior de la proteína, formando 

una extensa red de interacciones hidrofóbicas, mayoritariamente conservadas entre Grx. Es evidente la 

presencia de un loop entre β1 y α2 previo al sitio act ivo (residuos 96-103), característico de las Grx de 

clase II (Figura 5.3.A-B, (Comini et al., 2013; Iwema et al., 2009; Johansson et al., 2010; Li et al., 2010a; 

Mesecke et al., 2008). Si bien este loop es conservado en Grx de clase II los pequeños elementos de 

estructura secundaria presentes Tb1-C-Grx1Δ76 no, por lo cual no se numeran permitiendo de esa 

manera mantener la numeración original del plegamiento Trx. Al final de β4 se presenta un “β -bulge” 

(Richardson et al., 1978) que determina que esta hebra esté significativamente torneada respecto del 

plano formado por las otras tres (Figura 5.3.B-C). El “β-bulge” no está conservado en otras estructuras de 

Grx pero si en algunas estructuras de Trx (no mostrado). El residuo C104 está localizado en el extremo 

aminoterminal de la hélice α2, como sucede en todas las proteínas con plegamiento Trx (Collet and 

Messens, 2010; Martin, 1995) y las dos cisteínas presentes en la proteína (C104 y C181) están en la 

superficie de la proteína, si bien solo la cadena lateral de C104 presenta una accesibilidad al solvente 

propia de un grupo expuesto, mientras que la cadena lateral de C181 no (calculado con el programa 

GETAREA74

 

 (Fraczkiewicz and Braun, 1998) no mostrado). La cisteína C181, por su parte, se encuentra en 

una zona de potencial electroestático marcadamente negativo otorgado por una importante densidad 

de residuos ácidos mientras que la cara opuesta de la proteína, donde se ubica la C104, se destaca por 

poseer varios residuos con cargas positivas (Manta et al., 2013a)). La superposición de los 20 confórmeros 

de menor energía obtenidos durante el cálculo de la estructura muestra que la proteína es 

mayoritariamente rígida (Figura 5.3.D), con una desviación cuadrática media (rmsd, por sus siglas en 

inglés) de 0.54 ± 0.12 Å y con unas pocas regiones donde es evidente una mayor dispersión 

conformacional, como veremos en las próximas secciones (Figura 5.3.E).  

5.5. Búsqueda de homólogos estructurales de Tb1-C-Grx1 

En las próximas secciones se analizaran detalladamente algunas propiedades de la estructura de Tb1-C-

Grx1 y, en particular, ciertas regiones que presentan singularidades que nos permiten especular sobre las 

bases estructurales de su reactividad con oxidantes y la coordinación de centros ferrosulfurados. Estos 

estudios se basaron, en gran parte, en el análisis comparativo de Tb1-C-Grx1 con otras proteínas 

estructuralmente homólogas y para las cuales se dispone de información adicional de origen bioquímico 

o biológico. Si bien todas las estructuras de la Figura 5.1 representan proteínas de la familia Grx, la 

identidad a nivel de secuencia entre ellas y Tb1-C-Grx1 es baja (~20 % en promedio, no mostrado) por lo 

que la selección de la estructura(s) apropiada(s) para llevar a cabo este análisis comparativo no es trivial. 

En consecuencia, para elegir los mejores homólogos estructurales recurrimos al servidor DALI (Holm and 

Rosenström, 2010; Holm et al., 2008), el cual, además de ser uno de los más utilizados para comparación 

                                                           
74 http://curie.utmb.edu/getarea.html 
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estructural, fue empleado con éxito en la caracterización de nuevas estructuras de Grx (Fladvad et al., 

2005). 

El servidor DALI realiza la comparación de la estructura de interés (en formato PDB) contra el total de la 

base de datos depositada en el Protein Data Bank, otorgando una lista de “hits” ordenada por un índice 

propio denominado “Z-score”, el cual va desde valores superiores a 20 para estructuras prácticamente 

idénticas (por ejemplo, dos cadenas de un homodímero en la misma estructura) hasta un límite inferior 

de 2. Dentro de esta región se considera que las estructuras tienen una identidad significativa y, 

generalmente, comparten plegamiento (Holm et al., 2008). Al realizar este análisis con la estructura 

obtenida en este trabajo (PDB ID 2LTK) se recuperan 952 estructuras por encima del umbral, incluyendo 

redundancias derivadas del hecho que cada cadena polipeptídica es tratada por DALI como una unidad 

independiente. En esta lista se encuentran todas las estructuras de Grx consideradas en la Figura 5.1 así 

como los dominios Grx presentes en proteínas relacionadas como GST y estructuras de plegamiento Trx 

que presentan identidad de secuencia tanto con Trx como con Grx. Este dato refleja la importante 

conservación estructural de las proteínas con plegamiento Trx, ya comentada en el Capítulo 2, pero 

dificulta la selección de los homólogos estructurales adecuados. Al analizar en detalle el valor de Z-score 

obtenido para todos los resultados positivos en comparación el valor de rmsd (en Å) y la identidad de 

secuencia (%ID), podemos ver que la mayoría de las estructuras se nuclean en torno al Z-score promedio 

(6.3 ± 2.3) y poseen un rmsd de 2.9 ± 0.4Å respecto de 2LTK (Figura 5.4.A). A su vez, luego de las primeras 

15 posiciones la identidad de secuencia tiene una marcada caída y se estabiliza en el entorno del 15% 

(Figura 5.4.A). Todas las estructuras que aparecen en las primeras 70 posiciones han sido anotadas como 

Grx o dominios con plegamiento Grx de proteínas multidominio como TGR75

Dada la importante similitud estructural de las proteínas con plegamiento Trx podemos considerar un 

límite más exigente que el introducido por defecto en la primera búsqueda. Un criterio usual propuesto 

por los autores de DALI es considerar solo aquellos “hits” con Z-score mayor a (n/10)-4, siendo n el 

número de aminoácidos de la proteína sonda (Holm et al., 2008). En nuestro caso (n=110) esto determina 

un corte en 7. En función de ello y para considerar solo las estructuras más relevantes elegimos un 

criterio aún más exigente de Z-score ≥10, solo superado por 60 “hits” con una rmsd de 2.3 ± 0.3 Å (Figura 

5.4.B), menor al promedio. Al analizar esta lista vemos que solo las primeras 52 posiciones pertenecen a 

 y su inspección caso a caso 

confirma la asignación, inclusive en algunas estructuras derivadas de proyectos de genómica estructural 

para las cuales no se posee información adicional (no mostrado). El límite de las Grx se puede establecer 

en la posición 72 donde aparece la estructura de SH3BRGL3 (PDB ID 1T1V), una proteína similar a las Grx 

pero sin motivo CxxC que fue mencionada en el Capítulo B (Nardini et al., 2004) (Figura 5.4.B). Varias de 

las estructuras de proteínas monodominio identificadas por debajo de esta posición corresponden a Trx 

de sitio activo poco canónico o NrdH (no mostrado). 

                                                           
75 Es interesante destacar que los dominios Grx presentes en TGR de platelmintos y mamíferos poseen un Z-score 
sustancialmente mayor que los dominios Grx presentes en GST, indicando que los primeros son estructuralmente 
más similares a Tb1-C-Grx1Δ76 que los segundos, si bien a nivel de secuencia la relación es la opuesta (no 
mostrado).  
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Grx, correspondientes a 35 estructuras de 24 proteínas distintas, todas incluidas en la Figura 5.1. Hay 

varios aspectos relevantes a destacar en los “hits” que aparecen como mejores homólogos estructurales 

de Tb1-C-Grx1Δ76 (ver Figura 5.5 más adelante) En primer lugar, las proteínas que presentan mayor 

identidad estructural con el dominio Grx de Tb1-C-Grx1 son representantes prototípicos de Grx de clase 

II, con sitios activos CGFS y el loop β1-α2 conservado (Figura 5.4.C. Entre ellas se destaca las estructura de 

ScGrx5 (PDB ID 3GX8), GrxS14 de A. thaliana (PDB ID 3IPZ (Li et al., 2010a) y P. trichocarpa (PDB ID 2LKU 

(Wang et al., 2011)), el primer (PDB ID 3ZYW, no publicado) y segundo (PDB ID 2YAN, no publicado) 

dominio Grx de la Grx3/PICOT humana (Haunhorst et al., 2010) y, las formas holo de HsGrx5 (PDB ID 

2WUL, (Johansson et al., 2010) y de EcGrx4 (PDB ID 2WCI, (Iwema et al., 2009)). Todas las estructuras 

mencionadas más arriba pertenecen a organismos eucariotas, con la excepción de EcGrx4, la cual -sin 

embargo- solo alinea adecuadamente con Tb1-C-Grx1 en su forma holo y no en su forma apo (PDB ID 

1YKA, (Fladvad et al., 2005)). Esta sutil diferencia posee información relevante ya que, al comparar ambas 

estructuras es evidente que la mayor diferencia se da en la ubicación del loop β1-α2 precedente al sitio 

activo el cual adopta una conformación “eucariota” equivalente -por ejemplo- a la presente en la forma 

holo de HsGrx5 como consecuencia de interacciones con la otra subunidad del dímero (Iwema et al., 

2009; Johansson et al., 2010). Este cambio en el loop β1-α2 determina, además, que la porción 

aminoterminal de la hélice α2 se estructure llevando la cisteína del sitio activo (C30) a la posición 

conservada (Figura 5.4.D). En segundo lugar, el análisis de DALI muestra que varias Grx de clase I 

presentan un excelente alineamiento estructural con Tb1-C-Grx1, entre las que destaca algunas Grx de 

plantas como Populus tremula x tremuloides GrxS12 (PDB ID 3FZ9 y 3FZA, (Couturier et al., 2009)) y 

AtGrxC5 (PDB ID 3RHB para la forma apo y y 3RHC para la forma holo (Couturier et al., 2011)), las Grx 

ditiólicas de levaduras ScGrx1 y ScGrx2 (PDB ID 3C1S (Yu et al., 2008)) y 3CTG (Li et al., 2010b)) y la Grx 

ditiólica mitocondrial humana Grx2 (Figura 5.5). Nuevamente, se trata de proteínas de organismos 

eucariotas y recién en valores de Z-score cercanos al límite inferior considerado en este trabajo (Z-score 

≥10) aparecen Grx de clase I bacterianas o virales.  

En función de estos resultados y para llevar a cabo la comparación estructural contra Tb1-C-Grx1Δ76 se 

seleccionaron las estructuras de las proteínas indicadas en la Figura 5.5 y tratadas a continuación. Como 

modelo de Grx de clase II se seleccionó a las proteínas Grx5 y GrxS14. La primera es la Grx monotiólica 

mejor caracterizada, para la cual además existen decenas de artículos sobre su función biológica (por ej. 

(Bellí et al., 2002, 2004; Rodríguez-Manzaneque et al., 2002; Sagemark et al., 2007; Shakamuri et al., 2012; 

Tamarit et al., 2003; Wingert et al., 2005; Ye et al., 2010)) así como estructuras representativas de la forma 

apo (ScGrx5, PDB ID 3GX8 (Wang et al., 2009)) y holo (HsGrx5, PDB ID 2WUL (Johansson et al., 2010)). Si 

bien ambas proteínas pertenecen a distintas especies, poseen un 48% de identidad de secuencia entre 

ellas y sus estructuras son superponibles en prácticamente toda su extensión (rmsd de 1.4 Å) 

presentando las mayores diferencia en el loop β1-α2, el cis-Pro loop y la ubicación de la hélice α1 (Figura 

5.4.E). Generalmente las comparaciones las realizaremos con la estructura 2WUL ya que: i) presenta un 

rmsd respecto de 2LTK más bajo (Figura 5.5), ii) el sitio activo está mejor estructurado con la cisteína del 

sitio activo (C67) en posición aminoterminal de la hélice α2 (Figura 5.4.E) y iii) posee la ventaja adicional 
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de ser una estructura en forma holo (Figura 5.4.D). La segunda Grx de clase II considerada es la GrxS14 

(ver Figura 3.5), ya que: i) está bien caracterizada desde el punto de vista biológico y bioquímico 

(Bandyopadhyay et al., 2008; Cheng et al., 2006; Li et al., 2010a; Mapolelo et al., 2013; Wang et al., 2011), 

ii) se conocen dos estructuras de proteínas estrechamente emparentadas resueltas por diferentes 

técnicas (82% de identidad, rmsd 2 Å, ver más adelante) y iii) hay evidencia experimental de cuáles son 

los residuos involucrados en la unión de centros ferrosulfurados (Wang et al., 2011). La Grx de clase I 

escogida para las comparaciones es la HsGrx2, ya que se han reportado estructuras tanto de su forma 

apo (PDB ID 2FLS, no publicado) como holo (PDB ID 2HT9 (Johansson et al., 2007)) (Figura 5.4.F), sumado 

a una importante cantidad de resultados bioquímicos y biológicos que facilitan la interpretación de los 

resultados estructurales (Berndt et al., 2007; Hoff et al., 2009; Lillig et al., 2005; Mitra and Elliott, 2009). Su 

identidad de secuencia y rmsd respecto de Tb1-C-Grx1 es apenas superior al promedio de las estructuras 

de Z-score ≥10 (Figura 5.5). Adicionalmente, se conoce una tercera estructura para HsGrx2 resuelta por 

NMR en su forma apo y sin ligando (PDB ID 2CQ9, no publicado) la cual, sin embargo, no la consideramos 

en esta sección ya que su rmsd respecto de 2LTK es de 3.4 Å, sustancialmente mayor al indicado 

anteriormente. Sin embargo, es interesante destacar que la mayor diferencia entre las dos formas apo de 

HsGrx2 (PDB ID 2FLS y 2CQ9) se da en la conexión β1 -α2, región donde las Grx de clase II poseen el loop 

conservado previo al sitio activo y que comentaremos extensamente más adelante (Figura 5.4.F).  

 

5.6. Oligomerización en solución y dinámica de Tb1-C-Grx1Δ76 

La dinámica del esqueleto de enlaces amida fue investigada mediante experimentos de relajación. El 

tiempo de correlación (τc)76

                                                           
76 Si bien este trabajo no ahonda en la técnica de NMR, para comprender mejor estos resultados es necesario definir 
mínimamente estos parámetros. El tiempo de correlación τ c se define como el tiempo necesario para que una 
molécula rote 1 radian sobre sí misma y, evidentemente, está relacionado a propiedades del medio (viscosidad , 
temperatura) y a propiedades de la molécula (forma,tamaño). Cuanto mayor sea la molécula, mayor será su valor de 
τc  por lo cual este dato es informativo del estado de agregación de la proteína y de su globularidad. T1 y T2 son 
medidas del tiempo que le toma a la señal (magnetización) retornar al estado de equilibrio termodinámico por 
relajación (T1) o el tiempo en el cual se da la pérdida de coherencia (T2). Estos parámetros se determinan por 
experimentos específicos que permiten evaluar las propiedades dinámicas de las proteínas en el rango de ps a ms 
(en base a Cap. 8 del libro “Understanding NMR Spectroscopy” de James Keeler, disponible en 

 medido para Tb1-C-Grx1Δ76 fue de 7.9 ± 0.6 ns, equivalente al valor de 7.7 ns 

estimado por HYDRONMR (Bernadó et al., 2002) a partir de la estructura y correspondiente a una 

proteína de ~13 kDa. Esto confirma que la proteína es monomérica aún en las altas concentraciones 

usadas para NMR. El análisis de esta proteína por cromatografía de exclusión molecular acoplada a 

dispersión estática de luz en múltiples ángulos (SEC-MALS, por sus siglas en inglés) arrojó un peso 

molecular de 13.3 kDa, contra un valor esperado de 12.3 kDa (no mostrado). En función del peso 

molecular medido podemos estimar que una proteína globular de esta masa tendría un radio 

hidrodinámico (rH) de 18.6 Å si estuviera completamente plegada y de 32.2 Å si estuviera completamente 

desplegada (Wilkins et al., 1999). El valor de rH determinado para Tb1-C-Grx1Δ76 fue de 19 Å, indicando 

http://www-
keeler.ch.cam.ac.uk/lectures/Irvine).  
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que se trata de una proteína plegada y relativamente compacta, aunque de volumen hidrodinámico 

ligeramente superior al esperado según su secuencia, en coincidencia con los resultados de SEC 

presentados en el Capítulo 4. Las medidas de 15N-{1H}-NOE apuntan en la misma dirección, mostrando 

que la proteína es relativamente rígida y con un esqueleto de muy limitada dinámica conformacional a 

excepción de unos pocos residuos y los extremos amino- y carboxiloterminal (Figura 5.6.A-C) (ver a 

continuación). Estos resultados, si bien representan diferentes aproximaciones, son cualitativamente 

coincidentes con la dispersión conformacional de los 20 confórmeros mostrados en la Figura 5.3.D.  

El programa HYDRONMR (Bernadó et al., 2002) también provee de un método para calcular los valores 

de tiempos de relajación T1 y T2 a partir de una estructura proteica y la desviación entre los valores 

calculados y medidos puede ser relacionada a fenómenos de intercambio químico o movimientos 

internos en la proteína. Como se puede ver en la Figura 5.6.D, la comparación del cociente T1/T2 entre los 

valores medidos y calculados muestra claramente que algunas regiones poseen valores experimentales 

sustancialmente más grandes que los calculados. Dejando de lado los extremos de la proteína la zona de 

mayor diferencia se concentra en torno a los residuos 136-145 pertenecientes al extremo 

carboxiloterminal de la hélice α3 y al loop α3-β3 lo que sugiere que esta región posee un intercambio 

conformacional en el rango de los μs -ms (Figura 5.6.E). En coincidencia algunos de los residuos de esta 

región (S140, W142, T144 e I145) mostraron un ensanchamiento de sus picos en los espectros 2D 15N-

HSQC (Figura 5.2). Es importante destacar que el loop α3-β3 contiene el residuo de prolina conservado en 

todas las estructuras con plegamiento tiorredoxina (P146 en Tb1-C-Grx1) y que por este motivo recibe el 

nombre de “cis-Pro loop”. Se trata de una región de largo y composición relativamente conservada en 

todas las Grx -a excepción de las de clase III (Couturier et al., 2010)- y que, en el caso particular de las Grx 

de clase II, generalmente contiene a otro residuo de prolina ubicado en un motivo WPT altamente 

conservado (Figura 5.5). 

 

5.7. Dinámica conformacional del ”cis-Pro loop”  

La dinámica conformacional en el rango de los μs -ms en la región de cis-Pro loop no había sido 

previamente identificada para ninguna Grx y desconocemos si es un comportamiento conservado en 

otras proteínas de esta familia. A modo de comparación, el único caso de dinámica conformacional 

estudiado por NMR en esta familia es el de la Grx1 humana (clase I, sitio activo CPYC) en donde los 

autores demostraron que en ausencia de GSH (sustrato) la proteína no presenta regiones móviles con 

equilibrios conformacionales en los rangos de tiempo identificados para la dinámica conformacional del 

cis-Pro loop de Tb1-C-Grx1Δ76 (Jensen et al., 2011). A pesar de que la identidad de secuencia entre Tb1-C-

Grx1 y las estructuras de Grx que elegimos como homólogos estructurales es ~30%, el esqueleto de las 5 

estructuras es superponible sin grandes desviaciones y los elementos de estructura secundaria coinciden 

prácticamente en toda su extensión, incluyendo la hélice α3 (Figura 5.7.A). Más aún, la posición de la cis-

Pro es prácticamente idéntica en todas las estructuras, si bien la distancia entre este residuo y la cisteína 
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aminoterminal del sitio activo es más larga en Grx de clase II (~6 Å) que en Grx de clase I (~5 Å) (no 

mostrado)77

Continuando con el mismo razonamiento, al compara los cis-Pro loops presentados en la Figura 5.7.B es 

posible identificar tres posiciones bien diferenciadas para el mismo, que denominamos: i) “abierta”, 

como la presente en Tb1-C-Grx1Δ76, ii) “intermedia”, como la presente en las otras Grx de clase II y iii) 

“cerrada”, como la presente en las Grx de clase I. Las dos estructuras comparadas en la Figura 5.7 que 

poseen el cis-Pro loop en forma “cerrada” corresponden a las estructuras apo y holo de HsGrx2, donde 

vemos que claramente el cis-Pro loop ocupa la misma posición en ambas (ver también Figura 5.4.F), lo 

que no había sido destacado previamente para ningún par de estructuras apo y holo de Grx. Una posible 

explicación para el desplazamiento de este loop en las estructuras de HsGrx2 es la unión de ligando, ya 

que en ambas estructura está presente GSH unido no covalentemente, el cual interacciona con residuos 

de la hélice α3 y del propio loop. Sin embargo, al comparar las dos estructuras disponible de HsGrx2 en 

forma apo comentadas más arriba –una resuelta por cristalización y con GSH unido no covalentemente y 

la otra por NMR y sin ligando- con la estructura en forma holo de la misma proteína vemos que la 

ubicación del cis-Pro loop es muy similar, si bien no idéntica (ver Figura 5.4.F presentada anteriormente). 

El pequeño alejamiento del cis-Pro loop fuera del surco de unión a GSH en la forma apo de HsGrx2 

resuelta por NMR (PDB ID 2CQ9) podría atribuirse a la ausencia del “efecto ancla” que ejerce el GSH entre 

la región de la hélice α3 y el cis-Pro loop con el extremo aminoterminal de la hélice α2 y el final de β1 

(Figura 5.4.D). De hecho, el cambio más evidente entre las estructuras resueltas con GSH unido y la forma 

libre de ligando es la posición del loop β1-α2 (ver próxima sección), lo que apoya la idea de que en Grx de 

clase I la región de sitio activo se estructura en presencia de ligando, como se desprende de los 

experimentos de dinámica por NMR realizados para la Grx I de levadura comentados más arriba (Jensen 

et al., 2011). Reforzando esta idea, al comparar el otro par de estructura apo y holo correspondientes a 

una Grx de clase I (AtGrxC5, ver Figura 5.5 (Couturier et al., 2011)) vemos que este patrón se conserva y 

los cis-Pro loop de ambas estructuras son superponibles entre ellos (Figura5.7.C) y superponibles a los cis-

Pro loop de HsGrx2 en sus dos formas (no mostrado). Es interesante remarcar que las dos estructuras de 

AtGrxC5 poseen GSH unido y que no poseemos información sobre la ubicación del cis-Pro loop en la 

. Otro residuo conservado en esta región es el residuo hidrofóbico previo a la cis-Pro 

(generalmente isoleucina) el cual ha sido indicado como un residuo clave en la modulación de la 

reactividad del sitio activo en proteínas con plegamiento Trx ya que se encuentra a corta distancia de la 

cisteína aminoterminal (generalmente <4Å) y es capaz de afectar tanto su posicionamiento como su 

ionización (Ren et al., 2009). Como era previsible en función de la distancia de los residuos de cis-Pro, en 

las Grx de clase I se conserva una geometría “tipo tiorredoxina” con el residuo hidrofóbico a 4-5 Å del 

sitio activo, mientras que en Grx de clase II la distancia es promedialmente más grande (>6Å, Figura 

5.7.D), además de que la conservación de esta posición es menor (Figura 5.5). Ambos resultados podrían 

contribuir a explicar porqué las Grx de clase II generalmente no poseen actividad redox.  

                                                           
77 Este resultado se evidencia en la Figura 5.7.D pero no se indica allí para mantener la figura lo más simple posible.  
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forma sin ligando, pero podemos especular que estará en una conformación ligeramente más abierta 

que la reportada en las estructuras de la Figura 5.7.C. 

Las posiciones “intermedias” corresponden a Grx de clase II (Figura 5.7.B). La estructura de HsGrx5 fue 

resuelta en su forma holo y, si bien no poseemos la estructura en forma apo para comparar, se ha 

reportado la estructura de apo-ScGrx5. En la Figura 5.4.E podemos ver que estas estructuras no 

presentan importantes diferencia en la posición del cis-Pro loop. La otra proteína de clase II para la cual 

existen estructuras en forma apo y holo es EcGrx4 (Fladvad et al., 2005; Iwema et al., 2009). Como se 

puede ver en la Figura 5.4.D, las dos formas holo (HsGrx5 y EcGrx4) presentan cis-Pro loop prácticamente 

superponibles, mientras que la forma apo de EcGrx4 no. Una posible explicación para la ubicación dispar 

de esta región en la forma apo de EcGrx4 es que la estructura de la misma es la única resuelta por NMR. 

En esta línea, especulamos que la dinámica que observamos para el cis-Pro loop en Tb1-C-Grx1Δ76 es 

una propiedad intrínseca de las Grx de clase II en su forma apo y que la cristalización selecciona o 

determina la observación de conformaciones más rígidas que las observables al estudiar la proteína en 

solución por NMR, como fue nuestro caso. En esta línea, la posición intermedia del cis-Pro loop en la 

estructura de AtGrxS14 representaría una posición equivalente a la de Tb1-C-Grx1Δ76, solo que 

observada en estructuras cristalinas. Para poner a prueba esta hipótesis aprovechamos la existencia de 

dos estructuras muy similares de GrxS14 (AtGrxS14 y PtGRxS14) resueltas por diferentes técnicas. Como 

se puede ver en la Figura 5.5, tanto la extensión como la secuencia que comprenden a la hélice α3 y el 

cis-Pro loop de estas proteínas es altamente conservada. Al comparar la posición del cis-Pro loop en las 

dos estructuras de GrxS14 respecto de 2LTK vemos que la estructura resuelta por NMR (PDB ID 2LKU) 

posee una conformación intermedia entre 2LTK y 3IPZ (Figura 5.7.E), lo que apoya la idea de considerar 

que en la Grx de clase II el cis-Pro loop es una región móvil y que esta dinámica se refleja mejor en las 

estructuras resueltas por NMR. Una forma posible de aproximarse a la dinámica conformacional en 

estructuras cristalográficas es el análisis de factores B (Smith et al., 2003), los cuales son considerados 

indicadores de desorden estático y/o dinámico e, indirectamente, de propiedades dinámicas, si bien la 

relación entre los mismos y la dinámica que se puede determinar por NMR no está claramente definida 

(Reichert et al., 2012). Al graficar los factores B normalizados de las 4 estructuras cristalográficas que 

estamos usando como referencia podemos ver que, efectivamente, la región correspondiente a la hélice 

α3 y el cis-Pro loop poseen factores B ligeramente mayores al promedio de los demás residuos (Figura 

5.7.F). Este resultado es particularmente interesante en la forma apo de AtGrxS14 ya que, si bien en la 

estructura cristalina de 3IPZ no se refleja la flexibilidad de este loop, los factores B de la hélice α3 son más 

altos que el promedio.  

Finalmente, es importante destacar que si bien la hélice α3 y el cis-Pro loop están lejanos en secuencia 

respecto del sitio activo, ambos elementos están estrechamente relacionados al mismo y, como veremos 

al final de este capítulo, hay una estrecha conexión entre el extremo aminoterminal desordenado de la 

proteína (región NTE) y la hélice α3 a través de la hélice α1. Más aún, la región NTE interacc iona con 

residuos de la hélice α3 y del cis-Pro loop (ver Figura 5.12 más adelante) y probablemente afecte de 
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manera sustancial algunas propiedades del sitio activo. A modo de ejemplo, la forma FL de la proteína es 

capaz de coordinar centros ferrosulfurados de manera relativamente estable, mientras que la forma 

trunca (Δ76) no lo es, como se comentó en el capítulo anterior. En este trabajo resolvimos la estructura 

de Tb1-C-Grx1Δ76 y pudimos observar que el cis-Pro loop se encuentra en una posición lejana al sitio de 

unión de GSH, más inclusive que en otras Grx de clase II. En este sentido, es probable que esta posición 

sea una consecuencia de la ausencia de la región NTE la cual podría afectar la posición de la misma, 

acercando los residuos claves para la unión de GSH a una geometría adecuada y generando la 

posibilidad de ensamblar centros ferrosulfurados más establemente. Más aún, quizás la región NTE 

participe en la unión de T(SH)2 durante la coordinación del cluster, explicando así la mayor eficiencia de 

este tiol en el ensamblado de centros ferrosulfurados respecto a GSH. Adicionalmente, el efecto de la 

región NTE a través de la hélice α3 podría ser responsable de la diferente reactividad de la forma FL y Δ76 

con mBBr (Figura 4.12). En términos más generales, este tipo de análisis extendido a otras Grx clase I y II 

permitiría discriminar si la dinámica que presenta la región del cis-Pro loop es una característica 

conservada en las Grx de clase II y si se mantiene o no en presencia de ligando (GSH u otros). Por el 

momento, y en función de la evidencia aquí presentada, podemos sugerir que el cis-Pro loop en Grx de 

clase II presenta una forma “abierta” y con dinámica confomacional en el rango de los μs -ms en las 

formas holo y se “cierra” sobre el sitio de unión a GSH en las formas “holo”. La dinámica de este lazo 

podría estar asociada la transferencia de centros ferrosulfurados la cual ocurre en rangos de tiempo 

compatibles con los aquí presentados (Mapolelo et al., 2013).  

 

5.8. Estructura del sitio activo y del loop β1-α2  

Como se comentó, la cisteína 104 está localizada en el extremo aminoterminal de la hélice α2, en una 

posición equivalente a todas las estructuras de Grx seleccionadas (Figura 5.7.A) y a las oxidoreductasas 

que conservan el plegamiento Trx (ver Figura 2.2). En el caso de Tb1-C-Grx1 la estructura del sitio activo 

está estabilizada por puentes de hidrógeno entre el grupo NH del enlace amida de M103 (M103-NH) y el 

oxígeno carboxílico del enlace amida de K96 (K96-O’) y entre K96-NH y el oxígeno de la cadena lateral de 

S107 (Figura 5.8.A). El residuo de K96 está muy conservado en Grx (Figura 5.5) y ha sido indicado como 

uno de los residuos involucrados en la unión de GSH en otras Grx. En la estructura de Tb1-C-Grx1Δ76 el 

grupo amonio de su cadena lateral queda ubicado en la misma dirección que el tiol del sitio activo y a 4.8 

± 0.4 Å de distancia (promedio de los 20 confórmeros) lo que sugiere que es capaz de afectar el entorno 

electroestático del tiol. El posicionamiento de este residuo de lisina próximo al sitio activo está 

determinado por dos factores: i) la cadena principal de la lisina participa de un elemento de estructura 

secundaria que la mantiene muy próxima al sitio activo (ver a continuación) y ii) la cadena lateral de K96 

posee importante interacciones de van de Waals con los residuos hidrofóbicos que lo rodean, 

fundamentalmente V126, L127 e I145 (Figura 5.8.A). Es interesante destacar que el residuo de V126 forma 

parte del surco donde se coloca el GSH (ver próxima sección) y está en contacto con la hélice α3 a través 

de V136, mientras que la isoleucina 145 pertenece al cis-Pro loop comentado anteriormente (Figura 5.5). 
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En coincidencia con la relación que poseen los residuos K96, C104, V126 y L127 con el cis-Pro loop los 

mismos también muestran dinámica conformacional en el rango de los μs -ms en los experimentos de 

relajación mostrados en la Figura 5.6, aunque menos marcada que la hélice α3 y el cis-Pro loop en sí 

mismo.   

Al comparar la estructura del sitio activo de las diferentes Grx podemos ver que no hay importantes 

diferencias en la geometría del mismo, ni en su ubicación respecto de los elementos de estructura 

secundaria ni en la disposición de las cadenas laterales (Figura 5.8.B-C). La diferencia más relevante es 

que la proteína de T. brucei posee una tirosina en la posición +3 luego de la cisteína del sitio activo 

(Y106), posición que es generalmente ocupada por una fenilalanina en las Grx de clase II. La tirosina es 

común en Grx de clase I como la HsGrx2 y determina la ubicación de un grupo capaz de generar 

interacciones polares además de hidrofóbicas en una posición expuesta al solvente y cercana a C104 

(Figura 5.8.D-C). Al analizar las estructuras disponibles para holo Grx se puede ver que este residuo 

participa tanto en la unión de GSH como en el aislamiento del clúster del solvente pero, 

interesantemente, en el caso de las Grx de clase I la unión del mismo determina un cambio en los 

ángulos de enlace de la tirosina hacia rotámeros que se denominan “de alta energía” ya que no son los 

más favorables (Couturier et al., 2011; Iwema et al., 2009; Johansson et al., 2007, 2010; Rouhier et al., 

2007). En coincidencia, la posición de este residuo de tirosina en la forma apo de Tb1-C-Grx1Δ76 coincide 

con el residuo equivalente en la forma apo de HsGrx2, mientras que en la forma holo-HsGrx2 el mismo 

está rotado ~100° (Figura 5.8.C).  

Como se comentó, Tb1-C-Grx1 posee una extensión del loop β1-α2 típica de las Grx de clase II y ausente 

en Grx de clase I. Si bien el loop comienza en K96, este residuo no es diferencial entre Grx de clase I y II. 

Adicionalmente, todas las Grx poseen al menos 2 residuos entre esta lisina conservada y la cisteína 

aminoterminal del sitio activo (Figura 5.5). En todas las Grx de clase II para las cuales se conoce la 

estructura este loop protruye hacia afuera del core de la proteína y no establece contactos con los 

residuos del entorno del sitio activo, los cuales están sobre la otra cara de la hélice α2 (Fi gura 5.8.E). 

Adicionalmente, el loop es relativamente hidrofóbico pero en todas las estructuras posee un residuo 

cargado en una posición central del mismo (E100 en Tb1-C-Grx1), el cual no presenta interacciones 

evidentes con otros residuos cargados (Figura 5.8.F). Al analizar en detalle la estructura de este loop en la 

proteína de T. brucei podemos ver que el lazo que forma está estabilizado por un enlace de hidrógeno a 

nivel del esqueleto de los dos residuos que lo delimitan (K96 y M103) y por interacciones hidrofóbicas 

con la hélice α2 (Figura 5.8.G), lo cual coincide con los resultados de relajación que indican que este 

región tiene una movilidad muy restringida78

                                                           
78 De hecho, en la Figura 5.6.D puede verse que esta región tiene una movilidad medida menor que la calculada, 
indicando que hay factores que afectan su movilidad que no son evidentes en la estructura. 

. Este tipo de elemento de estructura secundaria posee 

todas las características que distinguen a un lazo omega (“omega loop”). Los lazos omega  fueron 

identificados por Rose a final de los ‘80 (Leszczynski and Rose, 1986) y se caracterizan por ser elementos 

de estructura secundaria de 6-16 aminoácidos de largo que forman un lazo con sus extremos muy 
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próximos. Los mismos son casi exclusivamente elementos de superficie, protruyendo hacia afuera del 

core de la estructura proteica y generalmente poseen al comienzo un residuo de glicina conservado y un 

residuo de prolina, permitiendo de esta forma un cambio de dirección de la cadena polipeptídica, así 

como un residuo en cis u otra prolina más adelante, lo que introduce un nuevo giro en la dirección de la 

cadena (Fetrow, 1995; Pal and Dasgupta, 2003). Todas estas características están conservadas en el loop 

β1-α2 presente en Tb1-C-Grx1 y otras Grx de clase II, por lo cual consideramos que corresponde su 

denominación como omega loop. 

Los omega loops han sido identificados en varios tipos de proteína y son, generalmente, elementos que 

participan en la interacción con sustratos o modulan aspectos catalíticos de enzimas (Fetrow, 1995; Pal 

and Dasgupta, 2003). Si bien desconocemos cual es el rol del lazo omega conservado en las Grx de clase 

II, se han elaborado algunas hipótesis basadas en evidencia estructural. Para EcGrx4 se ha postulado que 

este loop actuaría como un “conmutador conformacional” que facilitaría el ensamblaje y la liberación de 

centros ferrosulfurados unidos por esta proteína con GSH como ligando (Iwema et al., 2009) ya que, 

como se puede ver en la Figura 5.4.D, la posición de este lazo difiere significativamente entre la forma 

holo y apo. En este mecanismo juega un papel protagónico la S33 del motivo CGFS cuyo hidroxilo es 

capaz de establecer puentes de hidrógeno con el residuo que precede a la cisteína del sitio activo (S29) 

en la forma apo y con el NH del enlace amida de K22 (equivalente a K96 en Tb1-C-Grx1) en la forma holo. 

En el primer escenario esta interacción tensa la región carboxiterminal del omega loop determinando el 

alejamiento de la cisteína de sitio activo (C30) de una posición favorable para unir el clúster, mientras 

que en el segundo escenario el puente de hidrógeno acerca los dos extremos del loop ubicando a la 

cadena lateral de K22 en una posición óptima para unir al grupo carboxilato del residuo de glicina del 

GSH y a la vez determina la liberación de C30 para quedar en una orientación adecuada para unir el 

metal (Fladvad et al., 2005; Iwema et al., 2009). Este mecanismo podría estar conservado en Grx 

bacterianas de clase II, donde se conserva la serina en la posición correspondiente a S29 (no mostrado) 

pero probablemente no en Tb1-C-Grx1Δ76 (la posición equivalente es ocupada por M103) u otras Grx 

eucariotas.  

También se ha asociado la presencia del omega loop a la ausencia de actividad redox (Comini et al., 2013; 

Mesecke et al., 2008) si bien no se ha propuesto una explicación conformacional adecuada. Analizando 

detalladamente las estructuras de Grx de clase I y II podemos ver que en las de clase I el pequeño lazo 

que conecta β1 con α2 no tiene sus extremos “anclados”, permitiendo una separación mayor entre la 

cisteína aminoterminal del sitio activo y la lisina conservada (8.4 Å entre C37 y K34 de HsGrx2, cadena A) 

que la que se encuentra en las Grx de clase II  (5.7 Å en HsGrx5, cadena A; 5.6 Å en EcGrx4, cadena A y 4.8 

Å en Tb1-C-Grx1Δ76). Nosotros interpretamos que esta diferencia es relevante a la hora de explicar la 

ausencia de actividad redox en Grx de clase II ya que en Grx de clase I esta lisina (K34 en HsGrx2, Figura 

5.8.H) ocupa una posición que permite el correcto posicionamiento de la cisteína de GSH hacia el tiol de 

C37 (relativamente accesible al solvente) que facilitaría el reconocimiento del sustrato oxidado (disulfuro 

mixto entre GSH y proteína blanco) y que tenga así lugar la reacción de reducción (deglutationilación, en 
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este ejemplo). Por el contrario, el arreglo espacial de estos mismos residuos es diferente para Grx de clase 

II, donde justamente la conexión β1-α2 se encuentra anclada en sus extremos, los cuales están a la mitad 

de la distancia (4-5Å), arrastrando la lisina hacia la hélice α2 como se ve en el caso de Tb1-C-Grx1Δ76 

(Figura 5.8.G). Si bien la nueva posición de la lisina no necesariamente altera la unión no covalente de 

GSH a Grx (ver por ej. en HsGrx5 y EcGrx4), determina el alejamiento del tiol de GSH de la cisteína de sitio 

activo, impidiendo de esta forma el ataque nucleofílico del mismo para formar el disulfuro.  

Esta propuesta sugiere una explicación completamente original y basada en información estructural y 

bioquímica de porqué las Grx de clase II no tienen actividad redox. Obvviamente, esto no implica que 

podamos descartar de plano que las Grx de clase II sí posean actividad redox con sustratos aún no 

identificados. Más aún, por las funciones conocidas de otros omega loops podemos especular que el 

mismo podría oficiar como región de reconocimiento para blancos específicos aún no identificados.  

Por último, es interesante considerar el posible rol del omega loop como “interruptor molecular” para 

intentar explicar el cambio de reactividad observado para C104 en los experimentos de pKa mostrados 

en el Capítulo 4. La corta distancia entre K96 y el tiol de C104 sugiere que el grupo amonio de la lisina 

podría actuar como base y desprotonar a C104 y, a su vez, el tiolato formado está a distancia adecuada 

para formar un puente de hidrógeno con el oxígeno de la cadena principal de M103 (distancia ~3 Å). 

Adicionalmente, el grupo hidroxilo de Y106 del sitio activo se encuentra próximo a C104 y podría estar 

afectando la ionización de C104 mediante puentes de hidrógeno con grupos no convencionales, como 

ha sido descrito para otras Grx (Foloppe and Nilsson, 2004). Estas interacciones podrían explicar el bajo 

pKa medido para C104 (Capítulo 4), pero no la caída en reactividad a partir de pH 5. Un fenómeno de 

estas características podría estar asociado a la participación de un segundo residuo capaz de ceder un 

hidrogenión al tiolato de C104, disminuyendo su reactividad para actuar como nucléofilo. Este tipo de 

intercambio es generalmente llevado a cabo por residuos con cargas negativas como el ácido glutámico 

y el aspártico (Witt et al., 2008). Al inspeccionar la estructura de Tb1-C-Grx1 no se identifican grupos 

ionizables con estas características vecinos a C104 en un radio de 5 Å (no mostrado), por lo tanto 

debemos considerar como una explicación probable a este efecto que el incremento de pH induce un 

cambio conformacional en la región que contiene a C104 o en alguna otra que termine provocando que 

su tiol no permanezca expuesto al solvente (por ej. por impedimento estérico de Y106). Un efecto 

conformacional de estas características es el que tiene lugar en la llamada “transición alcalina” del 

citocromo c, en donde se da un cambio en la coordinación en el entorno del hemo producto de un 

cambio conformacional inducido por el desplegamiento de un omega loop conservado, asociado a su 

vez a la protonación de uno o más residuos de lisina (Maity et al., 2006). También existe la posibilidad de 

que el cambio conformaciónal inducido por pH esté asociado a la protonación-desprotonación del 

residuo E100, pero esto requiere una demostración experimental en esta y otras Grx de clase II. 
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5.9. Extremo carboxilo terminal y entorno de la cisteína 181 

Los residuos correspondientes al extremo carboxiloterminal (178-182), ubicados a continuación de la 

hélice α5, no poseen una estructura secundaria regular (Figura 5.3.B), como había sido predicho por los 

programas de análisis de secuencia comentados en el Capítulo 3. Sin embargo, la región que contiene a 

la C181 es rígida, como lo demuestra el hecho de que posee un valor promedio de 15N-{1H}-NOEs de 0.7, 

inferior al promedio de las regiones estructuradas de las proteína (0.8) pero significativamente mayor al 

de las regiones móviles como el cis-Pro loop (Figura 5.6). Es interesante explorar cuales son las 

interacciones que mantienen a C181 en una conformación espacial bien definida, particularmente 

teniendo en cuenta los resultados de oxidación presentados en el Capítulo 4. Lo primero a destacar es 

que, entre las estructuras escogidas como homólogos estructurales de Tb1-C-Grx1, solo HsGrx5 posee 

una extensión posterior al final de la hélice α5 comparable a la presente en la proteína de tripanosomas 

(Figura 5.9.A). En Tb1-C-Grx1Δ76 la extensión que posee a C181 está conectada al core de la proteína por 

una extensa red de contactos hidrofóbicos que involucran V91 al comienzo de la hebra β1, L119 al final 

de la hélice α2, isoleucina 150 al final de la hebra β3, L174 en la hélice α5 e isoleucina 179 en la extensión 

que contiene a C181 (Figura 5.9.B). Tres de estos residuos (V91, L174 e I179) son específicos de Tb1-C-

Grx1 y conservados solo en Grx de tripanosomátidos (ver Figura 3.1), lo cual puede sugerir que esta red 

de interacciones es conservada dentro del género. La hélice α5 posee una cara netamente hidrofóbica 

que mira hacia el interior de la proteína y participa de manera esencial en la estabilización de este parche 

hidrofóbico. A pesar de no poseer identidad de secuencia ni residuos conservados con la hélice α5 de  

Tb1-C-Grx1 (Figura 5.5), la contraparte estructural en HsGrx5 también se encuentra anclada al core de la 

proteína mediante una extensa red de contactos hidrofóbicos (no mostrado). Sin embargo, algo 

distintivo en Tb1-C-Grx1 es que la otra cara de esta hélice se haya poblada por una gran densidad de 

residuos cargados, incluyendo los residuos básicos K171, K172, K177 y R175 y los residuos ácidos D176 y 

D169, además del grupo carboxílico del extremo carboxiloterminal, el cual está en dirección hacia las 

cadenas laterales de R175 y K171, a una distancia de entre 3.1 y 4.1 Å, y probablemente aporte a la 

estabilización de este extremo de la proteína mediante interacciones salinas (Figura 5.9.C). K177, por su 

parte, ocupa la posición que en Grx de clase I es conservadamente ocupada por un residuo de cisteína 

que forma un disulfuro estructural con otra cisteína ubicada al comienzo de la hebra β1 (Figura 4.5, 

capítulo anterior). Como se mencionara anteriormente, la cadena lateral de la C181 se encuentra poco 

accesible al solvente, esto se debe fundamentalmente a que el tiol se encuentra formando puentes de 

hidrógenos colineares con los átomos de oxígeno de la cadena principal de I179 y R183 (Figura 5.9.C). 

Además, el puente de hidrógeno ente C181-SHγ y R183-O´ es responsable de que el extremo de la 

proteína no quede totalmente libre en el solvente y se repliegue sobre la estructura de la misma. En 

particular llama la atención la ubicación de la cadena lateral del último aminoácido, L184, la cual en 

varios confórmeros cubre a C181, contribuyendo a reducir su accesibilidad al solvente. Si bien no 

detectamos interacciones electrostáticas directas entre el átomo de azufre y grupos aminos de los 

residuos de lisina y arginina circundantes, no podemos descartar que la distribución de cargas positivas 

(R183, K177, R175 y K170) que circundan a este residuo pueda afectar globalmente su estado de 
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protonación y explicar, al menos parcialmente, que el pKa de C181 sea una unidad inferior al esperado 

para una cisteína “no catalítica” (Capítulo 4). Otra característica interesante de esta región es la 

distribución específica de cargas alternadas en su superficie (Figura 5.9.D-E), la cual podría estar 

implicada en la interacción de la proteína con GSSG y el disulfuro de Gsp durante el proceso de oxidación 

de Tb1-C-Grx1 y en los consiguientes cambios conformacionales comentados anteriormente (Figura 4.9). 

De acuerdo al modelo propuesto, la formación de un disulfuro mixto con GSSG o el disulfuro de Gsp 

ocurriría primariamente con C181 y, en principio, no requeriría de ninguna interacción previa entre 

proteína y oxidante (ver próxima sección). Sin embargo la incorporación de estas moléculas a C181 

podría desestabilizar a la hélice α5 y la región carboxiloterminal de la proteína, llevando al debilitamiento 

de las interacciones hidrofóbicas entre la hélice α5 y el core de la proteína, induciendo así el cambio 

conformacional necesario para que la C181 tiolada se aproxime a la C104 y se dé la segunda reacción de 

intercambio tiol-disulfuro que originará el disulfuro intramolecular C104-C181. Los residuos de glicina 

que ocupan las posiciones conservadas 156 (loop β4-α4) y 168 (loop α4-α5) podrían oficiar de bisagras 

que facilitarían dichos cambios conformacionales sin alteraciones mayores en la estructura secundaria de 

la proteína. En esta línea, vale la pena recordar que Melchers y colaboradores (Melchers et al., 2007) 

determinaron que el disulfuro de Gsp resultó ser más eficiente que GSSG para oxidar a Tb1-C-Grx1 lo cual 

puede deberse a que el Gsp es mejor grupo saliente que el GSH, como plantean los autores, o también a 

que el motivo espermidina presente en el Gsp podría contribuir a la interacción con la región 

carboxiloterminal y a la estabilización del producto tiolado en posición adecuada cercana al surco de 

unión a GSH y el residuo C104. Queda pendiente la validación de este modelo mediante el estudio del 

proceso de oxidación en mutantes sitio específicos por técnicas bioquímicas y NMR. No se nos escapa 

que plantear un mecanismo de estas características implica, en última instancia, sugerir que Tb1-C-Grx1 

sí posee actividad reductasa de GSSG y Gsp disulfuro dependiente de T(SH)2 o una oxidoreductasa 

ditiólica como TXN (Filser et al., 2008).   

 

5.10. Unión de tioles de bajo peso molecular 

Recientemente, Deponte presentó una detallada revisión de los mecanismos enzimáticos por los cuales 

diferentes proteínas (GST, glioxalasas, peroxidasas dependientes de glutatión, etc.) usan GSH para 

cumplir funciones redox (Deponte, 2013). Más allá de las diferencias específicas de cada familia, en 

general se conoce con cierto nivel de detalle el mecanismo por el cual estas proteínas usan la química 

redox del GSH para la catálisis. La excepción son las Grx, en donde la interacción entre Grx y GSH o GSSG 

está lejos de ser comprendida. Esta situación se agrava en nuestro caso particular, donde T(SH)2 y el Gsp 

también son posibles ligandos. Repasando brevemente el mecanismo propuesto para Grx detallado en 

la Introducción, vemos que ya sea para la reducción de disulfuros o para la coordinación de centros 

ferrosulfurados, las Grx deben unir una molécula de GSH y activarla para realizar una función que, en 

ausencia de la proteína, este tiol realiza muy ineficientemente (Manta et al., 2013b). Las Grx se consideran 

enzimas bisustraticas de tipo “ping-pong”, es decir, en las cuales no es cinéticamente observable  la 
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formación de complejos ternarios. Al igual que para otras enzimas bisustráticas, en las enzimas “ping-

pong” los parámetros enzimáticos como la constante de Michaelis (KM) o la velocidad máxima (Vmax) se 

obtienen a partir de curvas de velocidad inicial en función de la concentración de un sustrato a una 

concentración fija -generalmente en exceso- del segundo sustrato. En estas enzimas el KM medido 

(aparente) refleja una relación entre las constantes cinéticas individuales de la reacción catalizada en ese 

paso y los valores “intrínsecos” deben ser derivados de gráficos secundarios (Dalziel et al., 1957; Gallogly 

et al., 2009). En los casos mejor estudiados (Eckers et al., 2009; Gallogly et al., 2008, 2009; Mesecke et al., 

2008; Peltoniemi et al., 2006; Srinivasan et al., 1997; Yang and Wells, 1991), las Grx han mostrado gráficos 

secundarios que se proyectan hacia el origen indicando un mecanismo de “reacción por encuentro” sin 

formación de complejo de Michaelis, es decir, donde la interacción enzima-sustrato no es cinéticamente 

detectable. Estos resultados chocan con la mayoría de la literatura sobre Grx, en donde se menciona la 

existencia de un sitio estructural preexistente y conservado de unión a GSH, denominado generalmente 

“surco de unión de GSH”, el cual se ha definido por estudios estructurales y de mutagénesis (Bellí et al., 

2002; Berndt et al., 2007; Couturier et al., 2011; Feng et al., 2006; Fladvad et al., 2005; Wang et al., 2011; 

Zaffagnini et al., 2012). Llamativamente, este sitio de unión involucra los mismos tipos de interacciones  

tanto en las Grx catalíticamente activas que en las que no lo son, o inclusive en aquellas que unen no 

covalentemente el GSH para asistir en la coordinación de centros ferrosulfurados. Como se comentó en 

el Capítulo 3, la mayoría de los residuos considerados como esenciales para la unión de GSH están 

conservados en Tb1-C-Grx1, si bien no se conoce función biológica para la misma que dependa de este u 

otro tiol. En esta sección exploraremos los aspectos conformacionales de la unión de tioles de bajo peso 

molecular a Tb1-C-Grx1, tanto en su forma FL como trunca.  

  

5.10.1. Estructura y conservación del sitio de unión a glutatión en Tb1-C-Grx1Δ76  

Los residuos indicados como importantes en la unión de GSH son conservados y, más allá de que pueden 

variar ligeramente entre diferentes Grx, la naturaleza química de las interacciones que establece la 

proteína con el tiol son similares en todos los casos. Como norma, los residuos de unión a GSH se 

distribuyen en una región definida de la superficie proteica la cual generalmente presenta una 

importante densidad de carga otorgada por residuos básicos conservados (Comini et al., 2013; Manta et 

al., 2013a). Tb1-C-Grx1 no es la excepción y la mayoría de los residuos conservados a nivel de secuencia 

se concentran en la región próxima al sitio activo (Comini et al., 2013). Entre estos residuos K96, C104, 

T144, D159 y R133 han sido mostrados como cruciales para la unión de GSH y el ensamblado de centros 

ferrosulfurados en varias Grxs y poseen una ubicación muy conservada en las estructuras que venimos 

considerando para comparar con Tb1-C-Grx1Δ76, definiendo los cuatro extremos del surco de unión a 

GSH (Figura 5.10.A). De hecho, como se puede ver en la Figura 5.5 la conservación de los mismos es muy 

alta e independiente de la clase. Tres de las cinco estructuras que estamos considerando en la 

comparación poseen GSH unido no covalentemente. Al mapear las moléculas de GSH sobre la estructura 

de Tb1-C-Grx1Δ76, las mismas no quedan completamente ubicadas en posición adecuada para 
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recapitular los contactos nativos que poseen en las respectivas estructuras (Figura 5.10.B). Las 

desviaciones más importante que se observan al comparar estos modelos estructurales son: i) como se 

comentó, la cadena lateral de K96 es tironeada por el omega loop y su grupo amonio se aleja del 

carboxilato del residuo de glicina del GSH (distancia de 3.6 Å vs. 2.8 Å en HsGrx5); ii) el residuo de R133 

(ubicado en la hélice α3), cuya carga positiva contribuye a fijar el GSH por el carboxilato de su residuo de 

glicina en HsGrx5 y EcGrx4, en Tb1-C-Grx1Δ76 adquiere una disposición que lo distancia 

significativamente (~6 Å) de una potencial interacción con GSH, y iii) los residuos T144-I145, ubicados en 

el cis-Pro loop ocupan parte de la cavidad donde se asienta GSH en HsGrx5 estableciendo puentes de 

hidrógenos con sendos aminoácidos.  

Respecto a este último punto, durante el análisis de la estructura de Tb1-C-Grx1Δ76 para nuestro trabajo 

(Manta et al., 2013a) realizamos la comparación de la misma con EcGrx4 (Iwema et al., 2009) y 

detectamos que la diferencia más importante entre ambas estructuras se da en el cis-Pro loop y, 

particularmente, en la posición de los residuos T144 y I145 comentados anteriormente. En la proteína de 

T. brucei T144 se encuentra más cercana a D159 y, en consecuencia, la cadena lateral de T144 ocluye la 

cavidad que es ocupada por el motivo γ -Glu del GSH en la estructura de EcGrx4. Si bien esto no se 

conserva en las estructuras analizadas en la Figura 5.10.A, es evidente que la posición de T144 en Tb1-C-

Grx1Δ76 difiere de las demás. Como comentamos, esta región posee una importante plasticidad 

estructural la interacción entre T144 y el residuo de D159 explica porqué este último muestra también un 

ensanchamiento de la señal en espectro bidimensional (Figura 5.2). La cadena lateral de I145, por su 

parte, protruye hacia el surco de unión a GSH y participa en interacciones hidrofóbicas con V136, ya 

comentadas. Es más, debajo del surco de unión a GSH es posible identificar una extensa red de 

interacciones hidrofóbicas que involucra a I145 y varios residuos más, entre ellos V126, L127, M103 y la 

propia V136, que pertenecen a la hélice α3 (Manta et al., 2013a). De hecho, es previsible que pequeños 

cambios en la posición de esta hélice repercutan sensiblemente en la región de unión de GSH. A su vez, 

como se comentó, esta hélice está estrechamente asociada a la hélice α1 y al extremo aminoterminal de 

la proteína, pudiendo explicar las diferencias observadas en la titulación de la proteína FL o trunca con 

GSH o T(SH)2 y los distintos espectros 2D obtenidos para ambas proteínas.  

Si bien no podemos descartar que la posición de algunos de estos residuos se vea afectada por la región 

NTE, como veremos en la última sección de este capítulo, de este análisis podemos concluir que la 

conformación del sitio activo de Tb1-C-Grx1Δ76 no posee la estructura adecuada para sustentar la unión 

no covalente de ligandos tiólicos de bajo peso molecular, con GSH como referencia. Como se verá a 

continuación estos resultados fueron corroborados por distintas aproximaciones bioquímicas y 

biofísicas.  
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5.10.2. Unión de tioles de bajo peso molecular in vitro 

 

En este trabajo investigamos si los diferentes tioles de bajo peso molecular presentes en 

tripanosomátidos, particularmente GSH y T(SH)2, pueden unirse no covalentemente a Tb1-C-Grx1 tanto 

en su forma FL como Δ76. Para ello intentamos distintas aproximaciones experimentales, que se 

resumen en esta sección. Inicialmente investigamos la unión de GSH a Tb1-C-Grx1 FL WT mediante 

calorimetría de titulación isotérmica (ITC), titulando la proteína (50-100 μM) con 0.5-2 mM GSH (n=3) en 

amortiguador Tris-HCl 20 mM pH 7.8 y 25°C y en ningún caso logramos obtener un resultado que 

indicara que se producía unión. Hay varios motivos por los cuales una interacción no covalente entre 

proteína y ligando podría no ser medible por ITC pero, en este caso, las opciones más probables son: i) el 

GSH se une a la proteína con una muy alta afinidad (Kd ≤0.5 μM) determinando un valor de c>10079 o ii) el 

GSH se une a la proteína con baja afinidad (Kd≥1mM) determinando un valor de c<1. La unión de GSH 

con alta afinidad la podemos descartar ya que la proteína no se une a una resina de GSH-sefarosa (no 

mostrado). Dado que el único residuo de W presente en la proteína está localizado en cis-Pro loop y, 

particularmente, en el motivo WPT conservado en Grx de clase II (Figura 5.5) intentamos determinar la 

unión de GSH a la proteína FL mediante cambios en el espectro de fluorescencia intrínseca o en el 

espectro de CD en la región del ultravioleta cercano (Figura 5.11.A-B). Como se puede ver en la Figura 

5.11.A, la titulación con GSH hasta un exceso de 10 veces en concentración molar produce un efecto 

menor al 4% en la intensidad máxima de fluorescencia80

Una de la ventajas de NMR es que es una de las pocas técnicas que nos otorga resolución a nivel de 

aminoácido de la unión de un ligando a una proteína, sin necesidad de resolver previamente la 

estructura de la proteína ya que alcanza con la asignación preliminar de los picos en los espectros 2D 15N-

HSQC lo cual es relativamente accesible para proteínas pequeñas y bien plegadas.. Luego de la 

asignación del espectro 15N-HSQC realizamos la titulación de Tb1-C-Grx1Δ76 tanto con GSH y T(SH)2. 

Como se ve en la Figura 5.11.D, los mayoría de los picos en el espectro 15N-HSQC de Tb1-C-Grx1Δ76 no 

. Análogamente, al seguir la titulación por CD el 

resultado fue equivalente, con solo un pequeño efecto en la señal dicroica en la región de W142 cuando 

el GSH alcanza un exceso molar de ~10 veces respecto de la proteína (Figura 5.11.B). Estos resultados, 

puestos en su conjunto, sugieren que el GSH reducido no interacciona con la proteína, al menos no con 

una constante de disociación relevante desde el punto de vista biológico. A su vez, la presencia en 

exceso de GSH no produce un efecto detectable en espectros de fluorescencia o CD de las proteínas, lo 

cual es entendible si consideramos que la cadena lateral del residuo de W conservado no interacciona 

con residuos del surco de unión a GSH ni con el GSH (Figura 5.11.C).  

                                                           
79 El “valor c de Wiseman” se define como 𝑐 =  𝐾𝑎[𝑃𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛 𝑖𝑛 𝑐𝑒𝑙𝑙]𝑖𝑛𝑖𝑡𝑖𝑎𝑙  𝑛, siendo Ka la constante de equilibrio de 
la asociación y n el número de sitios que presenta la macromolécula. Generalmente, se considera que las medidas 
óptimas de ITC se obtienen cuando este valor está en el rango de 10-100, si bien hay excepciones (Turnbull and 
Daranas, 2003). 
80 A modo de comparación, vale la pena notar que al realizar este mismo experimento con la Grx de clase I de T. 
brucei 2-C-Grx1 obtuvimos resultados completamente opuestos, donde se puede ver un claro perfil de unión no 
covalente tanto del GSH como del T(SH)2 (no mostrado).  



112 
 

sufren corrimientos detectables al titular la proteína con estos tioles, lo que apunta en la misma línea que 

los resultados comentados en el párrafo anterior y coincide con lo reportado para otras Grx de clase II 

como PtGrxS14 (Wang et al., 2012), el dominio Grx de la TGR de ratón (Dobrovolska et al., 2012) y Grx de 

clase I como ScGrx1 (Jensen et al., 2011). A su vez, si bien la estructura de la forma FL no está resuelta aún, 

poseemos un importante conjunto de resultados preliminares, entre ellos espectros 15N-HSQC de buena 

calidad en los cuales es posible asignar la mayoría de los picos correspondientes a residuos del dominio 

Grx por comparación directa con la asignación realizada en la forma Δ76 (ver más adelante Figura 

5.12.A). Una vez asignados (preliminarmente) los picos del 15N-HSQC de Tb1-C-Grx1 FL WT realizamos el 

mismo experimento de titulación que con GSH y T(SH)2 hasta un exceso de ~100 veces en concentración 

molar. En conjunto, ambos tioles determinaron un resultado similar, con una muy pequeña perturbación 

general de la posición de los picos en el espectro 2D. Solo 10 picos mostraron un corrimiento superior a 

0.02 ppm, el cual se considera un límite inferior debajo del cual el corrimiento puede deberse al 

fluctuaciones de la determinación experimental. Entre ellos, el corrimiento promedio obtenido en la 

máxima concentración de titulante fue inferior a 0.1 ppm, llegando a un máximo de 0.13 ppm en el 

residuo G157 (Figura 5.11.E). Sin embargo, a pesar de que el corrimiento es chico, los residuos detectados 

mostraron un resultado interesante y diferente respecto a la forma trunca. En ambos casos hay 

corrimiento en los picos de C104, S107, W142, todos cercanos al sitio activo pero, además, también se 

evidencia un corrimiento en el desplazamiento químico de residuos de la hélice α4 como G157, T162 o 

I160, así como de T180, el residuo inmediatamente anterior a C181 y ubicado en el extremo 

carboxiloterminal, en la superficie opuesta de la proteína respecto al surco de unión de GSH. 

Desconocemos cual es el camino estructural por el cual estos residuos están conectados a la interacción 

con GSH o T(SH)2 pero, evidentemente, hay rasgos de la estructura de la forma FL de la proteína que 

difieren de la forma trunca. A su vez, estos resultados apuntan a una interacción de los tioles de bajo 

peso molecular con la región carboxiloterminal de la proteína, en coincidencia con los residuos de 

oxidación mostrados en el Capítulo 4. Finalmente, los pequeños corrimientos registrados son 

acumulativos pero no determinan la saturación  que sería lo esperable en experimento de unión, lo cual 

se puede interpretar considerando que la unión de GSH o T(SH)2 a Tb1-C-Grx1 FL es de muy baja afinidad 

(≥10 mM), en coincidencia con los demás resultados presentados en esta sección. Puestos en su 

conjunto, estos resultados sugieren que la unión no covalente de tioles a Tb1-C-Grx1 no se da en el 

rango de concentraciones fisiológicamente relevantes (Manta et al., 2013b).  

 

5.11. Resultados preliminares sobre la dinámica y conformación de la Tb1-C-
Grx1 de largo completo en solución 

Una vez completada la estructura de la forma Δ76 de Tb1-C-Grx1 decidimos intentar resolver la 

estructura de la forma de largo completo, particularmente porque habíamos acumulado una importante 

cantidad de evidencias que indicaban que ambas proteínas, si bien comparten el dominio Grx, presentan 

diferencias relevantes en aspectos como la capacidad de coordinar centros ferrosulfurados. La proteína 



113 
 

FL fue producida con marcación isotópica de 15N y purificada como se describió para la forma trunca (ver 

Capítulo 8). Con esta proteína realizamos los primeros experimentos 2D y pudimos obtener un 15N-HSQC 

de muy buena calidad en condiciones idénticas a las usadas para obtener el espectro para la forma 

trunca (Figura 5.12.A). La primera observación que se desprende del análisis de este espectro es que su 

calidad y la densidad de picos de resonancia en la zona central no se corresponden al esperado para una 

proteína de 32 kDa (Tb1-C-Grx1 dimérica), sino a una proteína de menor masa molecular. Para confirmar 

o descartar esta suposición se colectaron experimentos de relajación de 15N a partir de los cuales 

pudimos determinar un valor de τc = 9.4 ns para la forma larga de la proteína, correspondiente a una 

proteína de ~17 kDa (no mostrado). En coincidencia, la determinación del peso molecular de Tb1-C-Grx1 

FL en solución por SEC-MALS otorgó un valor de 18.3 kDa, superior al valor de 16.3 kDa esperado por 

secuencia pero muy lejano al de una especie dimérica que habíamos derivado de experimentos de SEC 

(~32 kDa, Capítulo 4). A partir de estos resultados se determinó que esta proteína posee un rH de 28 Å, lo 

que es un valor intermedio al esperado para una proteína de 18.3 kDa completamente plegada (20.1 Å) o 

completamente desplegada (37.7 Å) (Wilkins et al., 1999) (no mostrado), lo que significa que la forma FL 

de Tb1-C-Grx1 en solución presenta un comportamiento hidrodinámico anormal para su peso molecular. 

Más aún, al analizar detalladamente los experimentos de relajación resulta evidente que la proteína está 

formada por dos unidades con dinámicas conformacionales opuesta ya que la región correspondiente al 

dominio Grx se comporta de manera prácticamente equivalente a la forma Δ76,  presentando inclusive 

una mayor flexibilidad en el cis-Pro loop que en la forma trunca, mientras que el extremo aminoterminal 

posee claras evidencias de estar desplegado en solución (ej. T1 bajos, T2 altos, NOEs promedio por debajo 

de 0.3, no mostrado). Como se comentó anteriormente, estos datos fueron determinantes para descartar 

la hipótesis de que Tb1-C-Grx1 fuera una proteína dimérica y permitieron explicar el comportamiento 

hidrodinámico anormal de Tb1-C-Grx1 FL como consecuencia de que la región NTE está 

mayoritariamente desplegada en solución.  

Sin embargo, a pesar de ser una porción desplegada y contrario a lo que suponíamos previamente, la 

región NTE interacciona con el dominio globular de la proteína ya que el 43% de los picos del HSQC de la 

forma FL poseen desplazamientos significativos en el corrimiento químico (Δδ) al comparado con la 

forma trunca (Δδ≥0.05, Figura 5.12.B). De hecho, el valor promedio de Δδ para los 110 residuos del 

dominio Grx de Tb1-C-Grx1 FL respecto de la forma trunca es de 0.17 ± 0.24 ppm, superior -por ejemplo- 

al mayor Δδ obtenido en la titulación de la forma FL con tioles de bajo peso molecular (0.13 ppm, Figura 

5.11.E). En la Figura 5.12.B queda evidenciado, además, que las regiones de la proteína que presentan un 

Δδ mayor al promedio son la hélice α1, el par de residuos M103 y C104, la porción carboxiloterminal de la 

hélice α3 y el cis-Pro loop, mientras que el loop β1 -α2 (omega loop) previo al sitio activo es la región que 

presenta menor Δδ, si bien esto también puede deberse a la presencia de dos residuos de prolina en tan 

solo 6 aminoácidos ya que estos residuos no aparecen en el 15N-HSQC. Para mapear los residuos con 

mayor Δδ en la estructura de la proteína elegimos como límite arbitrario 2 veces el Δδ promedio, de 

manera de centrarnos solo en aquellos residuos que posee mayores diferencias y obtener así una 

aproximación más confiable a la región de interacción del NTE con el dominio Grx. Como se puede ver en 
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la Figura 5.12.C, los residuos que sobrepasan este umbral son 20 y todos están ubicados en la superficie 

de la proteína. Nueve de ellos son residuos cargados (K79, K80, D81, D83, R133, K137, E138, E141 y D159), 

7 polares (T85, M103, C104, S134, Y135, S140, W142 y T144) 3 no polares (V78, G157 e I82). Su 

distribución sobre la superficie delimita una cinta de contactos que va desde el extremo aminoterminal 

hacia la región del sitio activo, pasando por sobre la hélice α3 y el cis-Pro loop (Figura 5.12.D). Este análisis 

deja en evidencia la importante interacción entre el extremo de la hélice α1 y la hélice α3, mediada por al 

menos tres interacciones: un puente salino entre K79 y E138, un puente de hidrógeno entre D83 y Y135 e 

interacciones hidrofóbicas entre I82 y V131 (no mostrado). Además, probablemente exista otra 

interacción hidrofóbica estabilizando la interacción entre estas dos hélices ya que los resultados de 

asignación de estructura secundaria a partir del corrimiento químico obtenidos para la proteína de largo 

completo indican que la hélice α1 es al menos una vu elta más larga que en la estructura Δ76 (no 

mostrado), confirmando a su vez las predicciones in silico presentadas en el Capítulo 3. Evidentemente, la 

región NTE interacciona con elementos de estructura clave en el core de la proteína, como ser el cis-Pro 

loop y los residuos del sitio activo, lo cual podría explicar algunos aspectos diferenciales entre la forma 

trunca y FL, como ser la unión de centros ferrosulfurados o la reactividad de C104. 

En base a estos resultados podemos delimitar la zona de la superficie de la región globular con las cuáles 

la región NTE realiza interacciones, pero aun no sabemos su disposición. Para ello, recurrimos a modelos 

in silico de bajas complejidades basadas en la estructura de Tb1-C-Grx1Δ76, usando el servidor I-TASSER. 

Lo primero que hicimos, a modo de control, fue realizar el modelo computacional de Tb1-C-Grx1Δ76 a 

partir de su secuencia. En este caso, el servidor encuentra a 2LTK como el mejor molde y construye un 

modelo estructural con un valor de rmsd respecto de la estructura original 0.6 Å (no mostrado), 

prácticamente equivalente a la desviación cuadrática media que presentan los 20 confórmeros 

mostrados en la Figura 5.3.D. A continuación, realizamos modelos de la proteína incluyendo la región 

NTE usando nuestra estructura (PDB ID 2LTK) como molde. Para obtener resultados más representativos 

realizamos modelos de varias de las proteínas ortólogos de Tb1-C-Grx1 en otros tripanosomátidos así 

como las proteínas homólogas en otros organismos como B. saltans o A. thaliana. Escogimos estas 

proteínas porque todas presentan un dominio Grx sumamente conservado respecto de Tb1-C-Grx1 y una 

región aminoterminal con algunos puntos en común con la región NTE de la proteína de T. brucei (ver 

Figura 3.1 y sección correspondiente). Como se puede ver en la Figura 5.12.E, las estructuras de los 

dominios Grx obtenidos in silico para todas las proteínas son prácticamente superponibles a la estructura 

de Tb1-C-Grx1Δ76 resuelta por NMR, con un rmsd promedio de 0.8 ± 0.3 Å, lo que era esperable dada la 

importante conservación de secuencia entre estas proteínas (>40% en promedio). Ahora bien, la región 

NTE debe ser modelada ab initio, ya que no está presente en ninguna de las estructuras usadas como 

molde por el servidor ni en estructuras de otras proteínas que presenten una región relacionada a nivel 

de secuencia (no mostrado). Independientemente del largo y composición de esta región, en todos los 

modelos la región NTE se ubica en una posición similar, recorriendo el exterior de la proteína desde el 

extremo aminoterminal hacia la hélice α3, generando interacciones con la hélice α2, el lazo omega  y el 

cis-Pro loop (Figura 5.12.E). Estos resultados no son coincidentes con los residuos identificados como 
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puntos de contacto de la región NTE en Tb1-C-Grx1 por NMR y, a su vez, el análisis detallado de la 

posición de los grupos cargados de la región NTE sobre la superficie de la proteína no muestra un patrón 

de interacciones salinas adecuado (no mostrado), lo cual sugiere que la ubicación de la región NTE en los 

modelos no es correcta. En consecuencia, la mejor información que poseemos deriva de los Δδ y sigue 

siendo relevante intentar resolver la estructura de la versión de largo completo, en lo que estamos 

trabajando.  

 

5.12. Conclusión: ¿Homología estructural para funciones conservadas? 

En este capítulo se presentó y discutió la estructura del dominio Grx de la 1-C-Grx1 de T. brucei (Manta et 

al., 2013a), particularmente en comparación a otras estructuras e integrando esta información con los 

resultados mostrados en capítulos anteriores. Al analizar la estructura detalladamente identificamos dos 

regiones relevantes que no habían sido destacados en análisis anteriores y que puede afectar la función 

de estas proteínas: i) el cis-Pro loop, que podemos considerar que posee una dinámica conformacional 

propia de Grx y aun no adecuadamente explorada en esta familia y ii) el lazo omega, que no había sido 

previamente caracterizado a este nivel de detalle. Como se discute más arriba, la evidencia experimental 

y la comparación estructural apunta a que ambos elementos juegan un rol clave en la función de estas 

proteínas, tanto en la coordinación de centros ferrosulfurados como en  la modulación de la actividad 

redox. Más aún, al analizar detalladamente las estructuras de Grx de clase II y el efecto del omega loop 

sobre algunos residuos claves en la actividad de las Grx propusimos una explicación estructural de 

porqué esta subfamilia de proteína no presenta actividad redox, la cual requiere ser validada con 

mutantes en Grx de clase I y II. Adicionalmente, la comparación de las pocas estructural disponibles de 

Grx en forma holo sugiere que la coordinación de centros ferrosulfurados involucra diferentes arreglos 

conformacionales en Grx de clase I y II, como ha sido propuesto por otros autores (Iwema et al., 2009; 

Johansson et al., 2010).  

La resolución de la estructura del dominio Grx de Tb1-C-Grx1 nos permitió obtener la primera estructura 

de una Grx de T. brucei y, en consecuencia, la primer estructura de una Grx de un organismo de la rama 

eucariota Excavata (Figura 1.1). Al comparar esta estructura con otras Grx llama la atención la alta 

similitud estructural que presentan los representantes de los diferentes grupos eucariotas entre sí e, 

inclusive, entre Grx de eucariotas y bacterias. Más aún, en la estructura de Tb1-C-Grx1Δ76 no 

encontramos elementos diferenciales que nos induzcan a pensar que la estructura de las Grx de 

tripanosomátidos evolucionaron independientemente para adaptarse a un metabolismo dependiente 

de T(SH)2, más allá de la región NTE cuya función específica en las funciones de la proteína aún queda por 

determinar. Si consideramos que los eucariotas aparecieron, como mínimo, hace ~850 millones de años 

(Cavalier-Smith, 2002) y que los tripanosomátidos aparecieron con la conquista de la superficie terrestre 

hace ~370 millones de años (Simpson et al., 2006), la conservación estructural entre Grx de organismo 

tan distantes indica que las misma son previas a la separación de estos reinos y que se ha mantenido 
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relativamente incambiada desde la aparición de las bacterias sobre la tierra hace ~3800 millones de años 

(Cavalier-Smith, 2002). Todas las estructuras de Grx conocidas conservan los elementos básicos para 

interaccionar con el GSH, inclusive en las estructuras de proteínas equivalentes (no Grx) de organismos 

que no utilizan GSH en su metabolismo, como ser micobacterias o bacilos gram positivo (Capítulo 2). En 

este sentido, es importante recordar que se considera que el metabolismo dependiente de GSH 

evolucionó prácticamente a la par de las bacterias y que posee al menos 3000 millones de años de 

antigüedad (Deponte, 2013). En concordancia con estas observaciones, recientemente Inglés-Prieto y 

colaboradores obtuvieron la estructura de tiorredoxinas “resucitadas” y observaron que el plegamiento 

Trx se ha mantenido asombrosamente incambiado por al menos durante 4000 millones de años (Ingles-

Prieto et al., 2013). Al considerar estos resultados en conjunto, podemos sugerir que las Grx son 

estructuras extremadamente antiguas, conservadas a lo largo de la evolución y adaptadas para catalizar 

la química del GSH, las cuales evolucionaron por “incorporación de módulos” sobre un andamiaje básico,  

como ha sido propuesto para otras proteínas de la superfamilia Trx (Atkinson and Babbitt, 2009a, 2009b). 

Como se comentó en la Introducción (Figura 1.15) estos nuevos “modulos” pueden incorporarse en unos 

pocos lugares del plegamiento, siendo los extremos amino y carboxiloterminal lo más frecuente. En este 

sentido, la adaptación que ocurrió las Grx de tripanosomátidos fue la incorporación de una región 

intrínsecamente desplegada en el extremo aminoterminal. Si bien desconocemos el rol de esta 

adaptación evolutiva es tentador especular que la misma está asociada al reconocimiento específicos de 

sustratos o interactores de las 1-C-Grx1 en tripanosomátidos, los cuales no han sido aún caracterizados. 

Finalmente, los resultados aquí presentados presentan un reto ya que, si consideramos la alta identidad 

estructural entre Grx ¿Cómo se explica que la 1-C-Grx2 no haya sido capaz de suplir la función de Grx5 en 

levaduras, siendo que es más parecida a nivel de secuencia que la propia 1-C-Grx1?. Aún no tenemos una 

explicación convincente para ello pero suponemos que debe haber sutiles diferencias estructurales que 

hacen la diferencia, lo cual podremos responder solo cuando completemos la resolución estructura de 1-

C-Grx2.  
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Capítulo 6 

 

Aproximación al rol biológico de Tb1-C-Grx1  

y a su función en la forma sanguínea  

de Trypanosoma brucei 
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6.1. Motivación y aproximación experimental 

Luego de haber abordado aspectos evolutivos, bioquímicos y estructurales de Tb1-C-Grx1 en los 
capítulos anteriores, retomamos la línea de exploración biológica iniciada en trabajos previos de nuestro 
grupo (Comini et al., 2008; Filser et al., 2008) que en esta tesis tenían por objetivo verificar la 
indispensabilidad de la proteína para la supervivencia del parásito en el huésped mamífero así como 
aproximarnos a su rol biológico. Para ello, abordamos la caracterización fenotípica de líneas transgénicas 
sobreexpresantes de la forma silvestre o mutantes C104S y C181S (ver a continuación). A su vez 
aprovechamos las excelentes capacidades técnicas del IP para desarrollar un modelo de infección animal 
basado en sistemas de inducción in vivo de las diferentes versiones de la proteína, los cuales nos 
aportaron información muy valiosa sobre el posible rol de 1-C-Grx1 en el progreso de la infección. En 
esta sección se presentará la caracterización de estas líneas tanto en condiciones de cultivo axénicas 
como en modelos animales. Todo el trabajo de cultivo celular, WB y citometría fue realizado por el autor, 
mientras que el trabajo de microscopía y modelos animales fue realizado fundamentalmente por el 
Director de esta tesis (Dr. M. A. Comini) y la Dra. Andrea Medeiros (Facultad de Medicina-Institut Pasteur). 
Para los ensayos de infección animal se contó con la colaboración técnica del personal de la UATE. Parte 
de estos datos fueron publicados en (Manta et al., 2013a) y, como quedará planteado en las próximas 
secciones, constituyen resultados mayoritariamente preliminares los cuales requieren de una importante 
cantidad de trabajo adicional para esclarecer los eventos moleculares que determinan la función de esta 
(y otras) Grx en T. brucei. 

 

6.2. Generación de líneas transgénicas sobrexpresantes de Tb1-C-Grx1 

Durante la primera etapa de investigación en este proyecto, Comini y colaboradores intentaron sin éxito 
generar líneas interferentes (RNAi) o “knock-out” (KO) de Tb1-C-Grx1 en la forma infectiva de T. brucei. 
Como se discute en el trabajo original (Comini et al., 2008), la refractariedad de BSF de T. brucei a soportar 
cualquier disminución de la expresión de Tb1-C-Grx1 fue un claro indicador de su indispensabilidad. En el 
mismo trabajo los autores generaron una línea transgénica capaz de expresar de manera inducible una 
copia ectópica de la versión silvestre (WT) del gen de 1-C-Grx1. Como cepa de referencia (“background”) 
se usó la línea monomórfica de T. brucei 514-131381 desarrollada por Alibu y colaboradores (Alibu et al., 
2005) que, de ahora en más, denominaremos línea parental y se representará con el acrónimo “TbWT”. El 
gen de 1-C-Grx1 WT fue clonado en un vector con resistencia a higromicina (pHD170082

                                                           
81 La línea 514-1313 es una modificación de la línea Lister 427 (pedigrí en 

) y las líneas 
estables fueron seleccionadas mediante este antibiótico. Esta línea transgénica se denominará “TbGrx1” 
(Comini et al., 2008). Adicionalmente, Rettig y Comini (Rettig, 2007) desarrollaron líneas 
sobreexpresantes de las versiones C104S y C181S de esta proteína, a las cuales denominamos de ahora 
en más “TbC104S” (Manta et al., 2013a) y “TbC181S” (no publicado).   

http://tryps.rockefeller.edu/DocumentsGlobal/lineage_Lister427.pdf) que posee integrado en su genoma una copia 
de la ARN polimerasa del bacteriófago T7 asociada a un casete de resistencia a fleomicina, cuya expresión está 
controlada por promotores “tet” inducibles por tetraciclina. Para minimizar la expresión en ausencia de inductor 
(“leaking”) esta línea también posee integrada dos copias del gen que codifica para la proteína represora del 
operon tet “tn10”, asociadas a un casete de resistencia a gentamicina. 
82 http://www.zmbh.uni-heidelberg.de/clayton/vectors.html 



119 
 

En todos los casos la proteína recombinante inducida posee la misma estructura de dominios que la 
proteína silvestre de T. brucei, con la secuencia de localización mitocondrial original, la región NTE y el 
dominio Grx, sumado a dos copias del epitope c-myc en posición carboxiloterminal, lo que le adiciona 20 
aminoácidos más respecto a la versión endógena. Tanto la forma silvestre (Comini et al., 2008) como una 
de las versiones mutantes de Tb1-C-Grx1 recombinante (ver a continuación) son correctamente 
importadas hacia la mitocondria, donde la señal de localización mitocondrial es procesada. Antes de 
continuar, es importante destacar que todas estas líneas sobreexpresantes fueron desarrolladas sobre la 
línea parental y mantienen la expresión de la copia endógena de Tb1-C-Grx1 (indicada como “eGrx” en 
las próximas figuras), la cual puede ser diferenciada de la copia recombinante (“rGrx”) en experimentos 
de WB de tres maneras: i) el nivel de expresión de la versión recombinante (ectópica) una vez inducida es 
como mínimo 5-10 veces mayor que la copia endógena (ver a continuación), ii) la copia ectópica es ~2 
kDa más pesada producto de los etipotes c-myc y iii) la copia ectópica puede ser reconocida 
específicamente con anticuerpos contra ese epítope, ausente en la copia endógena. Más allá de la 
posibilidad de diferenciarlas, la presencia de la versión endógena determina que debamos ser muy 
cuidadosos en el análisis de los resultados que presentaremos a continuación ya que los mismos derivan 
de la sobreexpresión de una proteína cuya copia funcional sigue presente, existiendo la posibilidad de 
efectos de toxicidad o “off-target” difíciles de disecar en los experimentos que llevamos a cabo. 

 

6.3. Caracterización de la línea TbC104S  

Se obtuvieron 3 clones sobreexpresantes para la forma C104S de 1-C-Grx1 (Rettig, 2007), los cuales 
fueron caracterizados fenotípicamente de manera individual (Manta et al., 2013a). En primer lugar se 
evaluó el crecimiento de los mismos en condiciones de cultivo axénico en presencia o ausencia del 
agente inductor de la expresión de la copia ectópica de 1-C-Grx1 (tetraciclina u oxitetraciclina) (Figura 
6.1.A-B) con resiembra a una densidad de 1 x 105 cel/mL en medio de cultivo fresco cada 48 hrs, como se 
detalla en la sección Materiales y Métodos. Se colectaron muestras de los cultivos a distintos tiempos con 
el fin de controlar los niveles de expresión de la copia ectópica 1-C-Grx1 C104S y su versión endógena 
mediante WB. Como se puede apreciar en la Figura 6.1.C, en dos de los tres clones obtenidos la expresión 
de la copia ectópica es inducible por tetraciclina, mientras que uno de los clones (clon 1 en Figura 6.1) 
mostró niveles de sobreexpresión equivalentes en presencia o ausencia del inductor, lo cual indica una 
deficiencia en el mecanismo de represión de la copia ectópica de esta proteína. Este fenómeno es 
conocido como “leakiness” (permeabilidad) y ha sido reportado de manera frecuente en los sistemas “tet-
on” generados para tripanosomátidos (ver por ej. (Alloatti et al., 2010; Basu et al., 2013; Gould et al., 2013; 
Wickstead et al., 2002)). A pesar de la diferencia en el control transcripcional de la copia ectópica en el 
clon 1, bajo el régimen de cultivo mostrado en la Figura 6.1.A los tres clones presentan una cinética de 
crecimiento exponencial similar e independiente de la presencia de inductor y de los niveles de la forma 
endógena de esta proteína (Figura 6.1.C), lo que sugiere que la sobreexpresión del mutante C104S de 1-
C-Grx1 no tiene un efecto deletéreo en el parásito en éstas condiciones de cultivo axénico.  

La concentración de tetraciclina usada como inductor fue la misma que la reportada para la línea TbGrx1 
(1 μg/mL, (Comini et al., 2008)) y, adicionalmente, en estos experimento probamos que la inducción 
también fuera posible por oxitetraciclina (“oxitet”, Figura 6.1.C), ya que este antibiótico es el inductor 
usado en los modelos animales de infección (ver más adelante). La concentración usada de oxitet fue 
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puesta a punto en experimentos paralelos con el mismo sistema de expresión y resultó ser necesario 
usar una concentración 10 veces mayor para lograr niveles de inducción similares (Comini y Medeiros, no 
mostrado). Como los resultados fueron equivalentes, para todos los demás subsiguientes experimentos 
usamos oxitetraciclina. Al analizar la curva temporal de sobreexpresión de la copia ectópica en la línea 
TbC104S (clon 3) pudimos determinar que la misma es detectable por WB a las 16 hr post inducción, 
alcanzando antes de las 24 hrs niveles equivalentes a los mostrados para las 48 hrs en la Figura 6.1.C (no 
mostrado). El nivel de sobreexpresión que alcanza la copia ectópica es varias veces superior a la forma 
endógena, pero muy variable, como se puede ver en la Figura 6.1. Con el objetivo de determinar el 
exceso relativo de la copia ectópica respecto de la forma endógena expresada en la cepa WT registramos 
varias imágenes de WB a partir de experimentos equivalentes a los de la Figura 6.1.C en donde ambas 
versiones de 1-C-Grx1 (endógena y ectópica) y el control de normalización o carga, la TXN, fueran 
visibles. Estas imágenes fueron procesadas con el programa ImageJ (ver Capítulo 8) y pudimos 
determinar que la copia recombinante se expresa, como mínimo, a niveles 5-10 superiores respecto a la 
versión endógena (Manta et al., 2013a), lo cual está en línea con lo demostrado previamente por Comini 
y colaboradores empleando el mismo sistema huésped/vector para la sobreexpresión de la ectópica de 
la proteína 1-C-Grx1 WT (Comini et al., 2008). Por otro lado y como se verá a continuación, observamos 
(Figura 6.1.C) marcadas fluctuaciones en la expresión de la forma endógena de 1-C-Grx1 cuando el 
mutante C104S es sobreexpresado, si bien no logramos identificar un patrón específico ni causa definida 
que explique dicho efecto (ver más adelante).  

Como parte de la caracterización fenotípica de estos clones también se evaluó el patrón de crecimiento 
partiendo de diferentes densidades celulares iniciales, en presencia o no de inducción de la copia 
ectópica. Estos experimentos se incluyeron porque durante la caracterización de la línea TbGrx1 se 
reportó un aumento en la expresión de la copia ectópica durante la fase estacionaria o de escases de 
nutrientes (“starvation”) (Comini et al., 2008), la cual no se alcanza en los experimentos como los 
mostrados en la Figura 6.1.A donde el repique periódico repone los nutrientes disponibles para el 
parásito. En una primera instancia determinamos que los tres clones de TbC104S sometidos a 
crecimiento continuo (cultivo tipo batch) en presencia o ausencia de inductor con una siembra inicial de 
1 x 105 cel/mL mostraron un patrón muy similar entre ellos y, a su vez, similar a la línea parental, 
alcanzando la fase estacionaria entre 48 y 72 hrs luego de la siembra y con densidades celulares máximas 
de 3-4 x 106 cel/mL (no mostrado). Esto coincide con lo comentado más arriba, confirmando que no hay 
un efecto evidente de la sobreexpresión del mutante C104S en el crecimiento de esta línea. Para forzar 
condiciones de escases de nutrientes, realizamos una variación del experimento antes comentado. Las 
células fueron sembradas a 1 x 105 cel/mL (fase de crecimiento exponencial) en presencia o ausencia de 
inductor y crecidas en cultivo continuo por 48 hrs, cuando alcanzan una densidad 1.5 - 3 x 106 cel/mL 
(fase exponencial tardía, Figura 6.1.D). En este punto se realiza una toma de muestra para WB y repique a 
dos densidades celulares (1 y 5 x 105 cel/mL), posteriormente crecidas otras 24 hrs, cuando se realiza el 
recuento y cosecha de las muestras para WB. Como se puede ver en la Figura 6.1.D, todos los cultivos 
retoman el ritmo de crecimiento esperado luego del repique a las 48 hrs pero los cultivos repicados a 
menor densidad celular continúan en fase exponencial 24 hrs después de la resiembra (densidad celular 
en día 3 ~2 x 106 cel/mL ver Figura 6.1.D), mientras que los cultivos sembrados a mayor densidad celular 
ya entraron en fase estacionaria cumplido este tiempo (densidad celular en día 3 ~5 x 106 cel/mL ver 
Figura 6.1.D). Al analizar en detalle los resultados podemos ver que la sobreexpresión de la copia 
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ectópica C104S produce un efecto marcado en el crecimiento de los cultivos sembrados a mayor 
densidad, los cuales alcanzan densidades celulares sustancialmente menores que los no inducidos. Sin 
embargo, ambos clones ensayados responden distinto en este experimento, tanto a nivel de densidad 
celular (Figura 6.1.D) como de sobreexpresión de la copia ectópica (Figura 6.1.E) lo que puede indicar 
que el resultado es artefactual o, por el contrario, puede representar variaciones epigenéticas en el 
funcionamiento del sistema de expresión recombinante y de regulación de la copia endógena de 1-C-
Grx1 entre clones que aún no podemos explicar, ya que, por ejemplo, el clon 2 muestra un 
comportamiento diferente en el experimento de la Figura 6.1.C  

Finalmente, es importante destacar que realizamos la determinación de la localización subcelular de la 
forma ectópica de la proteína en el parásito mediante microscopía confocal usando anticuerpos tanto 
contra la proteína recombinante como contra el epítope c-myc. Estos resultados confirman la correcta 
localización subcelular de la copia ectópica en la mitocondria del parásito y muestran que esta línea 
transgénica, al igual que TbGrx1 (Comini et al., 2008), no presenta cambios evidentes en la morfología 
producto de la sobreexpresión de Tb1-C-Grx1 (Manta et al., 2013a).  

 

6.4. Comparación TbC104S con TbGrx1 y TbWT 

El siguiente paso fue comparar el crecimiento de la línea TbC104S (clon 3) relativo a la otra línea 
sobreexpresante previamente caracterizada (TbGrx1, (Comini et al., 2008)) y a la línea parental (TbWT). 
Para ello las tres líneas fueron sembradas a 1 x 105 cel/mL y analizadas con dos regímenes de recuento y 
resiembra. En el primer caso los cultivos fueron contados manualmente cada 48 hrs y repicados a la 
densidad inicial (Figure 6.2.A-B) permitiendo que los cultivos alcancen densidades celulares de fase 
exponencial tardía - estacionaria (~4 x 106 cel/mL). En el segundo caso el recuento se realizó cada 24 hrs, 
manteniendo los cultivos siempre en densidades de fase exponencial (≤2 x 10 6 cel/mL, Figura 6.2.C-D). 
Como se puede ver en la Figura 6.2A-D, si bien hay una pequeña diferencia en la densidad celular que 
alcanza la línea TbC104 respecto de las otras dos, esta diferencia es independiente de inducción de la 
copia ectópica y no es significativa en ningún caso. A su vez, esta sutil diferencia se observa para ambas 
líneas transgénicas (TbGrx y TbC104S) y es más evidente en los cultivos mantenidos durante 10 días con 
repique diario (Figura 6.2.C-D), los cuales se mantienen siempre en crecimiento exponencial. Esta menor 
tasa de crecimiento puede estar asociada al costo metabólico de mantener el sistema de expresión 
ectópico funcional, el  cual requiere de la co-expresión de la proteína represora de tetraciclina así como 
de los genes de resistencia a los diferentes antibióticos (gentamicina e higromicina; ver Materiales y 
Métodos). Adicionalmente, en este mismo experimento puede verse que los niveles de sobrexpresión 
alcanzados son similares a los comentados en la figura anterior y a los reportados para la línea TbGrx1 
(Comini et al., 2008) (Figura 6.2.E) y que es posible crecer el clon 3 de TbC104S hasta 20 días sin que se 
evidencie “leaking” (Figura6.2.F). La obtención de un clon con un sistema de expresión ectópico estable e 
inducible resulta muy importante para los futuros experimentos in vivo.  
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6.5. Caracterización de la línea TbC181S y comparación con las restantes líneas transgénicas y 
parental 

Luego de tres rondas de transfección con el plásmido pHD1700-Tb1-C-Grx1 C181S se lograron generar 
tres líneas transgénicas (TbC181S) resistentes al antibiótico de selección (higromicina) (Rettig, 2007) las 
cuales mostraron distintos patrones de crecimiento en cultivo (Figura 6.3.A) y expresión de la proteína 
recombinante (Figura 6.3.B). De los tres clones obtenidos solo uno mostró una expresión inducible por 
tetraciclina (clon 2) mientras otro no respondió al agente inductor (no mostrado) y el tercero presentaba 
altos niveles de expresión de la copia ectópica aún en ausencia de inducción (clon 3). Por motivos que 
desconocemos, el clon que perdió el control regulable de la expresión de la copia ectópica (clon 3) 
mostró una tasa de duplicación que prácticamente duplica a la del clon inducible en condiciones de 
cultivo, con o sin agregado de oxitetraciclina (Figura 6.3.A). Sin embargo, al comparar la diferencia de 
densidad celular alcanzada por ambos clones en función de la inducción, vemos que para el clon 2 la 
diferencia entre la línea inducida y no inducida es significativa, lo que sugiere un efecto deletéreo de la 
inducción del mutante C181S previamente no identificado en las otras líneas sobreexpresantes. 
Extrapolando este posible efecto tóxico al clon 1, donde hay una expresión constitutivamente alta del 
mutante C181S , es de esperar que la misma se haya acompañado por la activación de mecanismos que 
contrarresten el efecto nocivo que puede tener la expresión de este mutante sobre la fisiología celular 
(ver más abajo).  

A continuación se evaluó el efecto de la sobreexpresión de C181S sobre el crecimiento de cultivos tipo 
batch iniciados a diferentes densidades celulares comparando inducción vs. no inducción. Como se 
puede ver en la Figura 6.3.C el efecto deletéreo de la sobreexpresión de C181S es mucho más marcado 
en los inóculos de baja densidad celular (≤10 4 cel/mL) en los cuales se evidencia una pronunciada fase 
lag y/o retardo en la proliferación de los parásitos. La fase lag transcurre sin división celular aparente 
pero se caracteriza por el aumento en volumen y masa de las células así como una importante actividad 
metabólica abocada a la preparación de la etapa proliferativa. La duración de la fase lag está influenciada 
por varios factores como la carga del inoculo (a menor inoculo mayor tiempo de fase lag), el tiempo que 
le tome a las células recuperarse del shock físico y mecánico de la transferencia a medio fresco, así como 
de su estado metabólico inicial. Este último factor se relaciona a la capacidad de la célula de contar con 
co-enzimas, factores de crecimiento autócrinos y un pool de enzimas inducibles necesarias para 
metabolizar los nutrientes presentes en el medio fresco. En base a esto, la interpretación que 
consideramos más probable para el fenotipo observado en cultivos de baja densidad es que la 
sobreexpresión de C181S esté afectando algún proceso biosintético indispensable para una rápida 
adaptación metabólica de la célula a un medio rico en nutrientes. Una forma de intentar demostrar esta 
hipótesis es analizar el consumo de glucosa por los parásitos sembrados a baja densidad celular inicial en 
cultivo continuo bajo condiciones de inducción del mutante C181S comparado a la línea no inducida. 
Como se puede ver en la Figura 6.3.D, si bien el efecto de la sobreexpresión del mutante C181S 
recapitula lo mostrado anteriormente (Figura  6.3.C), la diferencia en el consumo de glucosa entre la línea 
inducida y no inducida recién se torna significativa en el día 4, donde los cultivo ya salieron de la fase lag 
Figura 6.3.E). Más aún, la glucosa remanente en el medio de cultivo de la línea inducida es menor que en 
la línea no inducida, lo que apunta a cierta desregulación metabólica en la vía glicolítica producto de la 
sobreexpresión de C181S.  
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Por último, teniendo en cuenta los resultados obtenidos anteriormente para las otras líneas trasngénicas 
se decidió evaluar de manera comparativa el fenotipo de crecimiento de las tres líneas transgénicas en 
un único experimento (para reducir diferencias derivadas de los lotes de suero y medio empleados) y 
bajo un régimen de cultivo con siembra a baja densidad basado en los resultados mostrados en la parte 
anterior (Figura 6.3.D). Al sembrar las células a 5 x 103 cel/mL minimizamos el efecto del retardo en la fase 
lag que presenta la línea TbC181S inducida respecto de las restantes y al repicar cada 72 hrs se evita que 
las células entraran en fase de crecimiento estacionaria, donde la escases de nutrientes tiene un efecto 
marcado en la proliferación de la línea TbGrx1 (Comini et al., 2008). Como se puede ver en la Figura 6.3.F, 
las tres líneas se comportan de manera equivalente (dentro del margen del error) hasta el día 6 y la 
diferencia entre las líneas inducidas y no inducidas comienza a ser evidente recién a partir del día 9 para 
los mutantes C104S y C181S y el día 12 para el sobreexpresante de la forma WT. A partir de esos tiempos, 
las líneas inducidas presentan una tasa de crecimiento inferior a las no inducidas como se puede notar a 
partir de las menores densidades celulares obtenidas en cada repique y la curvatura negativa que 
comienza a describir la curva de densidad celular acumulada (Figura 6.3.G). La línea TbGrx1 por su parte, 
si bien demora unos días más en sufrir el efecto de la inducción, llega a un punto similar al día 12. El 
fenómeno no se revierte ni se agudiza en el siguiente repique (día 15), donde la densidad celular que 
alcanzan los cultivos inducidos (~1 x 106 cel/mL) es prácticamente la mitad de la alcanzada por los 
cultivos no inducidos, indicando sin ninguna duda un efecto deletéreo de la sobreexpresión de estas 
proteínas sobre la proliferación de la forma infectiva de T. brucei bajo este régimen de cultivo. Más aún, 
en la Figura 6.3.F-G queda evidenciado que dicho efecto es más marcado para las líneas que expresan los 
mutantes de 1-C-Grx1, destacándose la línea TbC181S por presentar la mayor diferencia de crecimiento 
al comparar cultivos inducidos y no inducidos. Es interesante destacar que, contrario a lo que se muestra 
en esta figura, en los regímenes de cultivo ensayados anteriormente no habíamos podido evidenciar esta 
diferencia entre las líneas inducidas y no inducidas de TbC104S y TbGrx1. Adicionalmente, ambas 
réplicas biológicas de este experimento muestra que las proteínas recombinantes se expresan a niveles 
similares en todos los casos (analizado por WB) durante los 15 días que duró el mismo, sin evidencia de 
leaking en ninguno de ellos (en la Figura 6.3.H se muestra de manera representativa el resultado 
obtenido para el clon 3 del mutante C181S).  

 

6.6. Efecto de la sobreexpresión de las diferentes versiones de 1-C-Grx1 para la supervivencia del 
parásito in vivo y el progreso de la infección.   

6.6.1. Estrategias basadas en la infección con cepas monomórficas 

La mayoría de los trabajos de investigación con la forma infectiva de T. brucei se realiza empleando cepas 
adaptadas al crecimiento en cultivos axénicos, obtenidas a través de sucesivos pasajes en roedores de 
experimentación, lo cual en su conjunto las ha llevado a perder y/o reducir su capacidad de diferenciarse 
a la forma “short stumpy” (SS, ver Capítulo 1). Debido a su homogeneidad morfológica, estabilidad 
antigénica e incapacidad de transformarse a otros estadios del ciclo de vida, dichas líneas celulares han 
sido denominadas monomórficas. Como se mencionara en la Introducción, las infecciones naturales 
suceden por cepas pleiomórficas y transcurren con ondas recurrentes de parasitemia marcadas por la 
aparición de nuevas poblaciones clonales de parásitos conteniendo una nueva variante de VSG y la 
concomitante diferenciación de la anterior población parasitaria al estado no replicativo SS y/o su 
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eliminación por parte del sistema inmune, lo que posibilita el establecimiento de un estado pseudo-
crónico de infección en el hospedero. En el caso de las líneas monomórficas esto no ocurre y la infección 
en animales de laboratorio tiene un progreso agudo y fulminante, con pérdida de indicadores de salud y 
elevados niveles de parasitemia (Macgregor et al., 2013), dado que la proliferación de los parásitos en 
sangre solo está limitada por la resistencia que pueda ofrecer el sistema inmune del huésped. Si bien 
esto es una desventaja evidente de las infecciones con cepas monomórficas, las mismas han sido 
adaptadas para analizar el efecto de la supresión o sobreexpresión específica de genes mediante 
inductores, como en las Figuras mostradas más arriba, y su desarrollo dentro del animal estará 
igualmente afectado por el ambiente hostil que impone el hospedero, lo que permite el análisis 
funcional de genes así como el efecto de compuestos con potencial farmacológico en la progresión de la 
infección in vivo.  

Las pruebas de función génica in vivo se pueden llevar a cabo con líneas de parásitos carentes del gen en 
cuestión (por ej. líneas KO), con expresión o silenciamiento regulable del gen endógeno (por ej. líneas 
con RNAi inducibles o KO condicional) o con líneas donde se exprese de manera inducible una versión 
alterada y disfuncional de la secuencia endógena sin alterar la expresión de esta última, estrategia 
conocida como “dominante negativo”. Esta última aproximación es fundamentalmente útil en los casos 
en los cuales los parásitos son refractarios a la supresión o subregulación de una proteína endógena, 
como es nuestro caso, pero su éxito depende de cómo funcione la proteína en cuestión in vivo para ser 
aplicable y no tanto de su función específica (ver a continuación). Una de sus aplicaciones más comunes 
es para estudiar el efecto de proteínas que cumplen su función formando homo- o heteromultímeros, ya 
que la estrategia necesita solamente de la sobreexpresión de una forma mutada de la proteína 
endógena (Lagna and Hemmati-Brivanlou, 1998). Existen varios ejemplos del empleo exitoso de esta 
herramienta en T. brucei para la caracterización de la función de proteínas que forman o no homo- o 
hetero-complejos (ver por ej. (Abdulla et al., 2008; Gluenz et al., 2008; Salmon et al., 2012)). Algo 
importante a tener en cuenta es que la estrategia de dominante negativo generalmente no neutraliza 
por completo la actividad de la forma endógena de la proteína blanco y que por lo tanto la severidad del 
fenotipo dependerá de los niveles de expresión alcanzados de la copia ectópica y del impacto funcional 
de las mutaciones en la actividad biológica de la proteína blanco.  

En colaboración con la Unidad de Animales Transgénicos y de Experimentación del Institut Pasteur de 
Montevideo hemos puesto a punto el modelo de infección de ratones de la cepa BALBc/J, la cual es 
reconocida como una cepa susceptible a la infección por T. brucei brucei (Antoine-Moussiaux et al., 2008). 
El desarrollo de esta herramienta nos ha permitido realizar varios estudios de validación biológica de 
blancos moleculares de estos patógenos empleando líneas RNAi o KO clásicas o condicionales del gen en 
estudio (Manta et al., 2013a; Roldán et al., 2011)(Krul y Comini, 2013, no publicado; Hiller, Comini, Krauth-
Siegel, 2013, no publicado; Musunda, Comini, Krauth-Siegel, 2013, no publicado). Finalmente, es 
importante destacar que T. brucei brucei, a diferencia de la subespecie T. b. rodhesiense, no es patogénica 
para el ser humano pero si para animales, a pesar que la segunda es tan solo una variante fenotípica que 
se diferencia de la primera exclusivamente en poseer un gen que le confiere resistencia a proteínas 
plasmáticas humanas (Balmer et al., 2011) (ver Capítulo 1). Por lo tanto los comportamientos biológicos 
observados en este modelo pueden ser trasladados y son clínicamente de alto impacto para la 
subespecie patógena humana.  
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6.6.2. Modelos in vivo de infección con las líneas transgénicas TbGrx1 y TbC104S  

Dado que no fue posible desarrollar líneas RNAi o KO para Tb1-C-Grx1, en este trabajo nos valimos de la 
estrategia de dominante negativo para estudiar el efecto de esta proteína en la infección de T. brucei. 
Cuando se realizó el diseño de estos experimentos considerábamos que Tb1-C-Grx1 era una proteína 
dimérica por lo cual la sobreexpresión del mutante C104S a niveles 5-10 veces superiores a la proteína 
endógena determinaría la formación de heterodímeros híbridos entre la proteína endógena y el mutante 
recombinante, y homodímeros de C104S, los cuales, entre otras posibles funciones afectadas, no serían 
capaces de ensamblar centros ferrosulfurados por la ausencia de la cisteína 104 en una o dos de las 
subunidades del dímero. Si bien en la actualidad sabemos que esto fue un error de interpretación, estos 
experimentos dieron resultados muy relevantes (ver a continuación) los cuales, en función de la función 
propuesta para las Grx monotiólicas en la biogénesis de centros ferrosulfurados, pudieron ser también 
ser interpretados en el marco de una estrategia de dominante negativo aunque considerando la 
formación de heteromultímeros disfuncionales y no de heterodímeros (WT/C104S) u homodímeros 
(C104S/C104S).  

En primer lugar se priorizaron los ensayos de infección con la línea sobreexpresante de C104S (TbC104S) 
debido a que los resultados de ensamblaje in vivo (expresión en sistema procariota) e in vitro (Capítulo 4) 
indicaban la incapacidad de este mutante para unir un FeS. También se incluyó el sobreexpresante de la 
línea WT (TbGrx1) por su sensibilidad demostrada in vitro a estreses que tendrían lugar a nivel fisiológico 
(Comini et al., 2008; Namangala, 2012; Salmon et al., 2012). Las infecciones, monitoreo y extracciones de 
sangre y eutanasia de hembras BALBc/J se realizaron como se describe en la sección Materiales y 
Métodos. Se confeccionaron dos grupos de animales, uno de los cuales recibió agua normal (grupo “-T”) 
y el otro recibió oxitetraciclina (1 mg/mL, grupo “+T”) en el agua de consumo desde el día 3 previo a la 
infección, con agregado de antibiótico fresco cada 48 hrs y hasta donde se indique en el correspondiente 
ensayo. A su vez, estos grupos se separaron en subgrupos de seis animales cada uno que fueron 
infectados con la línea parental (TbWT) y las líneas transgénicas TbC104S o TbGrx1. La supervivencia de 
los animales a lo largo del tiempo se grafica como curvas de Kaplan-Meier en modo porcentual (Figura 
6.4A y C). De manera periódica se realizaron tomas de muestras en todos los animales vivos de cada 
grupo para determinar la carga de parásitos en sangre (parasitemia; Figura 6.4.B y D). Aquellos animales 
que presentaban un estado de salud marcadamente deteriorado y/o niveles de parasitemia ≥10 8 cel/mL 
fueron sacrificados por razones éticas ya que nuestra experiencia previa indica que ~90% de los animales 
con este nivel de parasitemia mueren en el lapso de las siguientes 24 hrs.   

La infección en los animales del grupo control (TbWT) tratados o no con oxitetraciclina tuvo un 
desarrollo típico caracterizado por una alta mortandad al cabo de 2 semanas como consecuencia de los 
elevados niveles de parasitemia (≥10 6 cel/mL), en coincidencia con estudios similares con cepas 
monomórficas (Claes et al., 2009; Emmer et al., 2010) (Figura 6.4.A-B). Además no se observaron 
diferencias significativas en la sobrevida de los animales que recibieron o no el agente inductor, lo que 
nos permite asegurar que la administración de oxitetraciclina, tal como se observó in vitro, no afecta la 
proliferación de los parásitos de la línea parental in vivo. Por el contrario, el perfil de supervivencia de 
ratones infectados con la línea TbC104S (±T) mostró marcadas diferencias respecto de lo comentado 
para la línea parental. Al analizar los resultados de la Figura 6.4.A vemos que el grupo infectado con la 
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línea mutante y que no recibió oxitet (TbC104S-T) presenta un tiempo de supervivencia media (T50) 
aproximadamente nueve días superior al del grupo control TbWT-T, ocurriendo el deceso del último 
animal de este grupo el día 29 post-infección, 13 días más tarde que el observado para el grupo TbWT-T y 
que, en concordancia con la mayor supervivencia exhibida por el grupo TbC104S-T, la parasitemia en 
estos animales evolucionó de manera sostenida pero con valores promedialmente inferiores a los del 
grupo TbWT-T (Figura 6.4.B). Una posible explicación de este comportamiento diferencial entre líneas no 
inducidas podría ser la menor tasa de crecimiento de la línea mutante respecto de la línea parental, 
aunque la magnitud del fenómeno in vitro (Figura 6.2.C) no se correlaciona con lo que se evidencia in 
vivo (Figura 6.4.A).  

Sin embargo, el fenómeno más notable se da al comparar el efecto de la inducción en los animales 
infectados con la línea TbC104S. En este grupo de animales se observó solamente un deceso (al día 7) en 
todo el período de 77 días durante el cual el grupo permaneció en observación. Esto se traduce en una 
sobrevida del 83% y una significativa reducción de la capacidad infectiva de los parásitos bajo 
condiciones de inducción de la copia ectópica del mutante C104S de 1-C-Grx1 respecto del grupo 
control no inducido TbC104S-T. De hecho, el análisis de la parasitemia en los animales del grupo 
TbC104S+T pone claramente en evidencia no solo la menor tasa proliferativa de estos parásitos (con 
niveles de parasitemia 1-3 órdenes de magnitud inferiores a los del grupo TbC104S-T) sino su 
incapacidad de sostener la misma en el curso de la infección. En ese sentido, resultó muy interesante 
observar que a partir del día 10 post-infección la proliferación de los parásitos en sangre adquirió un 
comportamiento cíclico con picos de parasitemia cada 7-10 días seguidos de descensos marcados (1-2 
órdenes de magnitud) en el número de parásitos. Al cabo de 62 días de monitoreo continuo de los 
animales y habiendo pasado casi dos meses sin un deceso se procedió a suspender el tratamiento con 
oxitet del grupo TbC104S+T y se examinaron muestras de sangre de manera frecuente por espacio de 20 
días. En ningún caso se observó la reaparición de parásitos en sangre y/o de signos y síntomas de 
enfermedad, por lo cual los animales se consideraron curados. Adicionalmente, en el único caso de alta 
parasitemia del grupo TbC104S+T  (animal que muere al día 7) se realizó la extracción total de sangre por 
punción cardíaca y los parásitos fueron purificados como se indica en el Capítulo 8, para luego realizar 
ensayos de inmunofluorescencia y WB con ellos. A partir de estos experimentos pudimos demostrar que 
en las condiciones de inducción in vivo usadas en estos experimentos se da la inducción de la copia 
ectópica y su correcta localización mitocondrial, si bien el nivel de proteína recombinante alcanzado in 
vivo parecen inferiores a al que observamos previamente al inducir la proteína en cultivos axénicos (no 
mostrado, (Manta et al., 2013a))  

Análogamente al experimento de infección recién comentado, se realizó el experimento de infección 
con la línea transgénica TbGrx1 (Figura 6.4.C-D). Los controles de infección con la cepa salvaje (TbWT) 
mostraron un perfil de supervivencia y desarrollo de la parasitemia prácticamente idéntico al mostrado 
anteriormente (TbWT ±T en Figura 6.4.C) y por lo tanto independiente de la administración de 
oxitetraciclina. Los ratones inoculados con TbGrx1 que no fueron alimentados con oxitetraciclina (grupo 
TbGrx1-T) presentaron un perfil de supervivencia muy similar al del grupo control (TbWT-T), 
distinguiéndose de este último por un desfasaje de 4 días en el T50. Este comportamiento se diferencia 
marcadamente del grupo TbC104S-T comentado más arriba (Figura 6.4.A). La administración de inductor 
de la expresión a los animales infectados con TbGrx1 produjo un incremento en su tasa de supervivencia 
(TbGrx1+T, T50=21 días) en relación a la obtenida para el grupo que no recibió este tratamiento (TbGrx1-
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T, T50=11 días). Por otro lado, 2 de los 6 (33 %) animales del grupo TbGrx1+T se mantuvieron vivos hasta 
el día 35 post-infección. Esta diferencia en la supervivencia de los animales infectados con TbGrx1 T+ y T- 
resultó significativa. El desarrollo de la parasitemia en el grupo TbGrx1+T  resultó bastante atípico ya que 
luego de un pico inicial al día 4 post-infección (Figura 6.4.D), 3 días más tarde (día 7) la misma descendió 
a niveles indetectables siendo el límite de sensibilidad del método de recuento de 2.5 x 104 cel/mL de 
sangre. Excepto por los dos animales sobrevivientes, donde al cabo de 35 días no se observaron 
parásitos en sangre, en el resto de los ratones la parasitemia se incrementó a niveles similares (≥10 7 
cel/mL) a los detectados en el grupo control (TbGrx1-T; Figura 6.4.D), lo cual es compatible con el patrón 
de supervivencia observado (Figura 6.4.C). Esta recuperación de la actividad proliferativa in vivo de los 
parásitos TbGrx1+T podría estar indicando que los mismos lograron establecer mecanismos 
compensatorios para superar el efecto nocivo que ejercía la sobreexpresión de 1-C-Grx1. Es interesante 
destacar que este mismo comportamiento se observó en experimentos de infección análogos a los 
mostrados aquí con parásito KO para una GPx mitocondrial (Hiller, Comini, Krauth-Siegel, 2013, no 
publicado).  

Si bien los datos presentados aquí señalan que la capacidad infectiva de parásitos inducidos a 
sobreexpresar la forma WT de 1-C-Grx1 es menor a la de células con niveles normales de esta proteína, el 
efecto es marcadamente inferior al observado para el sobreexpresante de C104S. Esto no solo se puede 
apreciar en el mayor nivel de supervivencia alcanzado por el grupo TbC104S +T (83%) respecto del 
grupo TbGrx1 +T (33%)  al final del experimento sino también a partir de los datos de parasitemia que 
revelan que, si bien en el grupo TbC104S+T persisten animales infectados a lo largo del tiempo, la carga 
de parásitos en los mismos es promedialmente un orden de magnitud inferior a la detectada en los 
animales del grupo TbGrx1+T.   

 

6.7. Respuesta a estrés oxidativo y depleción de hierro de la línea sobreexpresante de 1-C-Grx1 
C104S.   

Comini y colaboradores demostraron que el agregado de 100 μM Fe 3+ al medio de cultivo no afecta el 
crecimiento de la línea parental así como tampoco de la línea TbGrx1, independientemente de si se 
induce o no la expresión de la copia ectópica (Comini et al., 2008). Por el contrario, la sobreexpresión de 
la copia silvestre de Tb1-C-Grx1 determina que estas células sean considerablemente más sensibles al 
quelante de hierro DFX que las células no inducidas y, adicionalmente, se tornan menos resistentes al 
H2O2, un agente oxidante permeable que puede ser particularmente tóxico en presencia de metales de 
transición no quelados (Comini et al., 2008). Con el fin de poder contar con información adicional que 
nos permita comprender el drástico fenotipo observado in vivo para esta línea celular, en este trabajo 
realizamos  experimentos de desafío similares a los descritos arriba pero sobre la línea TbC104S y 
utilizando citometría de flujo para realizar el recuento de los parásitos viables luego de cada tratamiento 
(Figura 6.5). Esta aproximación nos permitió un análisis más detallado del efecto de los tratamientos, así 
como la posibilidad de explorar una mayor cantidad de condiciones experimentales y aumentar el 
número de réplicas. Como se puede ver en la Figura 6.5.A-B, el tratamiento con H2O2 durante 24 hrs tiene 
un marcado efecto citoestático y citotóxico en la línea TbC104S e independiente de la inducción de la 
copia ectópica. En presencia de concentraciones bajas de H2O2 (10-25 μM) las densidades celulares 
alcanzadas luego son equivalentes a la densidad de siembra y no se observa un incremento significativo 
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de la señal de ioduro de propidio (PI), lo que indica un efecto citoestático del oxidante. El punto de 
inflexión entre el efecto citoestático y citotóxico parece ocurrir entre 50 y 100 μM, ya que los parásitos no 
solo dejan de crecer sino que mueren, como indica además el incremento en los valores de células 
positivas para PI. Esto es evidenciable en los propios campos de análisis del citómetro donde se ve el 
despoblamiento de la zona correspondiente a las células viables (Figura 6.5.C). La deferoxamina, por su 
parte, tiene un efecto mayoritariamente citoestático, ya que los niveles celulares alcanzados luego de 24 
hr de cultivo en presencia de la droga no son nunca inferiores al punto de partida y no se evidencia un 
incremento en la población de parasitos positivos para PI (Figura 6.5.D-E). Esto se correlaciona con el 
resultado de citometría, donde no se ve un cambio importante en la población de células viable por 
efecto del quelante (Figura 6.5.F). En conclusión, a diferencia de lo observado para el sobreexpresante de 
la 1-C-Grx1, altos niveles de la versión mutada C104S no alteran la capacidad de respuesta de la forma 
infectiva del parásito frente a estímulos oxidantes y de depleción de hierro. Las posibles razones de esto 
se discuten sobre el final.  

 

6.8. Localización subcelular de 1-C-Grx2 y fenotipo de líneas BSF y PCF sobrexpresantes.   

Antes de centrarnos en el análisis de los resultados de las líneas sobreexpresantes de las versiones de 1-
C-Grx1 consideramos importante confirmar que en la mitocondria de la BSF coexisten dos Grx de clase II. 
Para ello debíamos confirmar la compartimentalización subcelular de la 1-C-Grx2 y, adicionalmente, 
determinar si la sobreexpresión de esta proteína se asociaba a algún fenotipo adverso para el 
crecimiento de parásitos cultivados in vitro. Tal como se mencionó en el Capítulo 3 la 1-C-Grx2 presenta 
una extensión aminoterminal predicha como secuencia de localización mitocondrial la cual fue 
procesada eficientemente por la maquinaria de importación de proteínas mitocondriales de levadura, 
permitiendo que esta proteína localice en la matriz mitocondrial de S. cerevisiae (Filser et al., 2008). La 
detección de la forma endógena de la proteína mediante immunofluorescencia con anticuerpos α -1-C-
Grx2 fue infructuosa (no mostrado), seguramente debido a que los niveles de la 1-C-Grx2 tanto en la 
forma sanguínea como procíclica de T. brucei son muy bajos (Comini et al., 2008). Por lo tanto los 
experimentos de localización subcelular fueron realizados sobre las líneas celulares sobreexpresantes de 
una versión ectópica de 1-C-Grx2 etiquetada con c-myc (ver sección Materiales y Métodos) empleando 
tanto anticuerpos α -1-C-Grx2 como α -c-myc. Como se observa en la Figura 6.6A, en ambos estadios se 
identificó señal específica para 1-C-Grx2 proveniente de la mitocondria de los parásitos, la cual se puso 
en evidencia mediante marcado con MitotrackerTM o bien usando anticuerpos α -lipoamida 
deshidrogenasa (Roldán et al., 2011).. El análisis del patrón de crecimiento de células PCF y BSF 
portadoras de una copia ectópica de 1-C-Grx2 se realizó en cultivo tipo “batch”, análogo a lo descrito más 
arriba, trabajando con tres clones independientes cultivados en presencia o ausencia de tetraciclina y 
analizando la expresión por WB. La curva de crecimiento exhibida por parásitos PCF fue similar en todos 
los clones sean estos cultivados o no con inductor (no mostrado), mientras que en el caso de las líneas 
BSF , si bien el perfil de crecimiento global de los clones es similar independientemente de la inducción 
obteniéndose para la fase exponencial de crecimiento (días 2 y 3) un tiempo de duplicación promedio 
similar para los clones inducidos y no inducidos respectivamente y, a su vez, similar a al tiempo de 
duplicación de la lineal parental (Figura 6.6.B). Sin embargo una inspección más cuidadosa de la curva 
revela dos diferencias llamativas entre clones que sobreexpresan la 1-C-Grx2 y aquellos que no y estas 
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diferencias son un retardo en la extensión de la  fase lag y la fase estacionaria para la mayoría de los 
clones inducidos. No obstante, ese retardo en superar la fase lag es transitorio y no acarrea 
consecuencias en la capacidad proliferativa de las células durante la fase de crecimiento exponencial. En 
cambio, el retardo en la fase estacionaria provoca que a las 120 hs de cultivo ininterrumpido aún se 
detecte un buen número de parásitos viables en los tres clones inducidos, mientras que la viabilidad 
cayó a cero en dos de los clones no inducidos y en el tercero la densidad celular se halla al límite de 
detección por el método de recuento en cámara de Neubauer (Figura 6.6.B). Por lo tanto, a diferencia de 
la 1-C-Grx1 (en todas sus versiones), la sobreexpresión de la 1-C-Grx2 en la mitocondria de parásitos 
infectivos pareciera tener un efecto positivo en la supervivencia de los mismos en condiciones de cultivo 
de agotamiento de nutrientes. Aunque aún estamos lejos de comprender las causas de este fenómeno, 
es relevante mencionar que estudios recientes de RNAi en formato “high-throughput” señalaron que la 1-
C-Grx2 sería indispensable para el proceso de diferenciación de la forma BSF a la PCF (Alsford et al., 
2011).  

 

6.9. Integración de la información biológica obtenida para Tb1-C-Grx1 

Evidentemente, los resultados mostrados en este capítulo señalan un rol indiscutible de Tb1-C-Grx1 en el 
progreso de la infección, al menos en este hospedero mamífero y en infecciones con cepas 
monomórficas. El marcado fenotipo observado in vivo no se evidencia en las líneas celulares en cultivo, lo 
cual sugiere que 1-C-Grx1 es esencial para enfrentar las condiciones hostiles impuestas por el hospedero. 
Ahora bien, las bases moleculares de este fenotipo pueden ser muy diversas, desde efectos puntuales en 
una vía biosintética afectada hasta efectos pleiotrópicos y multifactoriales. En esta sección intentaremos 
abordar algunas posibles explicaciones. La evidencia acumulada hasta ahora indica que: i) Tb1-C-Grx1 es 
parcialmente capaz de revertir el fenotipo del mutante Δ grx5 (Filser et al., 2008), ii)  la línea 
sobreexpresante de 1-C-Grx1 presenta indicio de desregulación del metabolismo del hierro (Comini et 
al., 2008), iii) esta proteína es capaz de coordinar centros ferrosulfruados in vitro a expensas de la cisteína 
del sitio activo y tioles de bajo peso molecular (este trabajo), iv)  las líneas transgénicas TbGrx1 y TbC104S 
poseen una menor capacidad proliferativa in vivo (este trabajo) y v) Tb1-C-Grx1 interacciona in vivo con 
algunas chaperonas de la familia de las HSP70 como las involucradas en la biogénesis de centros 
ferrosulfurados en otros eucariotas (experimentos de inmunoprecipitación, no mostrado). Estos datos, 
considerados en su conjunto, nos permiten especular que Tb1-C-Grx1 cumple un rol en la maquinaria de 
biogénesis de centros ferrosulfurados en la mitocondria de T. brucei equivalente (total o parcialmente) al 
que cumple la Grx5 de levaduras o humanos (Lill et al., 2012). Si bien esto requiere ser probado de 
manera definitiva, parece una hipótesis razonable y nos ofrece un marco sólido para interpretar nuestros 
resultados.  

El rol esencial de Grx5 en la biogénesis de centros ferrosulfurados en la mitocondria eucariota fue 
demostrado hace una década (Rodríguez-Manzaneque et al., 2002), si bien recién en el último año se 
logró una definición precisa de su mecanismo. A diferencia de lo considerado originalmente 
(Bandyopadhyay et al., 2008; Mühlenhoff et al., 2003), Grx5 no es una proteína “scaffold” independiente 
sino que cumple su función en el contexto de un complejo con al menos otras dos proteínas 
(chaperonas, ver Figura final) (Uzarska et al., 2013). En este sentido, es lógico esperar que tanto la 
sobreexpresión de la forma silvestre de la proteína (línea TbGrx1) como de la forma mutante (línea 
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TbC104S) determine un efecto en la biogénesis de centros ferrosulfurados. En el primer caso (línea 
TbGrx1), el incremento en la abundancia de Tb1-C-Grx1 dentro de la mitocondria del parásito puede 
determinar un cambio en la relación estequiométrica entre la Grx y las chaperonas, “secuestrando” a las 
mismas en complejos que, si bien pueden ser productivos para la biogénesis de centros ferrosulfurados, 
no necesariamente lo serán para otras funciones donde estas chaperonas pueden operar. En el segundo 
caso, los resultados son concluyentes en cuanto a que la expresión de un mutante de 1-C-Grx1 carente 
de la cisteína de sitio activo e incapaz de unir FeS afecta negativa y significativamente la proliferación y 
supervivencia de T. brucei en un hospedero mamífero. Si seguimos con la línea de pensamiento de la 
frase anterior, la sobreexpresión del mutante C104S determinará un efecto más marcado ya que poblará 
la mitocondria del parásito de complejos entre la chaperona y la Grx mutante improductivos para la 
biogénesis de FeS. La inhibición del paso de transferencia corriente arriba llevaría a la acumulación del 
cofactor en la proteína de andamiaje tipo U (IscU, (Smíd et al., 2006)) y, probablemente, a una deficiencia 
en la formación de holo-proteínas, como se reportó para el mutante Δgrx5 en S. cerevisiae (Mühlenhoff et 
al., 2003). Este efecto podría determinar una adaptación metabólica secundaria, como sucede en 
levaduras, donde la interrupción de esta vía determina la activación de mecanismos compensatorios 
tendientes a incrementar la incorporación y movilización de hierro y/o la producción del cofactor (Kaplan 
and Kaplan, 2005), si bien por el momento en tripanosomas no se ha demostrado una conexión entre la 
maquinaria mitocondrial de biogénesis de centros ferrosulfurados y mecanismos de captación o 
movilización de hierro ni regulación transcripcional de la misma (Manta et al., 2012; Taylor and Kelly, 
2010).  

A su vez, esta propuesta permite explicar (al menos parcialmente) los resultados obtenidos para la línea 
TbC104S inducida (Figura 6.5) y expuesta a H2O2 y DFX, donde observamos un comportamiento diferente 
a lo reportado previamente por Comini y colaboradores (Comini et al., 2008) para la línea TbGrx1. En los 
resultados mostrados en este trabajo, la sobreexpresión del mutante C104S no sensibiliza a los parásitos 
contra la depleción de hierro y/o tratamientos que determinan estrés oxidativo. La DFX tiene un efecto 
citoestático asociado que generalmente se puede explicar por la depleción de hierro del cultivo, el cual 
es provisto por la transferrina presente en el suero bovino (Breidbach et al., 2002). La ausencia de efecto 
mayor de la DFX en la forma inducida de TbC104S respecto de la no inducida puede explicarse porque, al 
estar interrumpida la biogénesis de centros ferrosulfurados en un paso previo a su transporte hacia 
blancos terminales, las necesidades de hierro del parásito se reducen al mínimo, cosa que no sucede en 
la línea trangénica TbGrx1 donde –probablemente- la maquinaria de biogénesis de FeS no está 
interrumpida. En la misma línea, el efecto tóxico del H2O2 observado por Comini y colaboradores en la 
línea TbGrx1 inducida podría explicarse a expensas de la gran disponibilidad de centros ferrosulfurados 
lábiles y acumulados sobre la copia ectópica de 1-C-Grx1 WT, mientras que en la línea TbC104S no se 
llega a este paso y el hierro se acumula en etapas previas o en reservorios más protegidos de la acción de 
oxidantes, como sucede en otros eucariotas (Subramanian et al., 2011).  

En los organismos eucariotas en los cuales la biogénesis de centros ferrosulfurados está relativamente 
bien definida, como ser levaduras (Kim et al., 2011, 2011; Lill et al., 2012; Mühlenhoff et al., 2010) o 
humanos (Ye and Rouault, 2010), también se conocen varios procesos metabólicos esenciales 
dependientes de FeS. Si bien el hierro también es esencial para la forma infectiva de T. brucei (Steverding, 
1998) las proteínas dependientes de este metal o de centros ferrosulfurados presentes en la forma 
infectiva del parásito son asombrosamente pocas (revisado recientemente en (Manta et al., 2012)), 
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siendo la TAO la mejor caracterizada (Chaudhuri et al., 2006). Sin embargo, algunas de las proteínas 
portadoras de clúster de hierro y azufre son esenciales y la alteración de la biogénesis de centros 
ferrosulfurados por sobreexpresión de versiones silvestres o mutadas de 1-C-Grx1 puede determinar 
efectos específicos deletéreos, si bien esto requiere ser ensayado específicamente. Uno de los casos que 
merece ser destacado por su posible rol en el desarrollo del parásito in vivo es el de la proteína 
RIL/ABCE1, una proteína homologa al inhibidor de la ribonucleasa L que posee un motivo aminoterminal 
que une un clúster de [4Fe-4S] y dos dominios de unión de ATP (“ATP binding cassette”, ABC-E1) la cual 
cumple un rol esencial en la regulación de la síntesis proteica en todos los eucariotas (Nürenberg and 
Tampé, 2013) y que es esencial para ambas formas de T. brucei (Estévez et al., 2004).  Inesperadamente 
tanto la supresión como la sobreexpresión de esta proteína también rindió un fenotipo deletéreo en la 
forma infectiva del parásito llevando a los autores a aducir que esto podría ser consecuencia de una 
desregulación en la síntesis de determinadas proteínas estadio-específicas controlada por RLI/ABCE1 
(Estévez et al., 2004). Por lo tanto, podemos especular alternativamente que la sobreexpresión de 1-C-
Grx1 determine un  incremento en la síntesis de holo-RIL/ABCE1 aportando también al fenotipo 
deletéreo de esta línea transgénica. Otro proceso metabólico esencial en T. brucei que depende de la 
biogénesis de centros ferrosulfurados es la tiolación de RNA de transferencia, lo cuales son importados 
hacia la mitocondria concomitantemente con un proceso de modificación de base que depende de las 
etapas iniciales de la maquinaria ISC presentes en la mitocondria (Alfonzo and Lukeš, 2011; Paris et al., 
2010).  

También es posible que la exacerbación del fenotipo in vivo respecto al observado in vitro sea producto 
de las condiciones más hostiles que debe afrontar el parásito en el mamífero las cuales dependen de 
factores difíciles de reproducir en condiciones in vitro (Manta et al., 2013ª; Comini et al., 2012) ya que 
involucra ambas ramas del sistema inmune (Vincendeau and Bouteille, 2006). Una de las respuestas del 
hospedero mejor caracterizadas frente a una infección parasítica es la limitación del hierro disponible en 
el torrente sanguíneo (Manta et al., 2012; Taylor and Kelly, 2010), lo cual podría aportar al agravamiento 
del fenotipo infectivo de la línea transgénica TbGrx1 inducida (+T). Es interesante destacar que la 
evolución de la infección del grupo TbC104S+T se parece mucho a la que tiene lugar en la naturaleza 
donde no todos los animales se infectan o la infección no progresa en todos, transcurre con ondas de 
parasitemia controladas y una evolución con características pseudo-crónicas en la medida que el estado 
general de salud del paciente o animal infectado pueda sostenerlo. Finalmente, no descartamos 
tampoco que este fenotipo derive de un efecto “off-target” de la sobreexpresión de 1-C-Grx1 que 
desemboque en interacciones no deseadas de esta proteína con otros componentes de la mitocondria 
que termine afectando algún proceso o función importante. 

Un último punto que merece ser destacado es que, a diferencia de otros eucariotas, en T. brucei (y 
probablemente otros tripanosomátidos) 1-C-Grx2 comparte la localización subcelular con 1-C-Grx1, lo 
que determina que en la mitocondria de este organismo coexistan dos Grx monotiólicas  que no parecen 
tener funciones intercambiables ya que la primera no subroga la función de la segunda en este organelo. 
Esta falta de redundancia funcional no excluye que ambas proteínas puedan ser parte de la maquinaria 
biosintética de FeS, es decir que puedan interaccionar con los mismos componentes de esta vía 
metabólica, por el contrario, y dado que ambas estarían involucradas en la última etapa de la biosíntesis 
de centros ferrosulfurados (por analogía funcional con 1-C-Grx de otras especies), la diferencia entre 
ambas podría radicar en la especificidad que presente cada una de ellas por las apo-proteínas a las cuales 
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les deben transferir el cofactor. Si bien debe existir un pool básico y esencial de proteínas con centros 
ferrosulfurados común a ambos estadios, también es evidente, por lo que se comentó en repetidas 
oportunidades, que cada una de las formas del ciclo de vida del parásito tiene distintos requerimientos 
metabólicos. En ese sentido, las distintas isoformas mitocondriales de 1-C-Grx podrían estar implicadas 
en la biosíntesis de determinados conjuntos de proteínas ferrosulfuradas específicas para cada estadío. 
Por ejemplo, la 1-C-Grx2, cuya expresión fue más abundante en la forma que habita el insecto (Comini et 
al., 2008) y cuyo silenciamiento por ARNi produjo un fenotipo anormal únicamente en parásitos en 
proceso de diferenciación a la forma procíclica (Alsford et al., 2011) califica como la isoforma encargada 
de participar en la síntesis de proteínas con centros ferrosulfurados que son parte integral del ciclo de 
Krebs y citocromos en la preparación adaptativa que lleva de la forma LS a la forma SS (Manta et al., 
2012).  
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Capítulo 7 

 

Conclusión general 
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Los procesos redox en tripanosomas están gobernados por el par TXN/T(SH)2 que ocupa un rol central en 
el transporte de electrones hacia blancos celulares. A su vez, el T(SH)2 puede cumplir funciones no 
asociadas a TXN que amplifican su relevancia fisiológica (Manta et al., 2013a, 2013b). Sin embargo, el 
interior de la mitocondria de los tripanosomas es una “isla redox” en la cual no se ha reportado la 
existencia de T(SH)2 ni de las oxidoreductasas clásicas como Trx o TXN (Manta et al., 2013b). Sin embargo, 
en este organelo coexisten dos Grx estrechamente relacionadas, una de las cuales ha sido el foco 
principal de este trabajo, así como rutas biosintéticas claves para todos los organismos como ser la 
biogénesis de centros ferrosulfurados, en donde las Grx ofician de punto de encuentro entre el 
metabolismo redox y el metabolismo del hierro. En este trabajo abordamos aspectos evolutivos, 
bioquímicos, estructurales y funcionales de Tb1-C-Grx1 que podemos resumir en los siguientes puntos: 

i. Tb1-C-Grx1 es parte de una familia de proteínas relacionadas pobremente caracterizada y más 
compleja de lo considerado originalmente, integrada por miembros conservados a lo largo de 
toda la escala evolutiva y otros que parecen estar restringidos a kinetoplástidos. 

ii. Esta familia posee dos Grx monotiólicas de localización mitocondrial, probablemente 
relacionadas a nivel evolutivo y con funciones no intercambiables, una de las cuales es 
indispensable para la forma sanguínea del parásito. 

iii. Tb1-C-Grx1 presenta elementos de secuencia que indican que esta proteína es una adaptación 
evolutiva exclusiva de kinetoplástidos, si bien algunas Grx de organismos fotosintéticos podrían 
ser secuencias ortólogas.   

iv. Tb1-C-Grx1 es capaz de coordinar in vitro centros ferrosulfurados a expensas de GSH, Gsp o 
T(SH)2 siendo probable que la combinación de elementos de estructura ausentes en otras Grx (i.e. 
región NTE) y el uso de tioles específicos del parásito determinen un mecanismo de coordinación 
con variaciones respecto de los caracterizados para otras Grx monotiólicas. 

v. Si bien es probable que esta proteína no posea actividad redox, no podemos descartar que 
existan oxidorreductasas mitocondriales aún no identificadas que sustenten mecanismos redox 
basados en monotioles como GSH o Gsp, ya que los mismos son capaces de afectar el estado 
redox de Tb1-C-Grx1.  

vi. El análisis de secuencia y estructura de Tb1-C-Grx1 indica que esta proteína posee similitudes y 
diferencias con otras estructuras de Grx. Entre las similitudes identificamos un elemento de 
estructura compartido con todas las Grx de clase II que podría explicar la ausencia de actividad 
redox en estas proteínas. 

vii. Finalmente, si bien no pudimos probar un rol específico de esta proteína en el desarrollo de 
células de T. brucei en condiciones de cultivos, resultó evidente que el mismo es determinante 
para el progreso de la infección en modelos animales.  

En función de nuestros resultados y la información en la literatura y presentada en los capítulos 
anteriores elaboramos un modelo básico sobre el metabolismo del hierro y de centros ferrosulfurados en 
la forma sanguínea de T. brucei, ubicando a Tb1-C-Grx1 como un componente clave de las etapas 
iniciales de la biogénesis mitocondrial de centros ferrosulfurados (Figura 7.1). 
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“Sin Goliat, David es solo un vago tirando piedras” 

Billy Crystal, actor y comediante estadounidense 
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Capítulo 8 

 

Materiales y Métodos 
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8.1. Reactivos y fungibles 

Los reactivos de biología molecular (ADN polimerasas, enzimas de restricción, fosfatasas, ligasas y 

amortiguadores correspondientes) fueron adquiridos en Fermentas83

                                                           
83 Las empresas proveedoras de los diferentes reactivos han ido cambiando durante el curso de este trabajo y 
muchas compañías pequeñas han sido absorbidas por otras. . En consecuencia, el país de fabricación/procedencia 
de los productos puede variar, si bien el país de referencia de la compañía no. Para simplificar este documentolos 
reactivos se presentan bajo el nombre de la compañía al momento de ser adquiridos, siga esta existiendo en la 
actualidad o no, no se indica país para las grandes compañías como Sigma-Aldrich o General Electric y los detalles 
técnicos sobre ciertos productos o equipos se especifican solo cuando hacen al protocolo experimental.  

, Invitrogen, NewEngland Biolabs, 

Promega o Roche (Alemania). Los oligonucleótidos cebadores fueron adquiridos en Eurofins (Alemania), 

MWG Biotech (Alemania) o IDT (EUA) (detallados en Tabla S1) mientras que los kits para purificación de 

ADN a partir de reacciones de PCR, geles de agarosa o cultivos de bacterias fueron obtenidos en 

Machenery-Nagel (Alemania), Promega, Sigma-Aldrich, Invitrogen o VivoScience (Uruguay). Los 

siguientes reactivos fueron adquiridos en Applichem (Alemania), Invitrogen o Sigma-Aldrich (en órden 

alfabético): ácido acético (HAc), ácido dietilentriaminopentaacético (DTPA), ácido 5,5’-ditio-bis-2-

nitrobenzoico (DTNB), ácido etilendiaminotetraacético (EDTA), ácido iodoacético (IAA),  ácido 2-(N-

morfolino)etanosulfonico (MES), ácido 3-(N-morfolino)propansulfónico (MOPS), ácido tricloroacético 

(TCA), albúmina sérica bovina (BSA), aprotinina A, 2,2-bipiridina (Byp), 5-bromo-4-cloro-3-indolil-β-D-

galactopiranósido (X-Gal), cistatina, cloruro de magnesio (MgCl2), cloruro de sodio (NaCl), cloruro férrico 

(FeCl3), 4,4′-ditiodipiridina (DTDPy), ditiotreitol (DTT), N-etilmaleimida (NEM), extracto de levadura, 

fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF), glutatión (GSH), glutatión disulfuro (GSSG), 

monoglutationilespermidina (Gsp), iodoacetamida (IAM), isopropil-β-D-tiogalactopiranosido (IPTG), 

lisozima de clara de huevo (liofilizada), β-mercaptoetanol (βME),  monobromobimano (mBBr), pepstatina 

A, piridoxal-5’-fosfato (PLP), sulfato ferroso amoniacal (Fe(NH4)2(SO4)2), tris(hidroximetil)aminometano 

(Tris), N-α-tosil-L-lisina clorometilcetone (TLCK), triptona, triptosa, Tritón X-100®,  sorbitan monolaurato 

de polioxietileno (Tween-20®). Todas las sales y demás reactivos de uso general fueron adquiridos de 

grado analítico en las empresas mencionadas, con la excepción de algunos líquidos o solventes para 

usos no analíticos. El tripanotión reducido (T(SH)2) se produjo a partir de espermidina (Fluka, Alemania) y 

GSH por Natalie Dirdjaja (Laboratorio de la Dra. R. L. Krauth-Siegel, Centro de Bioquímica, Universidad de 

Heidelberg) acorde a lo descrito en (Comini et al., 2009) y se almacenó a -20°C a una concentración de 

60-80 mM disuelto 35 mM HAc. El gas argón (Ar >99.99% puro) fue adquirido en AGA (Uruguay), el 

peróxido de hidrógeno (H2O2) 30 % en J.T. Baker (EUA) y el alquilante de tioles de alto peso molecular 

maleimida pegilada de 5 kDa (M-PEG-5000) en Iris Biotech (Alemania). El bromuro de etidio (BrEt) fue 

adquirido en Eurobio (Francia). La D-13C6-glucosa (99% 13C) y el cloruro de 15N-amonio (98% 15N) fueron 

adquiridos en Cortecnet (Francia). Los antibióticos cloranfenicol, ampicilina, kanamicina, gentamicina, 

higromicina B, fleomicina y tetraciclina fueron adquiridos en Sigma-Aldrich o Invitrogen, en diferentes 

presentaciones. La oxitetraciclina (oxitet), por su parte, fue adquirida de marcas disponibles en el 

mercado local para uso veterinario (ej. Oximic Plus, Laboratorio Microsules, Uruguay) y preparada por 

suspensión en agua filtrada en condiciones estériles y almacenada a -20ºC protegida de la luz. Se 
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tomaron precauciones para que la masa de compuesto activo por mL de agua fuera constante en las 

preparaciones. El mesilato de deferoxamina (DFX, Sigma-Aldrich) se preparó a 100 mM por disolución en 

agua, se filtró en condiciones estériles y se almacenó a -20°C. La deferoxamina usada para los 

experimentos en animales fue adquirida como ampollas de Desferal® para uso médico (Novartis, 

Uruguay). El medio de cultivo “Iscove’s Modified Dubelco Modified” (IMDM) fue adquirido en Invitrogen, 

Gibco (EUA) o Sigma-Aldrich. Los compuestos hipoxantina, cisteina, timidina, bactocuproína, penicilina, y 

estreptomicina usados para suplementar el medio IMDM fueron adquiridos en Sigma-Aldrich, mientras 

que el suero fetal bovino (FBS) no reactivo para tetraciclina y el suero de caballo se adquirieron en PAA 

(EUA). El suero de ratón fue obtenido a partir de sangre de animales sanos en la Unidad de Animales 

Transgénicos y de Experimentación (UATE) del Institut Pasteur de Montevideo (IPM). Todas las columnas, 

resinas y camisas usadas en la purificación de proteínas recombinantes fueron adquiridas en General 

Electric Healthcare Lifesciencies (GE). El péptido conteniendo los residuos 49 a 76 de la región 

aminoterminal de Tb1-C-Grx1 fue producido en un sintetizador automático de péptidos a partir de 

aminoácidos protegidos con el grupo 9-fluorenilmetiloxicarbonil y obtenido con los extremos amino y 

carboxiloterminal modificados por grupos acetilo y amida, respectivamente (Ac-

GDVRDIEETHPDFQPRLVSADLAEDEIA-Am, MWteórico = 3177.52 Da). El péptido fue purificado por 

cromatografía líquida de alta presión (HPLC) en columnas de fase reversa C18 preparativa según se 

detalla en (Pavan, 2012).  

 

8.2. Generación de construcciones para expresión de proteínas 
recombinantes 

8.2.1. Aspectos generales de la generación de construcciones para la expresión de 
proteínas recombinantes 

La amplificación de las diferentes secuencias de interés se realizó por reacción en cadena de la 

polimerasa (PCR) utilizando, generalmente, 50 ng de ADN como molde, 2 µM de los cebadores 

específicos (Tabla S1) y 0.2 µM de cada uno de los desoxinucleótidos (dATP, dCTP, dGTP, dTTP). Si bien se 

utilizaron diferentes polimerasas dependiendo del destino del producto de PCR o el largo del mismo, las 

más usadas fueron la polimerasa Platinum Taq (Invitrogen, usada a 1 U cada 10 uL de reacción), la 

Phussion Taq (Finnzymes, Finlandia, 1 U cada 25 uL de reacción) y la Pwo DNA Polimerase (Roche, 0.6 U 

cada 10 µL de reacción). Los amplicones se separaron por electroforesis en geles de agarosa al 1-1.5% en 

amortiguador Tris-Borato-EDTA (TBE) pH ~8.3 0.5 X y las bandas resultantes se revelaron por tinción con 

BrEt y visualización en cámara G-Box (Syngene, EUA). Los amplicones fueron purificados desde los geles 

o directamente desde la reacción de PCR utilizando kits comerciales. Tanto los amplicones como los 

vectores fueron cuantificados espectrofotométricamente en Nanodrop (Thermo-Fisher). La productos de 

PCR obtenidos con adeninas libres en los extremos 3’ fueron ligados en vectores “T” comerciales (pGEM-

T easy, Promega; o pCR2.1-TOPO, Invitrogen) incubando 50 ng de vector con 250 ng del producto de PCR 
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y, generalmente, 1 U de T4 ADN ligasa (Roche) por cada 10 uL de reacción durante toda la noche (ON, 

~16 hr) a temperatura ambiente (TA) en el amortiguador provisto con el kit. La ligación fue transformada 

por shock térmico en células E. coli quimiocompetentes de la cepa DH5α (Invitrogen) incubando 100 µL 

de bacterias con 5 µL de reacción de ligación durante 30 min en hielo, luego 45 segundos a 42°C y luego 

2 min más en hielo, antes de agregar 500 µL de medio de cultivo “SOC” (Invitrogen) o 1000 µL de medio 

de cultivo “LB” (detallado como 5 g/L de extracto de levadura, 10 g/L de triptona, 10 g/L de NaCl, 

ajustado a pH 7,4 con NaOH) y termostatizado a 37°C. Las células transformadas fueron incubadas 1 hr a 

37°C con agitación, posteriormente plaqueadas en LB-agar suplementado con 100 μg/mL ampicilina y 40 

μg/mL X-Gal e incubadas ON a 37 ºC. En las etapas de clonado, 3-10 colonias seleccionadas por α -

complementación (colonias blancas) fueron crecidas ON en medio LB a 37°C y agitación orbital a 220 

rpm para la producción de ADN plasmídico (“miniprep”) y su posterior análisis por restricción usando la 

enzima EcoRI (Invitrogen, 0,5-1 U por cada 10 uL de reacción, incubadas  3-5 hr a TA), que flanquea el sitio 

de clonado múltiple (MCS) en los vectores “T” mencionados. Los plásmidos confirmados como positivos 

por restricción fueron secuenciados usando cebadores genéricos en la Unidad de Biología Molecular 

(UBM) del IPM o en Macrogen (Corea del Sur). El subclonado de los genes de interés en vectores de 

expresión para células procariotas o eucariotas se realizó a partir de los vectores confirmados como 

positivos (por restricción y/o secuenciación) usando los sitios de restricción específicos introducidos en 

los cebadores usados para el clonado. Brevemente, 50-100 µg del vector portando el gen de interés se 

digieren con las endonucleasas adecuadas y el inserto liberado se purifica de la mezcla de reacción o a 

partir de geles de agarosa mediante el uso de kits. El inserto digerido se subclona en los vectores de 

expresión cortados con las mismas enzimas usando el protocolo de ligación y transformación 

comentado anteriormente, con la excepción de que las bacterias transformadas se plaquean en placas 

de LB-Agar conteniendo el antibiótico necesario para mantener la construcción (ver más adelante). En 

estos casos se incluye un control de religación, donde el vector “receptor” digerido es incubado en 

idénticas condiciones pero sin amplicón. La selección de las colonias portadoras del vector 

correctamente integrado se realiza por dos aproximaciones. Para analizar pocas colonias (3-5) las mismas 

se crecen ON en 5 mL de medio LB a 37°C con agitación orbital a 220 rpm, cosechan y el ADN plasmídico 

obtenido por miniprep se analiza por digestión enzimática y visualización en geles de agarosa. Para 

analizar 10 o más colonias se realiza, en una primera instancia, una selección mediante “PCR de colonia” 

usando los cebadores específicos del clonado y analizando del producto por geles de agarosa. En todos 

los casos, los vectores confirmados por digestión y/o PCR fueron secuenciados en ambas direcciones con 

los cebadores específicos.  

 

8.2.2. Clonado de Trypanosoma brucei 1-C-Grx1 y generación de vectores de expresión 

La amplificación y clonado de Tb1-C-Grx1 se detalla en (Filser et al., 2008). La secuencia completa del gen 

fue obtenida por amplificación a partir de ADN copia (línea celular 449) usando cebadores genéricos para 

las regiones 3’-UTR y 5’-UTR combinados con cebadores específico internos (Filser et al., 2008). La 
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secuencia de Tb1-C-Grx1 fue posteriormente amplificada a partir de ADN genómico (cepa 427) con 

cebadores específicos para su inserción en vectores de expresión para procariotas o eucariotas. La 

secuencia completa (M1-L184), incluyendo el péptido de señalización mitocondrial (MTS) fue amplificada 

con los cebadores A y B mientras que la región codificante de la proteína madura (residuos Q42-L184, 

Tb1-C-Grx1 de largo completo o “FL”) fue amplificada con los cebadores C y B. Los cebadores A y C 

introducen un sitio de restrincción para BamHI en el extremo 5’ mientras que el cebador B introduce un 

sitio de restricción para HindIII en 3’. Comini y colaboradores (Comini et al., 2008) generaron el vector de 

expresión en T. brucei pHD1700-Tb1-C-Grx1-c-myc2 al subclonar la secuencia completa (+MTS) en el 

vector pHD1700 (cedido por la Dra. C. Clayton, Centro de Biología Molecular (ZMBH), Universidad de 

Heidelberg) previamente digerido con las enzimas BamHI y HindIII. A partir de este vector en este trabajo 

se generaron los mutantes puntuales de cisteína por serina en las posiciones 104 y 181 utilizando el kit 

comercial “Quik Change Site Directed Mutagenesis” (Stratagene). Para ello, el vector pHD1700-Tb1-C-

Grx1-c-myc2 fue usado como templado y  los oligonucléotidos D/E (para el mutante C104S (Manta et al., 

2013a)) y  F/G (para el mutante C181S, (Rettig, 2007)) como cebadores internos (Tabla S1). La reacción de 

extensión de cebadores se realizó con la polimerasa Pfu y la posterior digestión del vector parental 

mediante la nucleasa DpnI (Invitrogen), según instrucciones del fabricante. La presencia del inserto en las 

construcciones fue confirmada por digestión con las enzimas KpnI/NcoI y al menos 2 de los vectores 

positivos fueron secuenciados en ambas direcciones. A partir del amplicón sin MTS (Filser et al., 2008) se 

generó el vector de expresión para procariotas al insertar la región codificante flanqueada por sitios 

HindIII y BamHI en el vector pQE30 (Quiagen) digerido con estas enzimas, generando así la construcción 

pQE30-Tb1-C-Grx1FL que permite la expresión inducible de la proteína madura con “cola de histidinas” 

como etiqueta de afinidad. Los mutantes puntuales C104S y C181S se realizaron sobre el vector pQE30-

Tb1-C-Grx1FL según se describe en Sardi y colaboradores (Sardi et al., 2013) con el kit de mutagénesis 

indicado más arriba usando los oligonucleótidos H/I y J/K , respectivamente. Para la expresión de la 

proteína sin etiqueta de afinidad, la forma madura (FL) de Tb1-C-Grx1 así como una versión truncada de 

la proteína (residuos M77-L184, denominada ∆76, ver a continuación) fueron amplificadas por PCR a 

partir del vector original (Filser et al., 2008) usando los oligonucleótidos L (cebador directo para FL) o M 

(cebador directo para ∆76) en combinación con el cebador N (reverso para ambos), los cuales introducen 

sitios para las enzimas de restricción NcoI en 5’ (L y M) y KpnI en 3’ (N)(Manta et al., 2013a). Los productos 

de PCR digeridos con NcoI y KpnI y purificados fueron ligados al vector de expresión pET-trx1b, derivado 

de pETM20, desarrollado por el Dr. Günther Stier (EMBL-Heidelberg, Alemania) previamente tratado con 

las mismas enzimas generando así los vectores de  expresión pET-trx1b-Tb1-C-Grx1FL y pET-trx1b-Tb1-C-

Grx1∆76 (Manta et al., 2013a). Sobre ambas versiones (FL y ∆76) se realizaron las siguientes mutaciones: 

C104S, C181S y C104/181S. El mutante C181S se generó por PCR usando el vector pET-trx1b-Tb1-C-

Grx1FL como molde y los cebadores L (para FL) y M (para Δ76), ambos con sitios NcoI en 5’, en 

combinación con el cebador O (sitio KpnI en 3’) que incluye la mutación C181 aprovechando el hecho de 

que el residuo a mutar está muy próximo al extremo C-terminal de la proteína. El mutante C104S se 

generó por PCR usando el vector pET-trx1b-Tb1-C-Grx1FL como molde y los mismos cebadores directos 
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(L para FL y M para Δ76), en combinación con el cebador reverso P, que incluye la mutación en Cys104 y 

un sitio de corte para KpnI. Estas PCR producen amplicones denominados “megaprimer FLC104S” o 

“megaprimer Δ76C104S ”, los cuales fueron purificados de la reacción de PCR y empleados como 

cebadores en una segunda reacción de PCR, usando como templado el vector pET-trx1b-Tb1-C-Grx1FL y 

el cebador reverso N (para producir las versiones FL y Δ76 C104S) u O (para producir las versiones FL y 

Δ76 C104/181S). 

 

8.2.3. Clonado de Trypanosoma cruzi 1-C-Grx1 y generación de vectores de expresión 

El marco abierto de lectura correspondiente al gen de Tc1-C-Grx1 fue amplificado a partir de ADN 

genómico de la cepa Tulahuen 2 de T. cruzi (cedido gentilmente por el Dr. S. Guerrero, Universidad 

Nacional del Litoral, Santa Fé, Argentina) utilizando los cebadores Q y R que poseen sitios de restricción 

para NcoI (5’) y KpnI(3’), respectivamente, según se detalla en (Fleitas, 2012). El diseño de los cebadores se 

realizó en base a la secuencia putativa de la proteína de interés identificada en el genoma de T. cruzi cepa 

CL Brener (locus 508216, XM_802744, (El-Sayed et al., 2005)) por homología de secuencia con la ortóloga 

en T. brucei (Comini et al., 2008; Filser et al., 2008) incluyendo todo el marco de lectura (residuos 1-188). 

La secuencia de la proteína madura (FL, sin MTS) fue obtenida por PCR usando los oligonucleótidos S 

(sitio NcoI en 5’) y R (sitio KpnI en 3’) diseñados de manera tal de remover la secuencia predicha como 

MTS. Los amplicones fueron clonados en el vector pCR2.1-TOPO (Invitrogen) y secuenciados en ambas 

direcciones. Debido a la existencia de un sitio endógeno para NcoI en la posición donde comienza el 

dominio Grx, la digestión los vectores con las enzimas NcoI y KpnI libera un inserto equivalente a la 

versión trunca (∆76) de Tc1-C-Grx1, el cual fue subclonado en el vector pET-trx1b digerido con NcoI y 

KpnI, como se indicó anteriormente. Para la generación del vector de expresión de la proteína FL fue 

necesaria la remoción de este sitio interno de NcoI. Para ello, en una primera instancia se realizó un PCR 

utilizando los cebadores T (cebador directo que muta el sitio NcoI) y R (cebador reverso) y el amplicon fue 

purificado y usado como cebador reverso para una segunda reacción de PCR junto al cebador S. La 

mutación de la cisteína del sitio activo por serina (C105S) se realizó análogamente al mutante C104S en 

Tb1-C-Grx1 comentada más arriba, utilizando los cebadores S (directo para versión FL) y U (reverso para 

versión  C105S) para la generación del “megaprimer” con la mutación C105S, el cual fue purificado y 

posteriormente usado para la generación de la versión mutante en una nueva reacción de PCR.  

 

8.2.4. Vectores de expresión para Trypanosoma brucei 1-C-Grx2 

La región codificante del gen Tb1-C-Grx2 fue amplificada análogamente a lo descrito para Tb1-C-Grx1, 

tanto con (+) o sin (-) MTS (Filser et al., 2008). Posteriormente, ambas secuencias fueron subclonada en el 

vector pQE30 o en el vector pET43.1b+ (Novagen), como se detalla en (Comini et al., 2008).. El vector para 

la expresión ectópica de 1-C-Grx2 en T. brucei fue desarrollado por M. Comini y N. Dirdjaja (no publicado) 
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a partir de la contrucción pCR2.1-Tb1-C-Grx2+MTS amplificando la secuencia completa con los 

cebadores V y W (Tabla S1, sitios de corte para BamHI) y subclonándolaen el vector pHD1700 para 

generar el vector pHD1700-Tb1-C-Grx2-c-myc2.    

 

8.3. Expresión de proteínas recombinantes 

8.3.1. Aspectos generales de la expresión de proteínas recombinantes 

Para la expresión de proteínas recombinantes se usaron las cepas de E. coli BL21(DE3), Novablue o 

Rosetta(DE3)pLysS. En todos los casos las líneas celulares originales fueron usadas para generar células 

quimio o electrocompetentes y transformadas por shock térmico (30-90 segundos a 42°C) o 

electroporación en cubetas de 1 mm (Sigma-Aldrich) mediante la aplicación de un pulso de 500 V y 8 ms 

de duración en electroporador (BTX, EUA), respectivamente. Las células transformadas fueron 

seleccionadas mediante plaqueo en presencia del antibiótico apropiado y la/s colonia/s seleccionadas se 

usaron para generar crioinóculos en medio de cultivo con 15% de glicerol, los cuales se almacenaron a -

80ºC. Estos crioinóculos fueron utilizados como cultivos madre para la expresión de proteínas cuando 

fuera necesario, la cual se realizó siempre en incubadoras con control de temperatura y agitación orbital 

regulable (Infors HT, Suiza) pertenecientes a la Unidad de Producción de Proteínas Recombinantes (UPR). 

La resina usada para el primer paso de purificación fue, generalmente, una resina con Ni2+ inmovilizado 

(IMAC, de “immobilized-metal affinity chromatography”) obtenida en GE, ya sea en su forma pre-

empacada (HisTrap® de 1 y 5 mL) o empacadas manualmente en columnas XK 16/20 o HR 5/5 (GE) de 

volumen variable. Estas cromatografías se realizaron a TA usando una bomba peristáltica tricanal “Tris” 

(Teledyne Isco, EUA). En los casos en que se utilizaron otras cromatografías, las mismas se realizaron a TA 

o 4ºC, según se indique, en cromatógrafos ÄKTA de UPR-IPM o del Laboratorio de la Dra. R.L. Krauth-

Siegel, BZH, Universidad de Heidelberg.  

  

8.3.2. Expresión y purificación de versiones de Tb1-C-Grx1 y Tc1-C-Grx1 sin etiqueta de 
afinidad 

Las diferentes versiones de Tb1-C-Grx1 (FL, FL-C104S, FL-C181S, FL-C104/181S, ∆76, ∆76 -C104S, ∆76 -

C181S, ∆76 -C104/181S) y Tc1-C-Grx1 (FL, FL-C105S y ∆76) clonadas en el vector pET -trx1b se expresan 

como proteínas de fusión con la tiorredoxina de E .coli (EcTrx) en la región aminoterminal, separada del 

producto de interés por un parche de histidinas y un sitio de corte para la proteasa del virus del grabado 

del tabaco (TEVp, ver más adelante). Generalmente, las células E. coli BL21(DE3) (Invitrogen) 

transformadas fueron crecidas a 37ºC y 220 rpm en medio 2YT (detallado como: 16 g/L de extracto de 

levadura, 10 g/L de triptona y 5 g/L de NaCl, ajustado a pH 7.4 con hidróxido de sodio) con 50 µg/mL de 

kanamicina hasta una densidad óptica a 600 nm (OD600) ~ 0.8-1 y la expresión de la proteína 
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recombinante es inducida ON con 200 µM IPTG a 20ºC y 220 rpm. Las células inducidas fueron 

cosechadas por centrifugación a 4000 g durante 10 min a 4ºC y resuspendidas en amortiguador fosfato 

de sodio 50 mM pH 7.8 con 300 mM NaCl (amortiguador A) suplementado con 1 mM de PMSF, 40 µg/mL 

TLCK, 150 nM pepstatina, 4 nM cistatina, 100 µg/mL aprotinina y 1 mg/mL of lisozima (“amortiguador de 

lisis”, 5 mL/g de pellet celular húmedo). La suspensión celular se incubó 1 hr en hielo previo a su 

disrupción por 3 ciclos de sonicado en baño de hielo (Sonicador Branson 450, EUA) usando un programa 

de 1 segundo ON: 1 segundo OFF hasta completar 2 min totales en modo ON, generalmente usando el 

“macrotip” o “microtip” al 30% o 50% de potencia, respectivamente, y con descansos de 1-2 min en hielo 

entre ciclos. La suspensión celular sonicada se trató con ~0.01 U/mL de ADNasa (Invitrogen) y 10 mM 

MgCl2 y posteriormente se centrifugó a 20000 g durante 1 hr para remover el detritus celular y, en caso 

de ser necesario, se repitió esta etapa con la fracción soluble separada de la primera centrifugación. La 

fracción soluble final (fracción “LIS”) fue filtrada por filtros de 0.45 µm (Minisart, Sartorius) y cargada en 

una columna de IMAC previamente equilibrada en amortiguador A con un flujo de 1-2 mL/min. La 

columna fue lavada con 5 volúmenes de columna (CV) de amortiguador A y se colectó conjuntamente la 

fracción no unida de la siembra y este primer lavado (fracción “FNU1”). La columna cargada se lavó con 5 

CV de amortiguador A con 20 mM imidazol (fracción “LAV”) y las proteínas unidas fueron eluídas con 500 

mM imidazol en amortiguador A (amortiguador de elución, fracción “ELU1”), ya sea en un único escalón 

o mediante la aplicación de un gradiente lineal de 1-2% de amortiguador de elución/min en 

cromatógrafo ÄKTA (GE) con detección UV-visible en línea a 280 nm. La fracción ELU1 contiene 

mayoritariamente (~90%) a la proteína de fusión (analizada por SDS-PAGE, ver más adelante) en 

amortiguador con alta concentración de imidazol (generalmente >200 mM). La proteína de fusión se 

separa en sus dos componente por proteólisis con la proteasa TEVp para lo cual, en una primera 

instancia, se ensayaron diferentes condiciones de corte (T, tiempo, relación sustrato:TEVp, etc.) 

optándose por tratar la fracción ELU1 con 5 mM DTT y TEVp en una relación proteína de fusión:TEVp de 

~1/35:70 (g/g). El corte se realiza en simultáneo con una diálisis a 4ºC en membrana con tamaño de poro 

de exclusión (MWCO) de 3 o 10 kDa (Sigma-Aldrich) contra amortiguador A con agitación. Generalmente, 

en la primera etapa de la diálisis un volumen de muestra se dializa contra 20 volúmenes de amortiguador 

durante 4 hrs a 4°C con agitación y en la segunda etapa se realiza 1 volumen contra 20-40 volúmenes, 

ON y en iguales condiciones, generando una dilución final de los componentes de bajo peso molecular 

presentes en el proteolizado de ~400-800 veces. La mezcla proteolizada y con baja concentración de 

imidazol fue centrifugada 1 hr a 20000 g y 4°C o clarificada por filtración (0.45 μm) y nuevamente 

sembrada en una IMAC equilibrada en amortiguador A. Se recuperó la FNU (fracción “FNU2”), la cual 

posee la proteína de interés, y se trató con 2-5 mM EDTA y 5 mM DTT por 30 min a TA para luego 

concentrarla por ultrafiltración (filtros Milipore de Sigma-Aldrich o Vivaspin de GE). La EcTrx con cola de 

histidina es retenida en este segundo paso de IMAC y se eluye posteriormente mediante amortiguador 

de elución (fracción “ELU2”). Finalmente, la fracción FNU2 fue repurificada por cromatografía de 

exclusión molecular (SEC) en columnas preparativas Superdex 75 16/60 o 26/60 (GE) equilibradas en 

amortiguador fosfato de sodio 100 mM pH 7.4 con 150 mM NaCl (amortiguador B) y previamente 
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calibradas en iguales condiciones con estándares de proteínas globulares (Gel Filtration Calibration Kit 

LMW, GE). El pico correspondiente a la proteína de interés (confirmado por electroforesis y 

espectrometría de masa, ver más adelante) fue colectado, concentrado, filtrado a 0.22 µm y almacenado 

a 4ºC en amoriguador B o, en su defecto, a -80ºC con glicerol 10 %. Debido a restricciones del clonado el 

producto FL de Tb y Tc 1-C-Grx1 retiene una extensión GAMG previo a Q42, mientras que las versiones 

truncas (Tb∆76 y Tb∆77) reciben una extensión GA previo la metionina inicial.  

 

8.3.3. Expresión y purificación de versiones de Tb1-C-Grx1 con cola de histidina 

La producción y purificación de las formas con “cola de histidinas” de Tb1-C-Grx1 (Filser et al., 2008) se 

realizó siguiendo un procedimiento muy similar al utilizado para la primera etapa de la purificación de las 

versiones sin etiqueta de afinidad. Brevemente, las células E.coli de la cepa Novablue (Novagen) 

transformadas con el vector pQE30 correspondiente fueron crecidas en medio 2YT con 100 µg/mL de 

ampicilina a 37°C y 220 rpm, inducidas ON con 200 µM IPTG a 20°C y 180-220 rpm, cosechadas por 

centrifugación, lisadas por lisozima y sonicado y purificadas por IMAC, como se describió anteriormente. 

Generalmente se agregó un último paso de purificación por SEC, como se comentó para la forma sin 

etiqueta de afinidad. Debido a que la proteína eluída de la IMAC en las formas WT y C181S se obtiene con 

evidencias de poseer compuestos de hierro unidos (ver texto), previo al paso de SEC las proteínas fueron 

tratadas con 5 mM DTT y 5 mM EDTA por 30 min a TA. Las versiones de Tb1-C-Grx1 producidas a partir de 

este vector poseen una extensión MRGSH6SG aminoterminal precediendo a Q42. Para favorecer la 

producción “in vivo” de la holo-proteina el cultivo es suplementado con ~100 µM FeCl3 inmediatamente 

antes de la inducción.  

 

8.3.4. Expresión y purificación de la proteasa del virus del grabado del tabaco 

La proteína recombinante TEVp con cola de histidina se expresó a partir de una construcción 

desarrollada por van der Berg y colaboradores (van den Berg et al., 2006) gentilmente cedida por la 

Unidad de Cristalografía de Proteínas (PXF) del IPM. El vector pTH24 portando el gen de TEVp con varias 

mutaciones que aumentan el rendimiento y estabilidad de la proteína purificada, fue usado para 

transformar células de E. coli de la cepa Rosseta(DE3)pLysS (Invitrogen). Las células transformadas fueron 

crecidas en medio 2YT suplementado con 100 μg/mL de ampicilina y 30 μg/mL de cloramfenicol a 37 ºC 

y 220 rpm, hasta una  OD600 ~0.6 cuando la expresión fue inducida con 1 mM IPTG durante 16 hr a 20 ºC y 

220 rpm. Cumplido este tiempo, las células se cosechan por centrifugación, lisan y clarifican como se 

indicó más arriba con la única diferencia de que se agrega 1% (v/v) de Triton-X100 al lisado celular previo 

a la centrifugación. La purificación se realiza por IMAC de manera análoga y se recupera la proteína en el 

eluído con una pureza >90%. La proteína purificada se trató con 2 mM EDTA y 5 mM DTT 30 min a TA 

antes de realizarse el cambio de amortiguador con una HiTrap® previamente equilibrada en 
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amortiguador fosfato de sodio 25 mM pH 7.0 con 200 mM NaCl, 2 mM DTT, 2 mM EDTA, adicionándose 

posteriormente 10% glicerol. Se guardan alícuotas de 1-3 mg/mL a –80ºC.  

 

8.3.5. Expresión y purificación de la desulfurasa de cisteína de Escherichia coli 

Células de E.coli cepa BL21(DE3) fueron transformadas con el plásmido pET28a(+) con el gen codificante 

para la desulfurasa de cisteína de E. coli (EcIscS), gentilmente cedido por el Dr. Carsten Berndt 

(Department of Neurology, Medical Faculty, Heinrich-Heine University Düsseldorf, Alemania) (Berndt et 

al., 2007). Las células transformadas se crecieron en medio de cultivo “Terrific” (TB, detallado como 24 g/L 

de extracto de levadura, 12 g/L de triptona, 9,4 g/L de K2HPO4, 2,2 g/L de KH2PO4 y 4 mL de glicerol 100%) 

con 50 µg/mL kanamicina a 37 ºC y 220 rpm hasta una OD600 ~0.8. En este punto, el medio fue 

suplementado con 10 µM PLP y la expresión de la proteína inducida con 150 µM IPTG a 15 ºC y 180 rpm 

durante 16 hrs. La proteína fue purificada por IMAC como se describió anteriormente y el eluído se 

incubó con 100 µM PLP por 1 hr a TA previo a ser dializado ON contra amortiguador A en membranas de 

10 kDa de MWCO. La proteína dializada se concentró hasta ~500 µM, cuantificó 

espectrofotométricamente (ver más adelante) y degaseó extensamente bajo flujo de Ar previo a ser 

almacenada a -80ºC en presencia de 10% (v/v) de glicerol.  

 

8.3.6. Expresión y purificación de versiones de Tb1-C-Grx1 isotópicamente marcadas para 
NMR 

La preparación de las versiones libres de etiqueta de afinidad e isotópicamente marcadas de Tb1-C-

Grx1∆76 y FL se realizó de manera similar a lo descrito solo que las células fueron crecidas en medio M9 

conteniendo 1 g/L 15NH4Cl  y/o 4 g/L [13C]-glucosa como la única fuente de nitrógeno y carbono, 

respectivamente. A su vez, el paso final de SEC fue omitido. La fracción “FNU2” fue concentrada y se 

realizó cambio de buffer usando una columna HiTrap® (GE) previamente equilibrada en amortiguador 

fosfato de sodio 50 mM pH 7.0 con 150 mM NaCl y 10 mM DTT. Las proteínas fueron concentradas hasta 

la concentración deseada (0.4-1 mM) y se agregó 10 % de agua deuterada (D2O).    

 

8.4. Herramientas computacionales y bioinformáticas 

A continuación se detallan solamente aquellos programas que merecen una descripción particular por su 

frecuencia de uso o su relevancia en este trabajo, dejando fuera los paquetes informáticos usados para 

resolver y analizar las estructuras obtenidas por NMR, comentados brevemente en la sección 

correspondiente y detallados en (Manta et al., 2013a; Pavan, 2012). Algunos programas de uso puntual se 

comentan en la sección correspondiente.  
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8.4.1. Bases de datos 

En este trabajo recurrimos habitualmente a información disponible en el National Center for 

Biothechnology Information (NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov) y las bases de datos específicas sobre 

tripanosomas (TriTryp, http://tritrypdb.org/tritrypdb), organismos patógenos (GeneDB, 

http://www.genedb.org) y el organismo modelo Arabidopsis thaliana (http://www.arabidopsis.org). A su 

vez, consultamos regularmente información sobre proteómica (Acestor et al., 2009; Gunasekera et al., 

2012; Panigrahi et al., 2009; Urbaniak et al., 2012; Zhang et al., 2010) y transcriptómica (Kolev et al., 2010; 

Nilsson et al., 2010; Rastrojo et al., 2013; Siegel et al., 2010) de tripanosomas y leishamanias publicadas en 

los trabajos citados y se recurrió frecuentemente a información biológica y taxonómica disponible en en 

el proyecto “Tree of Life web project” (http://tolweb.org/tree). 

 

8.4.2. Búsqueda, alineamiento de secuencias y visualización 

En este trabajo generalmente recurrimos al DELTA-BLAST (“Domain enhanced lookup time accelerated -

Basic Local Alignment Search Tool”, NCBI) como técnica de búsqueda usando secuencias de proteínas 

como sonda (“query”). Esto se debe a que esta versión del BLAST presenta mejorías respecto de versiones 

anteriores (ej. PSI-BLAST) particularmente útiles en la detección de homólogos distantes (Boratyn et al., 

2013). El algoritmo de DELTA-BLAST (Boratyn et al., 2012) utiliza matrices de sustitución desarrolladas 

específicamente para una cierta clase de proteínas agrupadas por conservación de dominio. Para ello, el 

algoritmo realiza primero un alineamiento de la secuencia blanco contra el alineamiento múltiple (MSA) 

que define el dominio al cual pertenece la misma, según la base de datos de dominios conservados CCD. 

Esta base de datos está curada manualmente y refinada en base a las estructuras tridimensionales 

existentes para cada dominio y se usa, entre otras cosas, para la anotación automáticamente de 

proteínas ((Marchler-Bauer et al., 2011), http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cdd.shtml). Cada 

dominio conservado se representa por su matriz de sustituciones determinada a partir del MSA 

correspondiente y la búsqueda por homología con la secuencia blanco se realiza contra ese subconjunto 

restringido previamente, permitiendo la detección más precisa de secuencias homologas e 

incorporando, indirectamente, información sobre la conservación “estructural” (dominios). Las 

secuencias fueron alineadas mediante la herramienta Clustal Omega del European Bioinformatic 

Insititute (EBI, UK) (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo) (Sievers et al., 2011) con los parámetros de 

búsqueda que tabulados por defecto. Los alineamientos fueron analizados inicialmente en Jalview 

(http://www.jalview.org) y luego manipulados en BioEdit 

(http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html) para la preparación de las figuras. Los dendrogramas y 

árboles filogenéticos fueron construidos a partir de la herramienta propia de Clustal Omega (Blackshields 

et al., 2010) y visualizados usando el servidor “i-Tree of Life” (Letunic and Bork, 2011) disponible en 
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http://itol.embl.de. La identidad y similitud de secuencias fue analizada de a pares con la herramienta 

disponible en BioEdit la cual se basa en la matriz de sustitución “BLOSUM62”, utilizada por defecto en 

varios algoritmos de búsqueda y alineamiento como BLAST. En estos procedimientos generalmente la 

“identidad” se define como el porcentaje de residuos idénticos entre dos secuencias alineadas y la 

“similitud” como el porcentaje de residuos considerando similares en base a matriz de similitud 

predefinida. BLOSUM62 considera la matriz reportada originalmente en (Gribskov et al., 1987) basada en 

conservación de propiedades fisicoquímica (escala “MacLahan”). Los logos de secuencia se realizaron 

con el servidor WebLogo3 (http://weblogo.threeplusone.com,  (Crooks et al., 2004)) en base a los 

alineamientos obtenidos en Clustal Omega. En consecuencia, los espacios “vacios” (estrictamente, poco 

representados) en el alineamiento (“gaps”)  pueden representarse gráficamente mediante el ancho de la 

letra en el logo, dando una idea más realista de la conservación a lo largo de todo el alineamiento. La 

conservación en una cierta posición, por el contrario, se representa por la ocupación vertical 

(probabilidad/bits) y se distribuye según la abundancia relativa de cada aminoácido en esa posición.  

 

8.4.3. Identificación de péptidos de localización subcelular 

Para el análisis de las secuencias de proteínas recurrimos herramientas disponibles en servidores, 

muchos de ellos accesibles a través del sitio EXPASY (http://www.expasy.org/proteomics) (Gasteiger et 

al., 2003). Para la identificación de péptidos señal se usó TMHMM 

(http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM), SignalP (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP) (Petersen et 

al., 2011), MitoProt (http://ihg.gsf.de/ihg/mitoprot.html) (Claros and Vincens, 1996), TargetP 

(http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP), PREDATOR 

(http://urgi.versailles.inra.fr/predotar/predotar.html) (Small et al., 2004) y MULTILOC2 (http://abi.inf.uni-

tuebingen.de/Services/MultiLoc2) (Blum et al., 2009). Como destacan Zhang y colaboradores (Zhang et 

al., 2010) la variedad en largo, composición y ubicación de los péptidos de MTS en tripanosomas 

determinan que los algoritmos de predicción puedan fallar u otorgar resultados confusos. Los autores 

desarrollaron un nuevo sistema el cual, si bien no está disponible online, les permitió predecir la 

localización subcelular y los MTS de casi 500 proteínas de T. brucei, muchas de las cuales fueron 

experimentalmente identificadas como mitocondriales ya sea por ellos (Zhang et al., 2010) 

(http://nar.oxfordjournals.org/content/early/2010/07/26/nar.gkq618/suppl/DC1) o por Panigrahi y 

colaboradores ((Panigrahi et al., 2009, 2009), http://www.trypsproteome.org) . A su vez, recientemente 

Mach y colaboradores. reportaron una lista de proteínas mitocondriales en T. brucei la cual también fue 

usada para corroborar las predicciones ((Mach et al., 2013), 

http://gbe.oxfordjournals.org/content/5/5/860/suppl/DC1).  
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8.4.4. Análisis in silico de propiedades de secuencias de péptidos y proteínas 

La secuencia fueron analizada mediante varios servidores on-line para predecir propensión a formar 

estructura secundaria o regiones desordenadas, a saber: DISEMBL (http://dis.embl.de) (Linding et al., 

2003a), GlobPlot2 (http://globplot.embl.de) (Linding et al., 2003b), AGADIR (http://agadir.crg.es) (Muñoz 

and Serrano, 1994), , Parcoil2 (http://groups.csail.mit.edu/cb/paircoil2) (McDonnell et al., 2006) y COILS 

(http://www.ch.embnet.org/software/COILS_form.html). Adicionalmente, para el análisis de la 

composición de dominios o elementos de estructura secundaria/terciaria se recurrió a servidores más 

completos donde se integran diferentes funciones, como ser: PROSITE (http://prosite.expasy.org) (Sigrist 

et al., 2012), PSIPRED (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred) (McGuffin et al., 2000), PEP-FOLD 

(http://bioserv.rpbs.univ-paris-diderot.fr/PEP-FOLD), SMART (http://smart.embl-heidelberg.de) (Letunic 

et al., 2012) e I-TASSER (http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER) (Roy et al., 2010, 2012; Zhang, 

2008).  

 

8.4.5. Análisis de modelos estructurales 

Para la comparación de estructuras se recurrió a las herramientos disponibles en el servidor DALI (Holm 

and Rosenström, 2010; Holm et al., 2008). Las imágenes de modelos estructurales presentadas en el 

trabajo se realizaron mediante el programa PyMOL v 0.99 (http://www.pymol.org) a partir de archivos 

PDB depositado en el “Protein Data Bank” (http://www.rcsb.org) o generados durante este trabajo.  

 

8.4.6. Gráficas, referencias e imágenes 

Todas las gráficas y ajustes matemáticos fueron realizados usando el programa Origin (v.7 u 8, OriginLab, 

EUA) mientras que los test estadísticos para los experimentos de infección se realizaron en Excell® 

(Microsoft, EUA) o con el programa MedCalc (http://www.medcalc.org). Las estructuras de moléculas 

pequeñas fueron dibujadas y optimizadas en el programa ChemScketch 

(http://www.acdlabs.com/resources/freeware/chemsketch). Las referencias fueron administradas y 

editadas con el programa Zotero (http://www.zotero.org). Las imágenes fueron procesadas mediante el 

programa ImageJ (http://rsb.info.nih.gov/ij) y Abode Photoshop®, mientras que las figuras se realizaron 

con Adobe Ilustrator® y el montaje final se realizó con Adobe InDesign®, todos del  paquete Abode 

Creative Suite 4 (http://www.adobe.com).  
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8.5. Procedimientos generales de análisis de calidad y conformación de 
proteínas recombinantes 

8.5.1. Medidas espectroscópicas 

Los espectros de absorción se realizaron, mayoritariamente, en un espectrofotómetro Varian Cary 50 

(Agilent) con portacubeta no termostatizado y usando cubetas de cuarzo de 1 cm de paso óptico (Hellma 

Analytics, Alemania), con velocidades de barrido de 20-50 nm/min. En todos los casos se realizó la 

sustracción del espectro del amortiguador o disolvente en idénticas condiciones. Los espectros y 

medidas de fluorescencia en estado estacionario fueron realizados en un espectrofluorímetro Varian 

Cary Eclipse (Agilent) con portacubeta múlticelda termostatizado y cubetas de cuarzo de 0.5 o 1 cm de 

paso óptico (Hellma Analytics o Sigma-Aldrich). Generalmente, 3-5 espectros fueron adquiridos y 

promediados para cada experimento y el centro de masa (“mass center”) de los espectros se determinó 

según: 

𝑚𝑎𝑠𝑠 𝑐𝑒𝑛𝑡𝑒𝑟 = ∑𝑅𝐹𝑈𝑖 × 𝜆𝑖
∑𝑅𝐹𝑈𝑖
�  

donde RFUi es la intensidad de fluorescencia a cada longitud de onda i (i) En caso de ser necesario, los 

componentes dispersivos (banda de Ramman y/o difracciones de segundo orden (Lakowicz, 2006) 

fueron sustraídos a partir de espectros del disolvente adquiridos en idénticas condiciones sin las 

moléculas fluorescentes. La mayoría de los experimentos para la determinación del pKa de cisteínas (ver 

más adelante) fueron realizados por espectroscopía de fluorescencia en microplaca (Greinner) usando un 

equipo Varioskan (Thermo-Scientific, EUA). Los espectros de dicroísmo circular fueron adquiridos en 

espectropolarímetros Jasco 810 o Jasco 815  (Jasco Inc., Japón) con portacubeta termostatizados, purga 

constante por N2 a ~5 L/min y calibrado de acuerdo a instrucciones del fabricante con ácido (+)-10-

canforsulfónico. Los espectros en el ultravioleta (UV) lejano (λ < 250 nm) fueron adquiridos en 

amortiguador fosfato de sodio 20 mM pH 7.0 en cubetas de cuarzo de 0.1 cm de paso óptico usando 

muestras de proteína a 10-50 µM, salvo excepciones indicadas. Los espectros en el UV cercano y visible (λ 

> 250 nm) fueron adquiridos en cubetas de cuarzo de 1.0 – 2.0 cm de paso óptico en amortiguador B o 

similar en presencia o ausencia de DTT (concentración máxima 500 µM) usando concentraciones de 

proteína de 50-100 µM. Generalmente, la velocidad de escaneo usada fue de 20-50 nm/min, el paso de 

banda de 0.2 - 1 nm, el voltaje del fotomultiplicador se mantuvo <600 V y 3-5 espectros fueron 

adquiridos y promediados para cada condición. En todos los casos se tomaron igual número de 

espectros del amortiguador en idénticas condiciones, los cuales fueron promediados y el espectro 

resultante sustraído manualmente al de la muestra. Los espectros en el UV lejano se expresan como 

elipticidad media por residuo ([θ]mrw, de “mean residue molecular weight”), calculada según: 

[𝜃]𝑚𝑟𝑤 =
𝜃 × 𝑀𝑚𝑟𝑤

10 × 𝑐 × 𝑙
 

Donde θ es la elipticidad medida, Mmrw es el peso molecular de la proteína normalizado por número de 

residuos, c es la concentración en mg/mL y l el paso óptico en cm (Pain, 2005). Los espectros en el UV 
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cercano, por su parte, presentan directamente como la elipcticidad medida por el equipo (θ) en deg o 

mdeg. Los espectros fueron deconvolucionados utilizando el programa CDSSTR (Sreerama and Woody, 

2000) disponible en el sitio web DichroWeb (http://www.cryst.bbk.ac.uk/cdweb/html/home.html  

(Whitmore and Wallace, 2004) y suavizados mediante la aplicación de un filtro Savizky-Golay de segundo 

grado con una ventana de 5 o 10 puntos en el  programa Origin. 

 

8.5.2. Cuantificación de proteínas 

La dosificación de proteínas en mezclas complejas (por ejemplo en lisados celulares) se realizó mediante 

el método del ácido biccinconinico o de Bradford adaptados para lectura en microplaca según 

instrucciones del fabricante (Sigma-Aldrich), usando BSA como estándar. Se usaron placas de mínima 

adsorción (Greiner) y lector de microplacas con filtros (BioRad).. Para las muestras de proteínas 

purificadas la concentración de proteína se determinó espectrofotométricamente por su absorbancia a 

280 nm usando el coeficiente de absortividad molar (ε) de la proteína determinado a partir de su 

secuencia aminoacídica o calculado experimentalmente según (Pace et al., 1995). Como control, en 

todos los casos se tomaron espectros de absorbancia en el rango de 250-600 nm para artefactos 

derivados de proteínas agregadas o partículas.Los valores de ε usados en este trabajo fueron: 12190 M -

1cm-1 para Tb1-C-Grx1 FL o ∆76,  9970 M -1cm-1para todas las versiones de Tb1-C-Grx1 con cola de 

histidinas, 10095 M-1cm-1 para las formas FL, ∆76 y C105S de Tc1-C-Grx1, , 36130 M-1cm-1 para TEVp y 

39700 M-1cm-1 para la cisteína desulfurasa de E. coli (Wu et al., 2008).  

 

8.5.3. Reducción, alquilación, oxidación y cuantificación de tioles proteicos 

Para la reducción de tioles proteicos las proteínas de interés se incuban con 5-10 mM DTT en el 

amortiguador adecuado durante 5-30 min a TA y el exceso de reductor se remueve mediante cambio de 

amortiguador usando ultrafiltración (filtros Millipore o Vivaspin), gel filtración por gravedad (columnas 

PD10) o permeación en gel por centrifugación (MicroSpin, GE). La alquilación de tioles se realizó 

mediante el agregado de IAA, IAM o NEM en exceso >20 veces a la concentración molar de proteína a TA 

y durante al menos 30 min, generalmente en amortiguador de pH > 7.0. La oxidación controlada de 

tioles proteicos se realizó tratando las muestras con H2O2 (cuantificado mediante su absorción a 240 nm, 

ε = 43,6 M-1cm-1) o GSSG (disuelto a 100 mM en H2O con 10% acético) en el amortiguador deseado y en 

ausencia de DTT, según se indica en cada caso. Los tioles libres se determinaron 

espectrofotométricamente mediante el método de Ellman (Ellman and Lysko, 1979), que se basa en la 

reacción del DTNB con los grupos tiol produciendo el anión coloreado 5-tio-3-nitrobenzoato 

cuantificable por su absorción en el visible (ε412 nm = 14.150 M-1cm-1 en fosfato de sodio pH 7.4, NaCl 150 

mM (Riener et al., 2002)) o mediante la reacción con DTDPy, que produce la liberación de 2-tiopiridona 

cuantificable a partir de su absorbancia a 324 nm (ε324nm= 21.400 M-1cm-1, (Grassetti and Murray, 1967)). 
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En general, la reacción de desarrollo de color se realiza con 1-5 µM proteína, dependiendo del número de 

cisteínas por cadena polipeptídica, y 200 µM del reactivo (DTNB o DTDPy), durante 5-10 min a TA y 

protegida de la luz. El DTNB stock se prepara a 4 mM en amortiguador fosfato de potasio 50 mM, pH ≤5 y 

se almacena alicuotado y protegido de la luz a -20°C. La solución stock de DTDPy se prepara a 500 µM en 

fosfato de potasio 50 mM, pH ≤5 y se lleva a pH ~7 con NaOH, previo a su almacenamiento a 4°C.   

 

8.5.4. Electroforesis en geles de poliacrilamida  

La electroforesis desnaturalizante en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) se realizó en geles discontinuos 

(Laemmli, 1970) con 10-15 % de entrecruzamiento para el gel de resolución y 5 % para el gel 

concentrador. Los geles se prepararon en base a protocolos de GE usando sistemas de BioRad para los 

geles de 8 x 10 cm o GE para los geles de 10 x 10 cm. Las muestras a sembrar se preparan en 

amortiguador de carga (SB) preparado a 5X como Tris 62.5 mM pH 6.8, con 2 % (p/v) dodecilsulfato de 

sodio (SDS), 10 % (v/v), glicerol, 0.01 % (p/v) y azul de bromofenol, con o sin el agregado de 5 % (v/v) β -

mercaptoetanol (~710 mM final). Los lisados celulares resuspendidos en 1X SB se calentaron a 100°C 

durante 5 min previo a su siembra en el gel, mientras que las muestras de proteínas puras o mezclas 

simples fueron incubadas en SB 1X durante 1-6 hr previo a su resolución pero no calentadas. Los geles se 

resolvieron a corriente constante de 20-40 mA por gel, dependiendo del tamaño del mismo. En función 

de la sensibilidad necesaria, la tinción de los geles se realizó con Azul de Coomasie G-250 (Sigma-Aldrich, 

preparado al 0.3 % (p/v) en solución acuosa de 40 % etanol y 10 % HAc) o nitrato de plata. Los geles 

teñidos con Azul de Coomasie G-250 se destiñeron con solución de desteñido (40 % etanol y 7 % ácido 

acético en agua) y se almacenaron en una solución de 20% etanol y 3 % glicerol hasta su digitalización o 

descarte.   

 

8.5.5. Cromatografía de exclusión molecular y dispersión dinámica de luz 

El comportamiento hidrodinámico de las proteínas recombinantes purificadas se analizó rutinariamente 

por SEC en columnas Superdex 75 10/300 GL (GE, siembra de 50-200 µg en 500 µL) o Superdex 75 5/150 

GL (GE, siembra de ~5 µg en 50 µL) acopladas al sistema ÄKTA con detección UV-visible en línea. Las 

columnas fueron calibradas usando estándares de peso molecular de 6.5-75 kDa (Gel Filtration 

Calibration Kit LMW, GE) en las mismas condiciones de amortiguador, flujo y temperatura en las cuales se 

realizaron las determinaciones. A su vez, las muestras se analizaron por dispersión dinámica de luz (DLS) 

en equipo Malvern NanoS de la Unidad de Biofísica de Proteínas (UBP-IPM) a concentraciones de 0.1-10 

mg/mL de proteína en amortiguador B o similar y a 25 ºC. Para al análisis del péptido aminoterminal de 

Tb1-C-Grx1 en solución se recurrió a una columna Superdex Peptide 10/300 GL (GE) equilibrada en 

amortiguador B a 0.5 mL/min (TA) con detección UV a 215 nm y calibrada con EcTrx (11806 Da, producida 

según (Manta et al., 2009)), aprotinina (6511 Da, GE), péptido 94-108 EcTrx (1649 Da, gentilmente cedido 
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por el Dr. J. Santos, (Santos et al., 2007)), riboflavina (376 Da, Sigma-Aldrich) y NaCl (evidenciable por pico 

en conductividad). Los cromatogramas fueron analizados mediante el software incluido en el paquete 

del ÄKTA (Explorer®, GE) o mediante la herramienta de ajuste no lineal del programa Origin usando 

funciones de distribución Gaussianas o Gaussiana modificada por una exponencial, de acuerdo a lo 

recomendado en (Nikitas et al., 2001).  

 

8.5.6. Espectrometría de masas  

Todas las proteínas purificadas fueron analizadas por espectrometría de masa (MS) en un espectrómetro 

Analyser 4800 MALDI TOF/TOF (Applied Biosystems), operado por personal de la Unidad de Bioquímica y 

Proteómica Analítica (UBYPA) del IPM. La masa de las proteínas enteras se determinó usando como 

matriz una solución saturada de ácido sinapínico en 0.2 % ácido trifluoroacético (TFA) y 50 % acetonitrilo 

operando el equipo en modo lineal positivo con un rango m/z = 5000-40000. Las muestras fueron 

sembradas directamente en la placa, previamente dializadas contra amortiguador bicarbonato de 

amonio 50 mM pH 8,4 o desaladas usando microcolumnas caseras de fase reversa con resina POROS 

10R2 (Applied Biosystems). Para la determinación del perfil de péptidos trípticos en muestras proteicas 

se realizó la digestión de 20-50 µg de proteína con 0.15 µg de tripsina de calidad de secuenciación 

(Promega) en amortiguador bicarbonato de amonio 50 mM pH .8.4 durante 2 hrs a 37 °C. Se tomaron 

alícuotas de 1 µl de la muestra proteica y se mezclaron con el mismo volumen de una solución saturada 

de la matriz ácido α-ciano-4-hidroxicinámico (CHCA, Sigma-Aldrich) en 0.1% TFA y 50% acetonitrilo. Las 

mezclas se colocaron directamente sobre la placa de muestra del espectrómetro de masa, se dejaron 

secar a TA y posteriormente se realizaron 1-3 lavados directamente sobre la placa con 0,1%. TFA En 

algunos experimentos donde la identificación y selección de los péptidos que poseen cisteínas (libres o 

modificadas) era el interés, previo o durante la digestión se incubó la proteína 30 min con 55 mM IAM en 

presencia o ausencia de 5 mM DTT. En todos los casos, los espectros de masa de péptidos fueron 

adquiridos en modo reflector (m/z = 500-5000) usando CHCA como matriz y se calibraron de forma 

externa usando una mezcla comercial de péptidos de masa conocida (Applied Biosystems). Para la 

asignación de los péptidos y sus posibles modificaciones postraduccionales las masas medidas se 

compararon con masas teóricas de digestiones proteolíticas virtuales usando el programa MASCOT 

(http://www.matrixscience.com) y las posibles modificaciones postraduccionales fueron evaluada 

consultando la base de datos “Delta Mass” de ABRF (http://www.abrf.org/index.cfm/dm.home). Los 

experimento de MS con ionización por “electrospray” se realizaron en un espectrómetro de masa 

NanoESI LQT-Velos (Thermo-Fisher Scientific, Inc., EUA) acoplado a un cromatógrafo Easy Nano-HPLC 

(Proxeon, Themo) equipado con una columna de fase reversa C18 (100 x 0.075 mm, Proxeon) con 

precolumna C18 (20 x 0.1 mm). Para la adquisición de los resultados se utilizó un protocolo automático 

de rápida adquisición de datos (μs) y fragmentación MSn de los iones seleccionados. 
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8.6. Ensayos de cristalogénesis 

Con el objetivo de obtener cristales de proteína de calidad adecuada para difracción de rayos X se 

realizaron ensayos de cristalización con varias versiones de Tb1-C-Grx1 en colaboración con PXF. En 

general, para estos ensayos la proteína recién purificada y con niveles de pureza ≥95% fue prep arada en 

amortiguador Tris 20 mM pH 7.8 – 8.0 con o sin NaCl 150 mM, DTT 10 mM o GSH 10 mM y concentradas 

hasta 25-150 mg/mL por ultrafiltración. Inicialmente se realizaron pruebas de solubilidad con 2 o más 

concentraciones de proteínas tratadas con 0.1 M Tris-HCl pH 8.5 con 15% y 30% de polietilenglicol 4000 

ó 0.2 M de MgCl2.6H2O y 0.1 M Tris-HCl pH 8.5 con 1 y 2 M sulfato de amonio. Luego de completadas las 

pruebas de solubilidad se realizaron cribados (“screenings”) de cientos de condiciones de cristalización 

usando un sistema robótico (Honeybee 963, Digilab) de “gota sentada” de pequeños volúmenes 

(típicamente 300 nL) y distintos kits comerciales como JCSG (Hampton Research, EUA) o pH-clear, 

AmSO4, PEG o Classicall Suite 2 (Qiagen). Las placas fueron mantenidas a 20 (±2)°C y observadas 

periódicamente usando un microscopio estereoscópico trinocular SZX-16 (Olympus). Aquellas 

condiciones de cristalización que otorgaron resultados promisorios fueron reproducidas manualmente 

en placas de 24 pocillos (Hampton Research, EUA) con el sistema de “gota colgante” sobre vidrios 

siliconados (Hampton Research, EUA). Durante la optimización se realizaron ajustes en la concentración 

de proteína, amortiguador (pH, fuerza iónica, presencia de aditivos), temperatura (20º o 4ºC), volumen de 

reservorio, volumen total de gota o la relación volumen proteína:volumen de reservorio en la gota. En 

una de las condiciones promisorias se realizó microseeding usando fragmentos de microcristales 

obtenidos en una condición de cristalización exitosa de uno de los cribados. El registro, diseño y 

evaluación de las placas manuales se realizó con el programa X-track (Harris and Jones, 2002) instalado 

localmente en el servidor del IPM.  

  

8.7. Espectroscopía de Resonancia Magnética Nuclear 

La resolución de la estructura de Tb1-C-Grx1∆76 por NMR se realizó en colaboración con el grupo del Dr. 

Massimo Bellanda (Universidad de Pádova, Italia) y fue realizada durante el trabajo de Tesis de Doctorado 

del Dr. Carlo Pavan (Pavan, 2012). Brevemente, los espectros de NMR para la asignación y cálculo de 

estructura fueron adquiridos en espectrómetros Bruker (Alemania) de 600 MHz del Departamento de 

Ciencias Químicas de la Universidad de Pádova, Italia o espectrómetros Bruker de 500, 800 y 900 MHz del 

“Bruker Avance NMR Center” en Frankfurt, Alemania, a 298 K en todos los casos. En una primera instancia 

se probaron diferentes condiciones de pH del amortiguador, concentración y aditivos mediante 

experimentos 2D-15N-HSQC en espectrómetro de 600 MHz y se obtuvo una buena calidad y dispersión de 

las señales usando tubos Shigemi y Tb1-C-Grx1∆76 a 1 mM en amortiguador fosfato de sodio pH 7.0 con 

NaCl 150 mM con 10 mM DTT. El conjunto de experimentos realizados para la resolución de la estructura 

de Tb1-C-Grx1∆76 se detalla en (Manta et al., 2013a). El procesamiento de los datos y análisis de los 

espectros fue realizado usando los programas TOPSPIN 1.3 (Bruker BioSpin GmbH, Alemania) y CARA 1.9 
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(http://cara.nmr.ch), respectivamente. Las restricciones de distancia para la determinación de la 

estructura se obtuvieron a partir de espectros 3D NOESY-HSQC editados en 15N y 13C, mientras que las 

restricciones para los ángulo diedros del esqueleto carbonado se obtuvieron a partir de los corrimiento 

químico de 15N,13C’,13Cα,13Cβ  y Hα usando TALOS+ (Shen and Bax, 2010). La identificación y asignación de 

los picos de NOESY se realizó de manera semiautomática en base a los algoritmos ATNOS/CANDID 

(Herrmann et al., 2002a, 2002b) implementado en el paquete UNIO’10 (Guerry and Herrmann, 2012) y 

fueron incorporados en el cálculo de la estructura usando CYANA 2.1 (Güntert et al., 1997). Para los 

cálculos de estructura se impuso una conformación cis del enlace peptídico anterior a la Pro146. Los 20 

confórmeros con menor valor de función residual (“residual target function”) fueron subsecuentemente 

refinados por experimentos de dinámica molecular usando solvente explícito y el campo de fuerza 

AMBER implementado en el paquete AMPS-NMR (Bertini et al., 2011). Una vez completada la asignación 

del 2D-HSQC se realizaron experimentos de titulación con GSH y T(SH)2 tanto sobre la forma FL como Δ76 

de Tb1-C-Grx1. Las soluciones stock de los ambos titulantes fue preparada en el mismo amortiguador 

que las proteínas a 100 y 50 mM, respectivamente, y adicionados en pequeñas alícuotas al tubo de NMR 

conteniendo la proteína a una concentración de 0.2 – 0.4 mM. Los experimentos de dinámica del 

esqueleto carbonado se adquirieron a partir de experimento de 15N-HSQC en un espectrómetro Bruker 

DMX 600 MHz. Los cálculos hidrodinámicos usados para predecir las propiedades de relajación se 

realizaron con el programa HYDRONMR (Bernadó et al., 2002) usando las condiciones por defecto. Las 

resonancias asignadas y la estructura ya completa de Tb1-C-Grx1∆76 fueron depositadas en 

BioMagResBank (www.bmrb.wisc.edu, ID 18485) y en Protein Data Bank (PDB ID 2LTK) respectivamente. 

La asignación de la estructura de la proteína completa (FL) se encuentra en proceso, sin embargo, se han 

realizado experimentos 2D-15N-HSQC, así como experimentos de titulación y dinámica, trabajando 

fundamentalmente en el espectrómetro de 600 MHz de la Universidad de Pádova y los espectrómetros 

de 800 MHz y 1 GHz del “Bruker Avance NMR Center” de Frankfurt y Lyon, respectivamente. Algunos de 

los resultados preliminares se discuten en este trabajo.  

 

 
8.8. Reconstitución in vitro de centros ferrosulfurados 
 

La reconstitución in vitro de centros ferrosulfurados (FeS) se realizó esencialmente como se describe en 

(Manta et al., 2013a) basado en el protocolo original propuesto por Berndt y colaboradores (Berndt et al., 

2007). Si bien las condiciones particulares de cada experimento se detallan en las figuras 

correspondientes, en términos generales la reacción de reconstitución se realizó de la siguiente manera: 

i) la proteína recombinante purificada (50-200 µM) se incuba con 5 mM DTT y el tiol de bajo peso 

molecular a incorporar como cofactor (GSH, Gsp o T(SH)2)  a una concentración de 2-10 veces la 

concentración de proteína en amortiguador A o B extensamente degaseado con Ar y usando tubos de 

polipropileno no autoclavados;  ii) luego de 10 min a TA se agrega PLP (en general 2-5 veces la 

concentración de EcIscS), Fe(NH4)2(SO4)2 y cisteína, ambos a 2 veces la concentración de Grx usada en el 
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experimento, iii) por último se agrega EcIscS a una relación de concentraciones molares 10-20 veces 

menor que la concentración de Grx, iv) se cierra el tubo y la reacción se deja proceder por 1 hr en 

condiciones de anaerobiosis y v) cumplido este tiempo las muestras se centrifugan a 14000 g por 5 min a 

RT y el sobrenadante se recupera para su análisis (espectroscopía UV-visible, CD o SEC). A modo de 

ejemplo, las condiciones frecuentemente usadas en un ensayo suelen ser: 50 µM Grx, 5 mM DTT, 10 µM 

PLP, 500 µM GSH/Gsp o 250 µM T(SH)2, 100 µM Fe(NH4)2(SO4)2, 100 µM cisteína y 2.5 µM EcIscS. Es 

importante no excederse en la concentración final de Fe2+ ya que éste inhibe la acción de la EcIscS (Wu et 

al., 2008). Asimismo, el exceso de RSH puede servir como andamiaje para la formación de compuestos de 

hierro que no incluyan a la Grx (ver texto en la sección correspondiente), por lo cual su concentración 

también debe mantenerse dentro de los márgenes propuestos. Por último, es importante realizar varios 

controles en paralelo y de manera idéntica al experimento, siendo “-Grx” (ausencia de proteína 

“scaffold”), “-Fe2+” (ausencia de hierro) o “-EcIsc” (ausencia de sulfuro) los más frecuentes, pero no los 

únicos. Para realizar el análisis espectroscópico de los holocompuestos formados por esta técnica es 

imperioso remover los componentes de bajo peso molecular de la reacción de reconstitución ya sea por 

filtración o cambio de buffer, debido a que varios de ellos -o sus productos de reacción- son coloreados y 

pueden introducir error en el análisis de los espectros.   

 

 
8.9. Determinación del pKa de cisteínas 
 

La determinación del pKa de las cisteína de las diferentes proteínas estudiadas se realizó en colaboración 

con el Dr. Gerardo Ferrer-Sueta (Instituto de Química Biológica, Facultad de Ciencias, Universidad de la 

República) mediante un procedimiento desarrollado en colaboración con su grupo (Sardi et al., 2013) 

basado en la reacción de alquilación de tioles por monobromobimano (Kosower and Kosower, 1995; 

Kosower et al., 1979). La reacción de alquilación se da entre la forma desprotonada del tiol (tiolato, 

(Ferrer-Sueta et al., 2011)) y el monobromobimano (mBBr), determinando que la velocidad de esta 

reacción posea una marcada dependencia con el pH. El reactivo alquilante absorbe en el visible (ε 396 nm = 

5.300 M-1cm-1) pero no es fluorescente, mientras que el producto si lo es (mB-SR, λmax = 385-390 nm y ε = 

4000-5300 M-1cm-1, dependiendo de la naturaleza del tiol) con un máximo de emisión ~482 nm (Sardi et 

al., 2013). Sumado a esto, y dado que existe solapamiento entre la emisión de algunos triptófanos 

proteicos (W) y el espectro de absorción de mB-SR, es posible seguir esta reacción no solo en forma 

directa sino también por transferencia de energía por resonancia (FRET) entre W y mB-SR (λ exc=295 

nm/λem=482 nm). Por lo tanto, la velocidad de reacción para los tioles proteicos se determina siguiendo 

la aparición de fluorescencia a 482 nm y/o la desaparición de la fluorescencia intrínseca a 340 nm a 

diferentes pH para condiciones controladas de temperatura y fuerza iónica (ver adelante). Si bien los 

detalles de cada experimento se indican en las sección correspondiente, en términos generales el 

procedimiento fue el siguiente: i) la proteína a estudiar (~30-50 µM) se reduce con un exceso de DTT de 2 

veces en relación molar durante 30 min a RT, ii) mediante un paso de cromatografía en columna PD10 se 
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remueve el exceso de reductor y equilibra la proteína en amortiguador 2X-TMA pH 7.0 (ver a 

continuación), iii) la proteína y los tioles libres se cuantifican según se indicó previamente, iv) se colocan 

un volumen fijo de proteína considerando una concentración final de 2-4 µM en una placa de 384 

pocillos para fluorescencia (Fluotrack, Greiner BioOne), ocupando la mitad del volumen de reacción final, 

v) se completa parte del volumen restante con mezclas de agua y soluciones diluías (~15 mM) de ácido 

clorhídrico o hidróxido de sodio base y se coloca la placa en el equipo para proceder a la 

termostatización (10 min), vi) la reacción se dispara con el agregado de 1-5 µM (concentración final) de 

mBBr disuelto en agua usando el sistema de inyección automático del Varioskan y vii) los cambios 

temporales de fluorescencia se registran para 12-16 condiciones de pH por cuatruplicado a temperatura 

controlada de 25 ± 1 ºC. El mBBr se prepara en acetonitrilo a 10 mM y almacena a -20°C. La solución de 

trabajo se prepara por dilución en agua a una concentración final de 10-20 µM inmediatamente previo a 

su uso. El amortiguador de 3 componentes TMA (Ellis and Morrison, 1982) está compuesto por Tris15 

mM, MES 7.5 mM y ácido acético 7.5 mM con 135 mM NaCl pH 7.0 y se prepara al doble de su 

concentración de trabajo (2X). Su dilución con agua o soluciones diluidas de ácido o base permiten 

obtener un amotiguador eficiente entre pH 2.5 y 9.5 manteniendo una fuerza iónica constante de 0.15 M 

a lo largo de todo el intervalo de pH. En los experimentos con proteínas, el valor de pH exacto en cada 

condición es determinado luego del experimento mediante microelectrodos (Orion, EUA) acoplado a un 

potenciómetro de igual marca y calibrado a la misma temperatura del experimento con soluciones de 

pH conocido (Sigma-Aldrich). Para el procesamiento de los datos se asume que la pendiente inicial de los 

gráficos de intensidad de emisión a 340 o 482 nm en función del tiempo es proporcional a la velocidad 

inicial (v0) de la reacción, la cual depende linealmente de la disponibilidad de tiolato a cada pH. En 

consecuencia, las curvas de v0 en función de pH pueden ajustarse a ecuaciones de ionización más 

adecuadas para 1, 2 o 3 componentes mediante Origin (Sardi et al., 2013). Para convertir los valores de 

pendiente en valores absolutos de constante de reacción se determinó el valor de la constante 

bimolecular de reacción (k2) entre mBBr y la proteína de interés a pH 5.0 y 8.0 en condiciones de 

pseudoprimer orden (1-2 µM proteína reducida vs. 20-200 µM mBBr a partir de los gráficos secundarios 

dekobs vs [mBBr]. Las curvas de intensidad de fluorescencia vs. tiempo (t) se ajustaron a una ecuación de 

primer orden que también incluye un término lineal para dar cuenta de lenta descomposición básica de 

fluoróforo a los pH indicados  

𝑅𝐹𝑈 = (𝑅𝐹𝑈0 − 𝑅𝐹𝑈∞) × 𝑒−𝑘𝑜𝑏𝑠𝑡 + 𝑅𝐹𝑈∞ − 𝑏𝑡 
 

donde RFU es la intensidad de fluorescencia medida, kobs es la constante de pseudo-primer orden de la 

reacción y b es la pendiente de la desaparición catalizada por OH-, determinada en (Sardi et al., 2013). 

Uno de los controles necesarios es determinar si el pH afecta la absorción o fluorescencia de la proteína 

alquilada. Esto lo realizamos para Tb1-C-Grx1FL WT sin etiqueta de afinidad. Para ello, la proteína (30 µM) 

se redujo con DTT (exceso molar 2-5X) durante 1 hr a TA, el reductor se removió usando una HiTrap® 

acoplada a sistema ÄKTA y equilibrada en amortiguador TMA 1X pH 8.0. Los tioles libres post-SEC se 

cuantificaron con DTDPy, como se indicó y la proteína reducida se trató con mBBr en exceso molar 10X 
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sobre la concentración de tioles libres medidos durante 5 min a TA e inmediatamente se aplicó la 

muestra a la columna HiTrap® re-equilibrada en amortiguador TMA 1X pH 8.0 para recuperar la proteína 

alquilada y libre del exceso de reductor y alquilante. En estas condiciones experimentales se da 

mayoritariamente la alquilación de C181 y no se altera la conformación en solución de la proteína, lo cual 

fue determinado por MALDI-TOF MS y SEC, respectivamente (ver texto). La proteína monoalquilada se 

coloca a 0.6 µM (placa) o 2 µM (cubeta) final en amortiguador TMA pH 2.1 - 9.7 (16 condiciones, n=4) con 

100 µM DTPA y 500 µM DTT y el espectro de emisión directa o vía FRET es registrado en el lector de 

placas Varioskan o espectrofluorímetro. A modo de control se toman los espectros de emisión de 

fluorescencia del amortiguador o de la misma cantidad de proteína sin marcar en 4 puntos de pH. 

Análogamente, para observar el efecto del pH en la estabilidad de la proteína se registró el espectro de 

absorción (250-500 nm) de 20 µM Tb1-C-Grx1 monoalquilada luego de incubar la proteína 90 mins en el 

pH indicado, sustrayendo la absorción de amortiguador a pH 7,0 como control.  

 

                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                   

8.10. Cultivo de parásitos y caracterización de líneas transgénicas 

La forma sanguínea (BSF, por “bloodstream form”) de T. brucei cepa Lister 427 (línea parental 514-1313, 

denominada de ahora en más “TbWT”) fue cultivada en medio HMI-9 (medio comercial IMDM  con 136 

mg/L hipoxantina, 28 mg/L bactocupreina, 39 mg/L timidina, 15 mg/L β -mercapoetanol, 182 mg/L 

cisteína y 3.020 mg/L NaHCO3) suplementado con 10% suero fetal bovino (SFB) y los antibióticos 

fleomicina (0.2 µg/mL), gentamicina (2.5 µg/mL) y, en el caso de las líneas transfectadas, higromicina B (5 

µg/mL). Los cultivos se mantuvieron en incubadora a 37ºC con 5 % CO2 y humedad controlada. La forma 

procíclica (PCF, por “procyclic form”, línea celular 449) fue cultivada según (Comini et al., 2008). La 

preparación de la línea celular portadora de una copia ectópica inducible por tetraciclina (tet) de la forma 

silvestre de 1-C-Grx1 (línea “TbGrx1”) fue descrita previamente (Comini et al., 2008) y las líneas  

sobrexpresantes de las formas mutantes C104S (línea “TbC104S”) y C181S (línea “TbC181S”) fueron 

producidas por M.A. Comini y J. Rettig (Rettig, 2007). Para la producción de las líneas transgénicas 3 x 107 

células de la línea parental 514-1313 fueron electroporadas con ~10 µg del vector pHD1700-Tb1-C-

Grx1C104S(C181S)- c-myc2 previamente linealizado con la enzima de restricción NotI. La electroporación 

y posterior selección con higromicina B se realizó como se indica en (Comini et al., 2008), según el 

siguiente protocolo: 2 x 107 parásitos BSF fueron cosechados por centrifugación (10 min a 2000 g, TA) y 

las células fueron resuspendidas en 100 µL de la solución “human T cell nucleofector” disponible con el 

kit correspondiente de AmaxaTM Nucleofector (Lonza, Suiza) y mezcladas con 30 µL de plásmido 

linealizados, previamente precipitado con etanol puro, secado por evaporación en condiciones estériles 

y resuspendido en un mínimo volumen de agua bidestilada estéril. La electroporación se realizó con el 

sistema Amaxa Nucleofector con el programa X-001. La recuperación y selección de clones se realizó de 

acuerdo a (Comini et al., 2004, 2008). La expresión regulada e inducible por (oxy)tetraciclina de la copia 

ectópica fue evaluada mediante Western-blot (WB, ver más adelante) usando anticuerpos contra la 
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etiqueta de afinidad (c-myc) o contra la proteína recombiante luego del agregado de 1 ó 10 µg/ml de tet 

u oxitet, respectivamente, al medio correspondiente durante diferentes tiempos (1-20 días). 

Análogamente, se generaron líneas transgénicas para sobreexpresión de 1-C-Grx2 (línea “TbGrx2”). Para 

ello, el gen fue clonado en el vector pHD1700 como se indicó anteriormente, el vector linealizado con 

NotI y la transfección y selección se realizó como se indica más arriba. La expresión regulada e inducible 

por tet de la copia ectópica fue evaluada por WB luego del agregado de 1 µg/ml tet o 10 µg/ml oxytet al 

medio de cultivo durante 24 hrs.  

 

8.11. Análisis fenotípico de las formas infectivas de T. brucei sobrexpresantes 
de diferentes versiones de 1-C-Grx1  

8.11.1. Cultivo, recuento manual y cosecha 

El crecimiento en condiciones de cultivo celular de la línea parental (TbWT) y las 3 líneas transfectadas 

(TbGrx1, TbC104S y TbC181S) fue evaluado inoculando los parásitos en medio HMI-9 a una densidad 

celular fija (típicamente 103-105 células/mL) con o sin el agregado de 1 µg/mL tet o 10 µg/mL oxytet. Se 

realizaron cultivos tanto en botellas de cultivo (Corning) como en placas de 6, 12 o 24 pocillos (Greiner). 

La densidad celular fue evaluada cada 24-72 hrs mediante recuento manual en cámara de Neubauer, 

contándose 16 campos para cada hemicamara y tomando como criterio de aceptación una diferencia 

máxima de 10% entre ambas hemicamaras. Se realizaron cultivos continuos a partir de inóculos de baja 

densidad celular o cultivos con resiembra durante períodos prolongados. En todos los casos, los 

experimentos se realizaron con 1 réplica biológica como mínimo. En los experimentos de inducción el 

antibiótico usado (tet u oxitet) fue agregado diariamente a la dosis final adecuada o cada dos días al 

doble de la dosis final y la expresión de la proteína se verificó por WB (ver próxima sección). La cosecha 

de las células se realizó por centrifugación a 2000 g durante 10 min a TA. El pellet celular se lavó 2 veces 

con un volumen de amortiguador fosfato salino (PBS) con 1% (p/v) de glucosa (PBS-G) equivalente al 

volumen inicial de cultivo, centrifugando en iguales condiciones entre lavados.  

 

8.11.2. Recuento por citometría de flujo 

Para la evaluación del efecto de ciertos tratamientos (ver más adelante) sobre la proliferación de los 

parásitos en cultivo por citometría de flujo se utilizó un método desarrollado en nuestro laboratorio 

(Demoro et al., 2012). Para ello, inmediatamente antes de realizar la adquisición se tomaron 100 µL de 

cultivos de cada pocillo y se adicionan 100 µL de PBS-G filtrado a 0.22 µm así como un volumen 

adecuado de perlas fluorescentemente para recuento (Count BrigthTM, Invitrogen) para lograr una 

densidad final de 10 perlas/µL. Se agregó además yoduro de propidio (IP, preparado stock a 1 mg/mL en 

agua) a una conentración final de ~20 μg/mL inmediatamente antes de la medición. La suspensi ón se 
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homogeneizó por vortex y se analizó en el flujo en citómetro Cyan ADP Flow-cytometer (Dako, EUA). El 

protocolo de adquisición del citómetro se ajusta de manera tal que se registren 200 eventos en el canal 

de fluorescencia correspondiente a la perlas marcadas (λexc = 488 nm, canal “verde”) en simultáneo con la 

adquisición de los datos de dispersión de luz en las direcciones reversa (“back scattering”) y directa 

(“forward scattering”) en la región asignada como correspondientes a las células del parásito (ver a 

continuación). En base a un experimento “control” con parásitos en fase exponencial y densidad celular 

conocida determinada por recuento manual se ajustaron los marcos (“gates”) de la región de interés así 

como los parámetros de adquisición. El número de eventos en este marco se relaciona directamente a la 

densidad celular a través del volumen que los contenía, determinado a partir de las perlas fluorescentes 

homogéneamente distribuidas en la suspensión celular. La fluorescencia del IP se utiliza como indicador 

de células senescentes o muertas y se registra en simultáneo en el canal correspondiente. Los resultados 

se analizan con el programa Summit v4.3 (Dako) incluido en el paquete del citómetro.  

 

8.11.3. Tratamientos sobre células en cultivo 

El efecto del peróxido de hidrógeno (H2O2) o el quelante de hierro deferoxamina (DFX) sobre el 

crecimiento y/o la viabilidad de las líneas celulares en cultivos fue analizado por un protocolo adaptado 

de (Comini et al., 2008). Las líneas celulares fueron cultivas por 24 hr a 1 x105 cell/mL en presencia o 

ausencia (control negativo) del inductor, contadas manualmente en cámara de Neubauer al cumplir este 

tiempo y  sembradas a 1 x 105 (H2O2, preparado 4 mM en PBS estéril) o 5 x 105 (DFX, preparada 10 mM en 

PBS estéril) células/mL en placas de 6 o 24 pocillos, en presencia de diferentes concentraciones de H2O2, 

DFX o PBS (control). El efecto de los tratamientos fue evaluado a las 24 hr mediante inspección por 

microscopía y recuento por citometría. Para los experimentos de cambio de suero las líneas celulares 

fueron inoculadas a 1 x 105 cel/mL y crecidas 24 hr en presencia o ausencia de 10 µg/mL oxitet. Cumplido 

este tiempo, fueron cosechadas por centrifugación a 2000 g durante 10 min a TA y lavadas 2 veces con 

un volumen de PBS-G equivalente al volumen de cultivo original y resembradas medio HMI-9 

suplementado los mismos antibiótico pero con 10 % de suero de caballo o 10 % suero de ratón. El efecto 

del cambio de suero sobre la proliferación fue evaluado a las 24 hr mediante inspección por microscopía 

y recuento por citometría. 

 

8.11.4. Consumo de glucosa 

El consumo de glucosa por las líneas (inducidas o no inducidas) fue analizado mediante el analizador 

automático YSI 2300 STAT Plus (UBC-IPM) directamente en el medio de cultivo obtenido luego de 

separar las células por centrifugación a 2000 g durante 10 min a RT. Los sobrenadantes fueron 

almacenados congelados hasta su análisis en simultáneo. 
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8.12. Western blot e inmunofluorescencia   

Los cultivos de densidad celular conocida se cosecharon y lavaron como se indicó, conservando el menor 

volumen posible de líquido. El pellet celular se lisó en PBS con Tritón X-100 0.5 % (v/v) (PBS-X) a TA, 

agitando vigorosamente durante 30 sec. El volumen de PBS-X agregado se calculó de manera de 

conservar una densidad celular final de 5 x 105 células/µL. Para controlar este procedimiento se 

determinó la concentraciones de proteínas por BCA en cultivos de igual densidad celular, obteniéndose 

resultados con una diferencia ≤20%. Los lisados celulares resuspendidos se prepararon para 

electroforesis según se indicó, usando SB con o sin reductor y se resolvieron en SDS-PAGE de 12-15% de 

entrecruzamiento. Generalmente, se cargaron 1-8 x106 células por carril, los geles se corrieron a 40 mA y 

fueron posteriormente electrotransferidos (200-400 mA durante 1 hr en baño de hielo) a membranas de 

PVDF (GE) y las membranas fueron bloqueadas en PBS con Tween-20 al 0.2% (v/v) (PBS-T) con 5 % (p/v) 

de leche en polvo descremada (PBS-TL) en cámara fría ON con agitación orbital a 90 rpm. Para la 

inmunodetección de las bandas se utilizaron anticuerpos policlonales realizados por nuestro grupo, a 

saber: anticuerpo contra Tb1-C-Grx1 y Tb1-C-Grx2 realizados en cobayo (Comini et al., 2008) anticuerpo 

contra TbTXN realizado en conejo (Comini et al., 2007) o anticuerpo contra Tc1-C-Grx1 generado en ratón 

en nuestro grupo, según se detalla en (Fleitas, 2012). También se utilizó un anticuerpo monoclonal 

comercial anti-c-myc (clon 9E10, Roche, Alemania). En todos los casos los anticuerpos primarios se 

incubaron en PBS-TL a TA durante 1-2 hr con agitación orbital a 90 rpm y los lavados se realizaron con 

PBS-T (3 veces, 5 min, 300 rpm). Luego de ajustar las condiciones para nuestros experimentos, los 

anticuerpos para WB se usaron a una dilución de 1:500 (v/v) para α -Tb1-C-Grx1, 1:200 para α-Tb1-C-Grx2, 

1:400 para α -Tc1-C-Grx1, 1:2000 para α -TbTXN y 1:400 para α -c-myc, salvo excepciones. Los anticuerpos 

secundarios conjugados a peroxidasa de rábano (HRP) fueron adquiridos en GE (anti-conejo y anti-ratón) 

o Invitrogen (anti-cobayo) e incubados durante una hora en PBS-TL análogamente a los primarios, 

generalmente a una dilución de 1:8000 - 1:10000. Las bandas inmunoreactivas se revelaron por 

quimioluminiscencia mediante el reactivo ECL (GE) y detección con placa fotográfica (Hyperfilm, GE) por 

revelado manual o usando máquina reveladora automática HyperProcessor (GE). Para volver a revelar 

membranas ya bloqueadas y tratadas con anticuerpos, los mismos fueron removidos por “stripping” 

incubando la membrana durante 30 min en amortiguador Tris 62.5 mM pH 6.8 con 2% (p/v) SDS y 100 

mM β-mercaptoetanol a 55°C. Las membranas tratadas fueron lavadas en PBS-T y rebloqueadas en PBS-

TL ON previo a su reutilización. Cuando fuera necesario, los WB se digitalizaron (Scaner SnapScan 1236, 

Agfa, Alemania) y se cuantificaron por análisis densitométrico en ImageJ. Para el marcado de la 

mitocondria para su detección por inmunofluorescencia se utilizó el fluoróforo MitoTracker® RedCM-

H2XRos (Molecular Probes, Invitrogen). Los parásitos (1 x 107 células) se cosecharon por centrifugación a 

2000 g por 10 min a TA y se incubaron a 25 min a 37ºC con 10 mL de medio fresco conteniendo 0.25 μM 

del fluróforo. Cumplido este tiempo se peletearon y lavaron 2 veces con PBS previo a ser fijados en 4 % 

(p/v) de paraformaldeído por 18 min a TA. Las células fijadas, ya sea pretratadas con MitoTracker® o no, 

fueron procesados para inmunofluorescencia esencialmente como se describe en (Comini et al., 2008), 

incubándolos 1 h con α -Tb1-C-Grx1 (1:500), α -Tb1-C-Grx2 (1:250) α -c-myc monoclonal (1:250). Como 
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anticuerpos secundarios se utilizaron IgG de cabra anti-cobayo o anti-ratón marcadas con Alexa Fluor 

488 (Invitrogen) a una dilución de 1:1000. Los ácidos nucleicos fueron teñidos con los colorantes TOPRO 

o DAPI (Molecular Probes, Invitrogen), usado según instrucciones del fabricante. Los parásitos se 

visualizaron en el microscopio confocal Leica TC5 SP5 de UBC-IP o microscopio Carl Zeiss Axiovent 200 M 

equipado con una cámara digital Axiocam MRm (BHZ, Universidad de Heidelberg).  

 

8.13. Infección de animales de laboratorio 

Para los experimentos de infecciones se trabajó con hembras de la cepa BALBc/J de 6-8 semanas de edad 

las cuales fueron mantenidas en las instalaciones de UATE en cajas ventiladas con presión negativa de 

aire (Sealsafe rack, Tecniplast, Italia) en ambiente de temperatura (20±1°C) y humedad (40-60%) 

controladas, con agua y alimento ad libitum, en condiciones “libres de patógenos específicos” (SPF) con 

ciclos de día/noche de 14/10 horas. Los procedimientos experimentales se realizaron acorde a la 

reglamentación nacional (Ley 18611) y las normas de la “Federation of European Laboratory Animal 

Science Associations” (FELASA) y fueron previamente aprobados por la Comisión de Salud Animal del 

Institut Pasteur de Montevideo (N° de registro: 004-11 y 004-12). La salud de los animales y su sobrevida 

fue monitoreada diariamente por personal de la UATE y de nuestro laboratorio, mientras que la 

parasitemia fue evaluada regularmente por recuento manual (ver a continuación). Los animales que 

presentaran síntomas de dolor, salud muy deteriorada o niveles de parasitemia ≥ 108 células/mL fueron 

inmediatamente eutanasiados por dislocación cervical o cámara de CO2. La infectividad de cada una de 

las líneas celulares (línea parental 514-1313, “TbWT”, y versiones transgénicas  poseedoras de copias 

ectópicas inducibles “TbGrx1”, “TbC104S” y “TbC181S”) se estudió inoculando ratones 

intraperitonealmente con 104 parásitos provenientes de cultivos en fase exponencial, en un volumen de 

0.3 mL de PBS o HMI-9, en condiciones estériles. Se trabajó con 2 grupos (n=6), uno de los cuales (+T) 

recibió agua ad libitum con 1 mg/mL de oxitet desde 3 días antes de la infección y con reposición cada 48 

hr. La inducción in vivo de la proteína de interés fue validada usando parásitos transfectados con una 

versión modificada la proteína verde fluorescente clonada en el mismo vector (pHD1700-Grx2-GFP, Sardi 

y Comini, no publicado). Bajo las mismas condiciones de infección e inducción fue posible identificar la 

expresión de esta proteína por microscopía de epifluorescencia y citometría de flujo en parásitos aislados 

de la sangre de los ratones infectados en los días 6 y 10, mientras que no se observa en los animales que 

no recibieron oxitet. Asimismo, en los experimentos de infección con TbGrx1 y TbC104S se realizó la 

purificación de parásitos de sangre con altos niveles de parasitemia mediante cromatografía de 

intercambio aniónico DEAE según (Lanham and Godfrey, 1970) con ligeras modificaciones (Medeiros, no 

publicado). Estos parásitos fueron preparados para inmunofluorescencias y WB, como se detalló más 

arriba, para identificar la sobreexpresión in vivo de la proteína de interés. El recuento de parásitos en 

sangre se realizó a partit de ~50 µL de sangre obtenida por punción del seno submandibular 

directamente en tubos con EDTA tripotasio (3K-EDTA, preparado por dilución de 70 µL de K3-EDTA 

comercial en PBS con 2 mM EDTA (PBS-E) hasta un volumen final de 1 mL) en una relación 1:7 de 



162 
 

anticoagulante:sangre. Previo al recuento en cámara de Neubauer la sangre anticoagulada se 

homogeniza por agitación suave y se diluye 20 veces en amortiguador de lisis de eritrocitos (preparado 

en agua como stock 10X, detallado como 0.8% (g/v) NH4Cl, 0.084% (g/v) NaHCO3 y 0.038% (g/v) Na2-

EDTA, y filtrado a 0.22 µm), como se detalla en  (Roldán et al., 2011). El efecto de la infección y el 

tratamiento sobre los reticulocitos fue evaluado al día 12 por citometría como en (Roldán et al., 2011). 

Para ello, 10 µL de sangre extraída en condiciones de anticoagulación fueron diluídos hasta un volumen 

final de 100 o 200 µL en PBS-E en placa de cultivo y luego se agregó el mismo volumen de tiazolorange 

preparado a 0.2 μg/mL en PBS-E. La solución se homogeneizó e incubó 30 min en oscuridad previo a ser 

medida por citometría con el laser de 488 nm. Generalmente se agregan perlas fluorescentes (Count 

BrigthTM, Invitrogen) previo al recuento para permitir la normalización de los resultador por número de 

células. Los resultados de modelos animales de infección se presentan como gráficos de sobrevida de 

Kaplan–Meier. La comparación estadística de los grupos se realizó mediante el test Long-rank (o Mantel-

Cox) aplicado en el programa MedCalc.  
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--DVAALVE-----FYAPWCGHCKNLVPEFA--KLGRAAA--GAKDKVL---IAKVDATAQ------------------------------------KDLATRFEVNGYPTILFFPAG----
--GKDMLIL-----FFAPWCGHCKNFAPTFD--KIAKEFD----ATDLI---VAELDATAN------------------------------------YVNSSTFTVTAFPTVFFVPNGGKP-
--HKPVFIL-----FYAPWCGHCKRLHPEWE--KFAKSVE--GI---VR---VGAVNADEH------------------------------------QQLGQQFNLRGFPTVKFWGLGEKRA
--GKDAFVL-----FYAPWCGHCKRLHPSFE--SLAKVYQ--NEKD-LI---IANVDADDK----------------------------------SNSEVTKRYKVEGYPTLVFFPKGNKGN
--EKHVFVM-----FYAPWCGHCKRLKPKWE--ELAKEMK--DETS-VV---IARLDADKH------------------------------------RNVAERFDVRGYPTLLLFARSKKE-
RKRGPWLIF-----FFAPWCGHCKAALPKYA--DANLQLAKLGVQH-AR---FATVNAVKS------------------------------------PELALRFRVKVYPTLIYTTGKAEN-
--TKDVFVL-----YCVTWSRHCRSAVKLWA--DLSISQFKRPTADTFV---AALIDAEAF------------------------------------PETAKRMGVKSYPTMLFYTRLEKAT
--SEIFLVK-----FYVDTCGYCQMLAPEWE--KAANET-----IDNAL---MGEVDCHSQ------------------------------------PELAANFSIRGYPTIILFRNGKEAE
--LCPWIVL-----FYNDGCGACRRYASTFS--KFAGGLKVEHGKDALQIATAAAVNCASE------------------------------------VDLCRKYDINFVPRLFFFYPRDSCR
ANGLGLVVH-----FSASWCEPCKGVTEALE--RFSELYKGSVEFVEVDSEAL--------------------------------------------GSICEAEAVDCVPYIAFFRTSGDGK
--DILTVAW-----FTAVWCGPCKTIERPME--KIAYEFP------TVK---FAKVDADNN------------------------------------SEIVSKCRVLQLPTFIIARSGKMLG
-VGKTVFLY-----FSASWCPPCRGFTPVLA--EFYEKHHVAKNFEVVLISWD--ENESDFHDYYG---------------KMPWLALPFDQRSTVS-ELGKTFGVESIPTLITINADTGAI
EGKKYLLVY-----FSASWCPPCRVFTPQLA--TFHELFSAKHNFDVIFVSRD--KDESSMSAYFYNPKYSSLSVSGGECSHGDWLALPFTQAQTVGKEIMSRYGLNTIPNILLFDLSTEEL
SKLIEHKDEIMVVKYWKHGCIPCLSLAEMYK--QVSEQCKKENRRIAWYSVNT--KD-------------------------------------VSARSLVDYQLVNGTPTVQTFSRMKQVG
YAGCVTVLV-----NTASLCSFTSSNIQHL--IHVQQKWASR-SFTVLA------FPCSQ------FGNQEP------KKRDEICCWVA-R--NGINFPVFDKVNLKGPNTHPLFQMIQSS-
HKGSPLLIY-----NVASKCGYTKGGYETA--TALYNKYKSQ-GFTVLV------FPCNE------FGGQEA------GNEEEIKEFVCTK--FKAEFPIMAKINVNGENAHPLYEYMKKTK
HKGSPLLIY-----NVASKCGYTKGGYETA--TTLYNKYKSQ-GFTVLA------FPCNQ------FGGQEP------GTEEEIKEFVCTK--FKAEFPIMAKINVNGENAHPLYEYMKKTK
HKGSPLLIY-----NVASKCGYTKGGYETA--TALYNKYKSQ-GFTVLA------FPCNQ------FGGQEP------GTEEEIKEFVCTK--FKAEFPIMAKINVNGENAHPLYEYMKKTK
GGSDDVCVHFYHK--DFETCRVMDSRLLELSRMMLSVKFVK---IDAEK------SPFLVE--------------RLHI---------------------------KTLPCCVL--------
-ESERVVVHFMRR--STSRCSILERHLQIIAPQHFETRFCY---VDVER------IPSLAE--------------RFNV---------------------------LMLPTLMLVENKNTFH
YKGKYIVLFFYPLD-FTF---VCPTEIVSFS--DSHAEFEK---LNTQV------IAVSCD--------------SHFSHLAWVETPR----KKGGLGEMKIPLLSDFTKEISRDY------
YRGKWVVLFFYPLD-FTF---VCPTEICQFS--DRVKEFND---VDCEV------IACSMD--------------SEFSHLAWTNVER----KKGGLGTMNIPILADKTKSIMKAY------
----NMTLY------RMKGCPYCERVEWLLR--YHLVPFEI---VEVGP----------------------------------------------LTTKGFPDQRFVQVPQIGLEAVADPNN
KKCPPILLY------RYSTCPFCATTKSFLD--YNKIRYEC---VEVEP----------------------------------------------MFKKEISMSAYKKVPQLKFCVRGDDG-
ANFVGVKLFFTSMTGDRRIRDHCRRAETLLY--LKRITYEP---VNVADSPTLQR------------------------------------NLREMYAACTGKRGAPPLPALFVGTSYVGNY
---------------RHYVSWYCTRMKVVLL--DHH--------VYVEPLRQ----------------------------------------------QLQEVSRTPELPLLFVNKKLVGTL
LRRNKMVMV------SATYCQFCTKLKMLLI--ELKHRFVS---LEIDI----------------------------------------IPNGREVFAEVVGRTGVHTVPQVFLNGKYFGGY
IKGNKVVVF------SWVTCPYCVRAEKLLH--ARTKDITV---HYVDK----------------------------------------MSEGEQLRGEIYQAYKHETVPAIFINGNFIGGC
IKSEDVVTFIKGL-PEAPMCAYSKRMIDVLE--ALGLEYTS---FDVLA------------HPVVRS-------------------------------YVKEVSEWPTIPQLFIKAEFVGGL
TSRKGVVAFITGT-PSRPRCGFTVKLIQLLD--DLHVKYVY---YDVWA------------SDEVCE-------------------------------GLKKYSEWPTFPQVYADGEFIGGY
IAEDRIVIFLTGT-PQEPRCGFTVKMVDMMH--QLGVKYSF---YNILE------------DDEVCE-------------------------------GLKIYSDWPTYPQLYIDGDLVGGY
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1-C-Grx1
1-C-Grx2
1-C-Grx3
2-C-Grx1
2-C-Grx2

KSRP1
KSRP2
GST1
GST2

Name NCBI MWTriTryp aa extraLoc Exp

184 20.4
131 14.9
222 24.5
95 10.6

107 12.2
270 30.5
171 19.6
312 35.4
295 33.1

1
2
2
1
0
1
0
2
0

CAF02300.1
XP_823263.1
XP_844769.1
XP_828228.1

XP_001218879.1
XP_847389.1
XP_845725.1
XP_845973.1
XP_845655.1

Tb927.9.3590 
Tb927.10.10420

Tb927.5.950
Tb927.11.1370 
Tb927.1.1770
Tb927.8.5590
Tb927.7.1010
Tb927.7.3500
Tb927.7.310

Y
Y
Y
Y
Y
Y
Y
Y
N

M
M
C
C
M
C
M
F
C

UniProt

Q2UZM9 
Q389T5 
Q57W40 
Q387B5 
Q4GZ42 
Q57X23
Q57VU7 
Q57WG5 
Q57U23 

61 2 3 8 9 107 active

CAYS
CGFT
CGFT
CPYC
CQFC
RDHC
SWYC
CPFC
CPYC

II
II
I
I
?
?
II
II

signi�cant loss of �tness in BSF signi�cant loss of �tness in BSF-PCF di�erentiation no loss of �tness

RNAiclass4 5 11 12
cyssite

signi�cant loss of �tness in PCF

II





--------------------------------------------------------------------MRRLSGSTCLLTGVT---RAGRWLPTT------------------APCLSLCSFFLTASRRK---
-------------------------------------------------------------------MLRRIFASS-------------------------------------------PAFLRCTLP-----
---------------MKRVGTLEEYTKVKRDANGLGLVVHFSASWCEPCKGVTEALERFSELYKGSVEFVEVDSEALGSICEAEA------------------VDCVPYIAFFRTSGDGKGQE----------
-------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
-------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
METRKVTECTPSPEEEFRSGTSLKYPDEERTRQQLTL--AFPSIDADVIEEMAFLVGRKRYTIDKVVYMLRLIEESMKLDN---PANKGLVNSGESEGQEVQVLQEGTDDTSTGHSLPLQ----SSQPQEGL-
-------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
----------------------------------------------------------------------MFTKGSMS--------RKLLCATGALAG-------------------------------LGF-
----------------------------------------------------------------------------------------------------------------MQDSVLLS-------------

-----------------------------------------------------------------------------------
-----------------------------------------------------------------------------------
-----------------------------------------------------------------------------------
-----------------------------------------------------------------------------------
-----------------------------------------------------------------------------------
-----------------------------------------------------------------------------------
------------------------------------------------------RPVVSLPTLHPFALRSEE-----------
PTDDPKVKLHNEIDRFVKEGLLDGKKKFHGGSKPDLADLDTHGVLQSVRGHRLYNEIIEATTIKPWLERMDEAVGNEKYIPK-
LQRDPSAWLAAELSGFA-TRLSGGCHQLHGGKEPDIADVEMYGLTRIIDAHPRLRSALHEGPLKEWCAAMEAALQKRTHVTKK

1-C-Grx1
1-C-Grx2
1-C-Grx3
2-C-Grx1
2-C-Grx2

KSRP1
KSRP2

GST1
GST2

1-C-Grx2 CGFT

2-C-Grx1 CPYC

1-C-Grx3 CEPC CGFT

2-C-Grx2 CQFC

1-C-Grx1 CAYS

GST1 CPFC

KSRP1 RDHC

MTS 

Grx domain 
Trx domain 
helical domain

putative TM region
non-classi�ed protein sequence
instrinsically disordered region

50 aa

KSRP2 SWYC

GST2 CPYC

A

B

CPPCTXN1

CGPCTrx

1-C-Grx1
1-C-Grx2
1-C-Grx3
2-C-Grx1
2-C-Grx2

KSRP1
KSRP2

GST1
GST2

-----VGGLDIVTKMLESGDLKKMLRDKGITCRDL-----------------------------------------------------------------------------------------
-----VGGYDVCKGMLLSGQLTKLLKEKDLL---------------------------------------------------------------------------------------------
-----IGGYDICAELNASGELKSALKL-------------------------------------------------------------------------------------------------
-----IGGCSDLEALDKEGKLDGLLS--------------------------------------------------------------------------------------------------
-----FGGYDELVAMYRAGHLSAEIERG------------------------------------------------------------------------------------------------
-----VGNYEEMQEMEDDGTLMDTLEHLGY-------------KHEI-----------QSSVVTR-----------------------------------------------------------
-----VGTLRDVELLEREKKLKDVLH-FGF-------------EWRV-----------GGSVAATNGQKSLMGA-LPAPYGDAEFFRGRYRGPPVA----------------------------
-----VRGDDGPFLVDSEVIVSTVAKHVGMGKQLEDPEVKKWREWARGPMVRLLTLEFNSSLLNSWGSYSYIDNIETIPYKNKIFLK--LVGAPVMYLVAQYVTKPRLLKSGDLL---------
PNNPHAAEKSVAYVADSQHIIAAISAPLGFTKQLSDPRIMETRKWMMERFQAAGFLAINSTWRDAYTTYPHVTP-SHYYYQNPIFH---VVGATALYALAKYKVAPRFAAEESATSGFPSMENS

SEIVSKCRVLQLPTFIIARSGKMLGHVIGANPGMLRQKLRDIIKDN---------
SELGKTFGVESIPTLITINADT--GAIIGT------QARTRVIEDPDGANFPWPN

1-C-Grx1
1-C-Grx2
1-C-Grx3
2-C-Grx1
2-C-Grx2

KSRP1
KSRP2

GST1
GST2

Trx
TXN

QSTSGIGGDVRDIEETHPDFQPRLVSADLAEDEIAMVKKDIDDT---IKSEDVVTF-------IKGLPEAPMCAYSKRMIDVLEALGLEYTSFDVLAHP-------VVRSYVKEVSEWPTIPQLFIKAEF-
--------------------------NRAPDQVKPELAAAIRRI---IAEDRIVIF-------LTGTPQEPRCGFTVKMVDMMHQLGVKYSFYNILEDD-------EVCEGLKIYSDWPTYPQLYIDGDL-
---RVADVVGGKLDQIEQNMLSLYGDGTDGRGSFSDLQSYLKYL---TSRKGVVAF-------ITGTPSRPRCGFTVKLIQLLDDLHVKYVYYDVWASD-------EVCEGLKKYSEWPTFPQVYADGEF-
---------------------------------MPSIASM-------IKGNKVVVF------------SWVTCPYCVRAEKLLHARTKDITVHYVD----KMSEGEQLRGEIYQAYKHETVPAIFINGNF-
-----------------------MNNALDPAKAPQFLDMM-------LRRNKMVMV------------SATYCQFCTKLKMLLIELKHRFVSLEID----IIPNGREVFAEVVGRTGVHTVPQVFLNGKY-
-----------DQTTMKQQRDLPEGNRGGVEELQPFMLSYSNSHSANFVGVKLFFTSMT--------GDRRIRDHCRRAETLLYLKRITYEPVNVADSPTLQRNLREMYAACTGKRGAPPLPALFVGTSY-
------------------------MPPNSATRWLPFVSSDLKD---YLNRYWAVMFTVGARPIETGHIRHYVSWYCTRMKVVLLDHHVYVEPLR---------------QQLQEVSRTPELPLLFVNKKL-
---AGGYVTYQRRLEENRSCTAEDFNAAQDQTELQFALSHITDP---KKCPPILL------------YRYSTCPFCATTKSFLDYNKIRYECVEVEPM----------FKKEISMSAYKKVPQLKFC----
---------------------------------EAFDASHRPWP---NRPERKKGVSPSGRDFNMTLYRMKGCPYCERVEWLLRYHLVPFEIVEVGPLTTK----------GFPDQRFVQVPQIGLEAVAD

MSVVDVY------SVEQFRNIMSEDIL---TVAWFTAVWCGPCKTIERPMEKI------AYEFPTVKFAKVDADNN---------------------
MSGLAKYLPGATNLLSKSGEVSLGSLVGKTVFLYFSASWCPPCRGFTPVLAEFYEKHHVAKNFEVVLISWDENESDFHDYYGKMPWLALPFDQRSTV

1-C-Grx1
1-C-Grx2
1-C-Grx3
2-C-Grx1
2-C-Grx2

KSRP1
KSRP2

GST1
GST2

Trx
TXN

β-strand
α-helix

secondary structure





 34.0 33.0 20.4 15.9 13.2 20.5 12.2 12.2
57.5  46.1 15.6 15.6 9.3 12.3 9.8 4.9
52.8 67.6  19.0 21.7 11.6 14.9 10.6 6.5
31.0 35.8 32.4  24.7 12.9 15.7 10.0 12.5
36.3 37.6 40.6 45.4  16.9 12.3 12.5 11.7
25.6 20.9 22.5 26.6 29.8  14.0 12.9 11.4
28.7 26.2 26.4 29.8 27.0 24.3  10.5 12.9
22.8 19.5 19.5 21.7 25.0 22.0 21.8  24.5
29.3 18.7 17.9 25.0 24.2 22.7 24.2 45.5 

Identity

Similarity

1-C-Grx 2-C-Grx KSRP GST

30-40% >50%40-50% 

1 2 3 1 2 1 2 1 2

1-C-Grx

2-C-Grx
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GST
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2
3
1
2
1
2
1
2





Archaeplastida

Excavata

Opisthokonta

Amebozoa

Parabasalia

Fornicata

Heterolobosea

Euglenozoa

Embryophytes

Euglenida

Kinetoplastea

Populus trichocarpa
Arabidopsis thaliana

Saccharomyces cerevisiae

Plasmodium falciparum

Giardia lamblia

Trichomonas vaginalis

Naegleria gruberi

Trypanosomatida

Eubodonida

Leishmania major
Leishmania infantum
Leishmania braziliensis
Leishmania donovani

Trypanosoma b. gambiense

Trypanosoma cruzi

Leishmania mexicana

Trypanosoma brucei brucei

Trypanosoma congolense
Trypanosoma vivax

Euglena gracilis

Diplonema papillatum

Trypanosoma b. rhodesiense

Bodo saltans

SAR Apicomplexa

Fungi

Metazoa

Entamoebidae

Discicristata

Diplonemea

Homo sapiens
Danio rerio
Caenorhabditis elegans

Entamoeba histolytica

Eubacteria

Actinobacteria Mycobacteria tuberculosis

Proteobacteria Escherichia coli

Firmicutes Bacillus subtilis

1-C-Grx 2-C-Grx KSRP GST

1 2 3 1 2 1 2 1 2

presence of homologous sequence

query sequence

unknown

uncertain due to low identity or sequence features 

absence of homologous sequence
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yo
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s
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es





KSRP1
trypanosomes

trypanosomes

plants

YSNSHSANFVGVKLFFTSMTGDRRIRDHCRR
YSNSHSANFVGVKLFFTSMTGDRRIRDHCRR
---VGVENPRTVKLFHTTMTGDRRIRAHCRQ
SIPLSGDERLKTRLFTTTMTGDRRVRDHCRR
HTSATARHAAKAVLFVTTMTGDRRVRDHCRQ
DHCLSRYGPGQVLFFTTSMTGERAVRDHCRL
DDCLSRYGPGQVLLFMTSMTGERAVRDRCRL
DDCLSRYGPGQVLLFMTSMTGERAVRDRCRL
DDCLSRYGPGQVLFFMTSMTGERAVRDCCRL
-AAAEALSDKEVILYVTSMTANRQVRTECRL

3. Tco

5. Tcz
6. Lbr

2. Tbg
1. Tbb

4. Tvi

10. Bs
9. Lmj
8. Linf
7. Ldo

RPIETGHIRHYVSWYCTRMKVVLLDHHVYVEPLRQQLQ----
RPIETGNIRHYVSWYCTRMKVVLLDHHVYVEPLRQQLQ----
RPIETGHIRHYVSWYCVRMKVVLLDHHVHADALRGQLA----
RPIETGHLRHYVSWYCTRMKVVQLDHHIYAESLRRQLL----
QAIDTGHMRHYVSWYATRLKVVELDHHIHATSLREQLI----
QAIDTGHMRHYVSWYATRLKVVELDHHVHAISLREQLI----
QAIDTGHMRHYVSWYATRLKVVELDHHMHAISLREQLI----
QVIDTGHMRHYLSWYATRLKVVELDHHIHAISLREQLI----
SAVDSARMRHYVNWYCTKCKPVDLDHHVSSRRLLVDLRHFTD

4. Tcz
5. Lbr

2. Tbg
1. Tbb

3. Tvi

9. Bs

7. Lmj
8. Lmx

6. Linf

Grx 
domain

KSRP2

A

B

C

D

E





03. Tco

12. Linf
13. Lmx

05. Tcz
06. Tcz
07. Tcz
08. Tcz
09. Ldo
10. Lmj
11. Lbr

02. Tbg
01. Tbb

04. Tvi

15. Sc
16. Hs

14. Bs

-------------------------------------------
-------------------------------------------
-------------------------------------------
-------------------------------------------
---------MVFFFPSFFFHNHDRELSCGKVSKAFIYIKKIHK
----------MVFFSIFFFHNHDRELSSKKVSKAFIYIKKIHK
---------MVFFFPSFFFHNHDRELSCKKLSKAFIYIKKIHK
-------------------------------------------
-------------------------------------------
-------------------------------------------
-------------------------------------------
-------------------------------------------
-------------------------------------------
-------------------------------------------
MCSFQVPSAFSFNYTSYCYKRHQARYYTAA--KL----FQEMP
-------------------------MAAGAAE------AAVAA
                                           

MKRVGTLEEYTKVKRD-ANGLGLVVHFSASWCEPCKGVTEALERFSE-L-YKGSVEFVEVDSEALGSICEAEAVDCVPYIAFFRTSG--DGKG----QERVADV-------VGGK-----LDQIE
MKRVGTLEEYTKVKRD-ANGLGLVVHFSASWCEPCKGVTEALDRFSE-L-YKGSVEFVEVDSEALGSICEAEAVDCVPYIAFFRTSG--DGKG----QERVADV-------VGGK-----LDQIE
MRRIESTEEYTDIK-N-ADCRGLVVHFSANWCEPCKGVRDTLQRYVE-Q-YHGDIIVAEVDTEVLGVICESECVDCVPFITFFRASA--GGKG----QERVADV-------VGGK-----LDQIE
MRKVASTTDFDKLKGM-TNYLGIVTHFSASWCEPCALVNEMLEAHAK-K-YEGSVLFVQVDTELLGELCNTECVDCVPFIAFYRRSE----KG----QERVAHV-------IGGK-----SDQIE
MRRVSSLKEYNSLKEEAGNGLGLVVHFSASWCEPCKNVGSMLEGYLS-Q-YNQKVLFAEVDADLVTNVCEAENVECVPFIVFFRTSS--RERA----QERVADV-------VGGK-----LDHLE
MRSVSSLNEYNSLKEEAGNGLGLVVHFSASWCEPCKIVRSMLEGYLS-Q-YNQKVLFAEVDADLLTNVCEAENVECVPFIAFFRTSS--RERA----QERVADV-------VGGK-----LDHLE
MRSVSSLKEYSSLKEEAGNGLGLVVHFSASWCEPCKNVRSMLEGYLS-Q-YNQKVLFAEVDADLVTDVCEAENVECVPFIAFFRTSL--RERA----QERVADV-------VGGK-----LDHLE
MRRVSSLKEYKSLKEEAGKGLGLVVHFSAAWCEPCKNVRNMLEGYLS-Q-YNQKVLFAEVDADLVTDVCELESVECVPFIAFFRTSS--KERA----QERVADV-------VGGK-----LDQLE
MLKVSSKEHYAEIKKKAEGSLGLVVHFSATWCEPCTAVNEHLIKQAA-E-YGDNVVFAEVDCGELGDVCEAEGVESVPFVAYFRTPLVGDDRR----VERVADV-------AGAK-----FDQID
MLKVSSKEHYAEIKKKAEDSLGLVVHFSATWCEPCTAVNEHLTKQAA-E-YGDNVVFAEVDCGELGDVCEAEGVESVPFVAYFRTPLVGDDRR----VERVADV-------AGAK-----FDQID
MLKVTSKEHYTEIKKKAEASLGLVVHFSAAWCEPCTAVSEHLSKQAA-E-YGDNVVFAEVDCDEFNDVCEAEGVDSVPFVAYFRTQLVGDERR----VERVADV-------AGAK-----FDKID
MLKVSSKEHYAEIKKKAEGSLGLVVHFSATWCEPCTAVNEHLIKQAT-E-YGDNVVFAEVDCGELGDVCEAEGVESVPFVAYFRTPLVGDDRR----VERVADV-------AGAK-----FDQID
MLKVSSKEHYGEIKKKAEGSLGLVVHFSATWCEPCTAVNEHLTKQAA-E-YGDNVVFAEVDCGELGDVCEAEGVESVPFVAYFRTPLVGDDRR----VERVADV-------AGAK-----FDLID
MQRIADVAAFRALID-GSSSSGVVVHVGASWCPPCVELNEYLESAAIPKYRDCGIAFAYVDADALPEVCESEEVETVPFVAFYRKKSA---GG----VERVADV-------ARAK-----IPAIE
VIEINDQEQFTYLTTTAAGDKLIVLYFHTSWAEPCKALKQVFEAISN-EPSNSNVSFLSIDADENSEISELFEISAVPYFIIIHKGTILKELSGADPKEYVSLLEDCKNSVNSGSSQTHTMENAN
VEEVGSAGQFEELLRL-KAKSLLVVHFWAPWAPQCAQMNEVMAELAK---ELPQVSFVKLEAEGVPEVSEKYEISSVPTFLFFKNSQKID------------RL-------DGAH-----APELT

QNMLSLYGDGTD----GRGSFSDLQSYLKYLTSRKGVVAFITGTPSRPRCGFTVKLIQLLDDLHVKYVYYDVWASDEVCEGLKKYSEWPTFPQVYADGEFIGGYDICAELNASGELKSALKL
QNMLSLYGDGTD----GRGSFSDLQSYLKYLTSRKGVVAFITGTPSRPRCGFTVKLIQLLDDLHVKYVYYDVWASDEVCEGLKKYSEWPTFPQVYADGEFIGGYDICAELNASGELKSALKL
QNMVSLYGDGKD----GRDAFPDLQSYLKYLTNRSGVVVFITGTPSRPRCGFTSKLIRLLEEIEVKFIYYDVWSSDEVCEGLKKYSEWPTYPQVYANGEFIGGYDICAELNASGELKSTLNK
QNIISLFGNGHD----TQDSFPDIQSYLKYLTTRSGIVIFITGTPSMPRCGFTAKLITLLDELGANFLYYDVWASDEVCEGLKKFSEWPTYPQVYVDGEFIGGYDICVELKASGELKSVLKL
MNLVSLYGNGHD----TRESFPDLNEYLKYLTSRKGVVAFITGTPSRPRCGFTGRLVEIFYELGIKFIYYDVWASDEVCEGLKKYSEWPTYPQVYVDGELIGGYDICSQLKESGELKAILKH
MNLVSLYGDGHD----TRESFPDLNEYLKYLTSRKGVVVFITGTPSRPRCGFTGRLVEIFYELGIKFIYYDVWASDEVCEGLKKYSEWPTYPQVYVDGELIGGYDICSQLKESGELKAILKH
MNLVSLYGNGHD----TRESFPDLNEYLKYLTSRKGVVAFITGTPSRPRCGFTGRLVEIFYELGIKFIYYDVWASDEVCEGLKKYSEWPTYPQVYVDGELIGGYDICSQLKESGELKAILKH
MNLVSLYGNGHD----TRESFPDLNGYLKYLTSRKGVVAFITGTPSRPRCGFTGRLVEIFYELGIKFIYYDVWASDEVCEGLKKYSEWPTYPQVYVDGELIGGCDICSQLKESGELKAVLKH
MNTHSLFGEKGG-NGVQQKDFATVDDYLHYLTKRPGVVMFITGTPSRPRCGFTGRLCELVHQLGVPFIYYDVMTSDAVCERLKIYANWPTYPQVYVDGELIGGWDICRELNDEGELKSTLKR
MNTHSLFGEKGG-NGVQQKDFATVDDYLHYLTKRPGVVMFITGTPSRPRCGFTGRLCELVHQLGVPFIYYDVMTSDAVCERLKIYANWPTYPQVYVDGELIGGWDICRELNEEGELKSTLKH
MNTYSLFGQKGG-NGVQQRDFATVDDYLHYLTTRPGVVMFITGTPSRPRCGFTSRLCELVHQLGVPFIYYDVMTNDAVCERLKTYANWPTYPQVYVDGELIGGWDICRELNEEGKLKSTLKY
MNTHSLFGEKGG-NGVQQKDFATVDDYLHYLTKRPGVVMFITGTPSRPRCGFTGRLCELVHQLGVPFIYYDVMTSDAVCERLKIYANWPTYPQVYVDGELIGGWDICRELSDEGELKSTLKR
MNTHSLFGEKGG-NGVQQRDFATVDDYLHYLTKRPGVVMFITGTPSRPRCGFTGRLCELVHQLGVPFIYYDVMTSDAVCERLKIYANWPTYPQVYVDGELIGGWDICRELNEEGELKSTLKH
LNLRSLFGHGND----DRSKFATLDDYITSLIKRDKLVLFITGTPSRPRCGFTRKVVDLLEKYQAPYSYVDIMSDDEMCQRLKVFSNWPTFPQVYVEGELLGGCDILLQMDEEGELKAALKL
VNEGSHNDEDDDDEEEEEETEEQINARLTKLVNAAPVMLFMKGSPSEPKCGFSRQLVGILREHQVRFGFFDILRDESVRQNLKKFSEWPTFPQLYINGEFQGGLDIIKESLEEDPD--FLQH
KKVQRHASSGSFLPSANEHLKEDLNLRLKKLTHAAPCMLFMKGTPQEPRCGFSKQMVEILHKHNIQFSSFDIFSDEEVRQGLKAYSSWPTYPQLYVSGELIGGLDIIKELEASEELDTICPK

ALQS----------------------------------------------------------------------------------------------------
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KKDIDDTIKSEDVVTFIKGLPEAPMCAYSKRMIDVLEALGL---EYTSFDVLAHPVVRSYVKEVSEWPTIPQLFIKAEFVGGLDIVTKMLESGDLKKMLRDKGITCRDL---------
KKDIDDTIKSEDVVTFIKGLPEAPMCAYSKRMIDVLEALGL---EYTSFDVLAHPVVRSYVKEVSEWPTIPQLFIKAEFVGGLDIVTKMLESGDLKKMLRDKGITCRDL---------
KKDIDDTIKSEDVVTFIKGLPEAPMCAFSKRMIDVLDALGL---EYTSFDVLAHPVVRTHVKEVSEWPTIPQLFIKGEFVGGLDIVTKMLESGDLKHLLQSKGITYRDI---------
KKDIDDTIKSEDVVAFIKGLPEAPMCAFSKRMVDVLEALGL---EYTSFDVLAHPVVRTYVKEISEWPTIPQLFVKGEFVGGLDIVLKMLESGELKKLLQSKGIDCRNL---------
KKDIDDTIQTEDVVVFIKGVPEAPMCAFSKRLIDILEALGL---EYTSFDVLAHPVVRTYVKEVSEWPTIPQLFLKGEFVGGLDVVQKMAEGGDLQKLLQHKGISYRGEQS-------
KKDIDDTIRDEDVVVFIKGVPEAPMCAFSKRMIDVMEALGV---EYTSFDVLAHPVVRSYVKEVSEWPTIPQLFVKGEFAGGVDIILKMAESGDLQMLLDQKSIKHRDTKP-------
KKDIDDTIRDEDIVVFIKGVPEAPMCAFSKRMIDVMEALGV---EYTSFDVLAHPVVRSYVKEVSEWPTIPQVFVKGEFAGGVDIVLKMAESGDLQMLLDQKGIKHRDAKP-------
KKDIDDTIRDEDIVVFIKGVPEAPMCAFSKRMIDVMEALGV---EYTSFDVLAHPVVRSYVKEVSEWPTIPQLFVKGEFAGGVDIILKMAEGGDLQMLLDQKGIKHRDTKP-------
KKDIDDTIRDEDIVVFIKGVPEAPMCAFSKRMIDVMEALGV---EYTSFDVLAHPVVRSYVKEVSEWPTIPQLFVKGEFAGGVDIILKMAEGGDLQMLLDQKGIKHRDTKP-------
KKDIVDTIRDEEIVVFIKGVPEAPMCAFSKRMIDVMEALGV---EYTSFDVLAHPVVRSYVKEVSEWPTIPQLFIKGEFVGGVDIILKMAESGDLQMLLDQKGVKHCGAKS-------

KKDIRDTIKDEEVVLFMKGLPEAPVCGFSKKLVDVLEALGL---EYTSFDVLAHPVVRTYVKELSDWPTIPQLWVKNEFVGGVDICLKMAESGELQGVLDKHHIKHRNKI--------
IEEMKKDIQDNHVVLFMKGEPKNPQCGFSAKVVQILAQYGQ---KYIAYNVLADPLIRAGVKKISNWPTIPQLYVNGEFVGGCDIVTEMHNNNELADVLKPKEAK-------------
LTRAVQVVSEYPCVVFMKGTPDAPQCGFSNATIKALNTVGA---HYEAFDVLQSAELRDGIKKFTDWPTIPQVFIGGEFVGGCDITLQHLRSGELTTLLEKAKALKSQQ---------
KEEIQKIIESNNIVLFMKGTPQRPECGFSGAVVQVLKLYDV---EYHSENMNKDTMMKEALKEYSDWPTIPQLYVNGKFIGGSDIVLNYHKNHEFQDVLDGKL---------------
LPQIRELLAENPVVLFMKGTPDSPECGFSKFASMLLKYNNI---SFVGVDVLDDPALRQGIKLYGNWPTIPQLYVKGELIGGSDIIQQLHESGELRKVCGLPD---------------
RKAIEDAIESAPVVLFMKGTPEFPKCGFSRATIGLLGNQGVDPAKFAAYNVLEDPELREGIKEFSEWPTIPQLYVNKEFIGGCDVITSMARSGELADLLEEAQALVPEEEE--ETKDR
AEQLDALVKKDKVVVFLKGTPEQPQCGFSNAVVQILRLHGVR--DYAAYNVLDDPELRQGIKDYSNWPTIPQVYLNGEFVGGCDILLQMHQNGDLVEELKKLGIHSTLLDEKKDQDSK
RKRIDGIVKKDDVVVFMKGTQQEPACGFSRNVKLVLDFHNV---KFQDYNVLTDQELREGVKIFSEWPTIPQVYVKGEFVGGCDILISMHKDGEISDFLDEKGISNKYGKQ-------
QKNLEEMVKKDKVVVFMKGTPAQPMCGFSNAVVQILRMHGVD--NYASYNVLDDQDVRQGIKTFSNWPTIPQVFFNGEFVGGCDILLQMHQSGDLVEELQKLGIRSALLDQEKESK--
KELVDKDVKEHPIVIYMKGYPDLPQCGFSALAVRVLKQYNV---PITARNILEYPDLRTGVKAYSNWPTFPQIFIKGEFIGGSDIIMNMHQTGELKEKLQDIAGKEESE---------
KDIVENDVKDNPVMIYMKGVPESPQCGFSSLAVRVLQQYNV---PISSRNILEDQELKNAVKSFSHWPTFPQIFIKGEFIGGSDIILNMHKEGELEQKLKDVSGNQD-----------
IEKIQRQIAENPILLYMKGSPKLPSCGFSAQAVQALAACGE---RFAYVDILQNPDIRAELPKYANWPTFPQLWVDGELVGGCDIVIEMYQRGELQQLIKETAAKYKSEEPDAE----

--------------MR--R-LSGSTCLLTGVTRAGRWLPTTAP--CL-S--LCSFF---LT--AS-------RRKQSTSGIGGD-V-RDIEETHPDFQPRLVSAD---LAEDEIAMV
--------------MR--R-LSGSTCLLTGVTRAGRWLPTTAP--CL-S--LCSF----LT--AS-------RRKQSTSGIGGD-V-RDIEETHPDFQPRLVSAD---LAEDEIAMV
--------------MQ--RLCNSVVCRVTGVTYVPRHLSMAAL--CF-P--ARSAS---IT--AALR---DSAVITGTSNAGGD-V-RDTEETHPDFQPRLINAD---VAEDEVAMV
--------------MQ--RLSSF-LIRRAGVAMFMGSIPN-CW--CL-Q--PVRPF---HT--T-------TVIHSRSDVVGGD-V-HDTEWTHPDFQPRIVSTD---IAEDEVMTV
--------------MK--RFCNAFSG--QSFSLFVRRLPAVSS--LL-QLHQQRLF---MT--AA-------PTNGGGILGDGD-V-REREETHPDFQPRLVNTE---LAEDEVAMV
--------------ML--PFSY--RVLMRGVSAVSGALSVALQHRAL-AGTTRSFS---SS--RPVWLAPAAPTKQAPPAM-GG-D-TDAEETHPDFQPRMVSSD---LAQDEIAMI
--------------ML--PFSY--RVLMRGVSAVAGASFVALRHRTL-AGTTRSFC---SS--NPVWLAPAAPTKDAPPAM-GG-D-TDAEETHPDFQPRMVSSD---LAQDEIAMI
--------------ML--PFSY--RVLMRGVSAVAGASSVALQHRAL-AGTTRSFS---SS--SLVWLAPSAPTTQTPPAM-GG-D-TDAEETHPDFQPRMVSSD---LAQDEIAMI
--------------ML--PFSY--RVLMRGVSAVAGASSVALQHRAL-AGTTRSFS---SS--SLVWLAPAAPTTQTPPAM-GG-D-TDAEETHPDFQPRMVSSD---LAQDEIAMI
--------------ML--SFSY--RPLMRGVLATAGASLMALPNRAL-TATTRSLY---SS--NLVRLAPVVPPKDSPPTM-GG-D-PDLEETHPDFQPRIVGGD---LAEDEIAMI

--------------MR--RVLSRHCALLSSAAATCRPSTFASQLRCS-S-----------N--SS------GFIPPTAPPLGGD-V-NKDADTHPDFQPRIVSSSSVDSSYDEIEAI
-------------------------------------MMKPMPISFAWRFATRSLLVPTSN---PKFQLPPFRC-----FATIHT-----PGTHPDFAPKAKNPQE--ED---LEAA
--------------MQKRRLFSTALNRSRSVV-TSRAAL--LSLRSV-S-SPCSYAPIAPR--QQRWYTTDDNK-EVGSEVATDSVQDAIKKVRLNFLPPSRPE----------ALT
-----------------------------------------------------MLIILF-----LSDLFTPFTD-----YG-----------TITRYQS------R--MK---TLEM
MDQINGGLFPKALALT--RYAS--RGLILGIISAAGAELENQLAGFLTRRYPRSLFLPNAQNSVSRFLMPVCAP-----LATVSRGLERTSDLNATLAQ-SESIKQ--EL---KMFI
-------------------MFLPKFNPIRSFS---------------------PI----LR--AKT----------------LLR-----------YQNRMYLS----------TEI
--------------------------MSGSLG---------------------RAAA-A----LLRWGR--GAG-GGGLWGPGVR-----------AAGSGAGG----------GGS
--------------------------MLRVLS---------------------RQAFSMVR--AANF-------------SASAS-----------SAGGGGLS----------DEV
--------------------------MNSVFR---------------------STAR-CLR--SATWQYKTAHK-NGELSVGRAR-----------LM----CS----------SAG
--------------MA--RLLS--NTILKGISRAS--------------QSPRI-VPASFNHVKL----------------RFSTTIPNDPDSHADFQPNNKAVNE--SGSCSGINI
--------------MA--ASLS--SRLIKGIANLKA------------VRSSRLTSASVYQNGMM----------------RFSSTVPSDSDTHDDFKPTQKVPPD--S----TDSL
-----------------------------------------------------------------------------------------------------------------MSTT

1. Tbb
2. Tbg
3. Tco
4. Tvi
5. Tcz
6. Lmj
7. Lmx
8. Ldo
9. Lin
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11. Bs
12. Eg
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full identity match
full similarity match
single non-similar di�erence (red letters)
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α2 α5

α3

α4

α5

α1

A75

V77
M76

C181

K79



→



S16

S14
S17

S15

C3

C1
C2

S12
C5

S13
C9

C6
C10

S2

S5

S8
S7

S1
S6

C7
C8

C12
C11

C13
C14

S11
S9

CGFS

CGFS
CGFS

CAYS

CGFS

CPYC

CGYC
CPYC

WCSYS
WCSYC

CCLG
CCMC

CCMC
CCMC

CCMS

CCMS

CCMS
CCMS

CCMS
CCMS

CCMC
CCMC

CCMC
CCMC

CCLC
CCLC

CCLS
CCMS

nuclear

not de�ned

mitochondria
chloroplast

secretory pathway/membranous fraction

C4 CPYC

1. subcelullar localization

2. N-terminal extension
yes
no

S10 CCMS

S3 CCMS

S4 CCMS

i

iii Tb1-C-Grx1

cytosolic

3. In vitro Fe-S cluster binding
yes
no
not experimentally adressed

active site1name 2 3





1. Tbb
2. Tbg
3. Tvi
4. Tcz
5. Lbr
6. Lta
7. Lmx
8. Ldo
9. Lin

11. Sc

10.Lmj

A

B

..AAAIRRIIAEDRIVIFLTGTPQEPRCGFTVKMVDMMHQLGV---KYSFYNILEDDEVCEGLKIYSDWPTYPQLYIDGDLVGGYDVCKGMLLSGQLTKLLKEKDLL-

..AAAIRRIIAEDRIVIFLTGTPQEPRCGFTVKMVDMMHQLGV---KYSFYNILEDDEVCEGLKIYSDWPTYPQLYIDGDLVGGYDVCKGMLLSGQLTKLLKEKDLL-

..ATAISNVISKDRVVVFLTGTPEEPRCGFTIKMVDMLAQLGI---RYSFFNILEDDEICEGLKRYSDWPTYPQLYIDGNLIGGYDVCKDMLLNGQLTKLLKEKDLI-

..AASIKDIILKDRVVIFLTGTPEEPRCRFTAQMVDMMQQMGV---QYSFFNVLDDDDVCEGLKTYSDWPTYPQLYIDGELVGGYDVCKNMLLNGQLTRLFQEKKLL-

..AKDLHDIISHDRLVVFLTGTPEQPRCRFTAQLVDLFNQLGI---KYTFFNIMDDDEVCEGLKAYSDWPTYPQVYLDGELIGGYDICKKMMLDGTLTSMLKAKNLI-

..AKDLHDIICHDRLVVFLTGTPEQPRCRFTAQLVNLFHQLGV---KYSFFNILDDEEVCEGLKVYSDWPTYPQVYLDGELIGGYDICKTMMLDGTLTTMLKDKQLI-

..AKDLQDIISHDRLVVFLTGTPAQPRCRFTAQLVDLLDQLGV---KYSFFNILDDEEVCEGLKAYSDWPTYPQVYVDGELLGGFDICKTMMLDGTLTTMLKDKQLI-

..AKDLHDIICHDRLVVFLTGTPSQPRCRFTAQLVDLLDQLGV---KYSFFNIMDDEEVCEGLKAYSDWPTYPQVYVDGELLGGFDICKTMMLDGTLTTMLKDKQLI-

..AKDLHDIICHDRLVVFLTGTPSQPRCRFTAQLVDLLDQLGV---KYSFFNIMDDEEVCEGLKAYSDWPTYPQVYVDGELLGGFDICKTMMLDGTLTTMLKDKQLI-

..AKDLHDIIGHDRLVVFLTGTPSQPRCRFTAQLVDLLDQLGV---QYSFFNIMDDEEVCEGLKAYSDWPTYPQVYVDGELLGGFDICKTMMLDGTLTTMLKEKQLI-
---------------------       --------    -----------            -    ------------------------------   --------------     -----------

..RKAIEDAIESAPVVLFMKGTPEFPKCGFSRATIGLLGNQGVDPAKFAAYNVLEDPELREGIKEFSEWPTIPQLYVNKEFIGGCDVITSMARSGELADLLEEAQALV...
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K R

R C

90°







20 aa

NLAGSGSGSGHHHHHHSAGSENLYFQGAMGQST...
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16.2

14.2
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NLAGSGSGSGHHHHHHSAGSENLYFQGAMVK...

MRGSHHHHHHQST...

42

77

42

A. Full-length tag-free versions

B. ∆76 tag-free versions

C. Full-length His-tagged  versions
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Organism  Protein  Active 
site Class  Cys  pKa  Method Notes Ref  

Escherichia coli  
 

Grx1  CPYC  I  11 4.9 Ellman reaction at 
di�erent pH  (Peltoniemi et al., 

2006) 

Grx3  CPYC  I  11 <5.5 NMR chemical shit  

Protein 
denatured 
below pH 

5.5 

(Nordstrand et al., 
1999) 

Saccharomyces 
cerevisiae  

 

Grx1  
 CPYC  I  27 

3.2 Monobromobimane 
alkylation 

 (Discola et al., 2009)  
4.0 Iodoacetamide 

inactivation 

4.5 
Electrophoretic 

shift mobility assay 
due to alkylation 

with Mal-PEG  

Abnormal 
pro�le 

suggestion 
two 

transitions 

(Iversen et al., 2010) 

Grx2  CPYC  I  61 
3.1 Monobromobimane 

alkylation  (Discola et al., 2009)  
3.5 Iodoacetamide 

inactivation 

Grx5  CGFS  II  60 5.0 Iodoacetamide 
alkylation  (Tamarit et al., 2003)  

Homo sapiens Grx2  CSYC  I  22 4.6 Iodoacetamide 
inactivation  (Gallogly et al., 

2008) 

Sus scrofa  Grx1  CPFC  I  22 2.5 Iodoacetamide 
inactivation 

Bell shape 
pro�le 

centered on 
pH 3 

(Gan and Wells, 
1987) 

Chlamydomonas 
reinhardtii  

Grx1  CPYC  I  47 3.9 Iodoacetamide 
inactivation  (Gao et al., 2010)  

Grx2  CPYC  I  47 4.8 

Populus tremula 
 

GrxS12  WCSYC  I  29 
2.8 Alkylation with 

bimane compound  (Couturier et al., 
2009) 

3.8 Iodoacetamide 
inactivation  (Za�agnini et al., 

2012) 

GrxC1  CGYC  I  31 4.7 NMR chemical shit  

Protein 
denatured 
below pH 

4.5 

(Feng et al., 2006) 

Plasmodium 
falciparum Glp1 CGFS  II  99 5.5 

Alkylation by IAM 
at di�. pH and 
quantitation of 

remanent SH by 
DTNB. 25°C  

 (Deponte et al., 
2005) 

Trypanosoma 
brucei brucei  

1-C-Grx1  CAYS  I  104 3.7/5.6 

Bell shape 
pro�le with 

in�ection 
points at 
indicated 

pHs 

(Sardi et al., 2013)  

CGFS  II  150 5.4 NMR chemical 
shift 

No titration 
of WCEPC 

active site on 
Trx domain 

Bellanda et al., 
unpublished 

2-C-Grx1  CPYC  I  21 4.0  Manta, Ferrer-Sueta 
et al., unpublished. 

Trypanosoma cruzi  1-C-Grx1  CAYS  I  105 4.2/5.0  

Bell shape 
pro�le with 

in�ection 
points at 
indicated 

pHs 

Fleitas, Manta et al., 
unpublished 

1-C-Grx3

Alkylation with 
monobromobimane

Alkylation with 
monobromobimane

Alkylation with 
monobromobimane
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Figura 6.1. Caracterización de línea transgénica TbC104S  

A-B. En la figura se muestran las curvas de crecimiento de 3 clones sobreexpresantes de la copia ectópica de C104S 
(línea “TbC104S”), indicados en diferentes colores. Las células se sembraron a  1 x 104 cel/mL en medio HMI-9 completo 
con FBS 10% con los antibióticos fleomicina 0.2 µg/mL, gentamicina 2.5 µg/mL e higromicina 5 µg/mL, en presencia (+, 
círculos) o ausencia (-, cuadrados) de oxytetraciclina 10 µg/mL (curvas en A) o tetraciclina 1 µg/mL (no mostrado). El 
antiobiótico se repone diariamente a la misma concentración final. Estas condiciones de cultivo y reposición de 
antibiótico fueron las estándar usadas en este trabajo y no se detallarán en las próximas figuras. La densidad celular se 
determina por recuento manual cada 48 hrs y los cultivos se resiembran a la misma densidad inicial, manteniendo las 
condiciones de inducción cuando correspondiera. En A se muestra la densidad celular en cada recuento y en B la 
densidad celular acumulada. El resultado mostrado es el promedio de dos determinaciones independientes hechas en 
2 réplicas biológicas (n=4). C. La expresión de la copia ectópica en cada uno de los clones luego de 2 días de inducción 
por tetraciclina (“2d tet”) u oxytetraciclina (“2 d oxytet”) así como luego de 8 días de cultivo en presencia de 
oxytetraciclina (“8d oxytet”) se analizó por SDS-PAGE en gel al 15 % y WB (anticuerpos primarios: α-Grx1 1/500 y α-TXN 
1/5000). Las muestras corresponden a los días de recuento indicados en A con círculos de línea gris punteada. Como 
control se muestra el cultivo no inducido mantenido en iguales condiciones durante 8 días. Para el caso del clon 1 se 
sembraron 8 x 106 parásitos por carril y para los clones 2 y 3 se sembraron 6 x 106 parásitos por carril. Las flechas negras 
indican la posición de las proteínas identificadas como la copia ectópica recombinante sobreexpresada (rGrx1), la 1-C-
Grx1 endógena (eGrx1) y la triparredoxina usada como control de carga (TXN). Este criterio se conserva en las figuras 
subsiguientes. Las flechas rojas indican la posición de MWM, no mostrados en el WB. C-D. Curvas de crecimiento 
(izquierda) y densidad celulares acumuldas (derecha) de los clones 2 y 3 de TbC104S sembrados a 1 x 105 cel/mL en 
medio con (+, simbolos rojos) o sin (-, simbolos negros) el agregado de oxytetraciclina 10 µg/mL. La densidad celular se 
determina por recuento manual a las 24 y 48 hrs. A las 48 hrs se procedió a la resiembra de las líneas a 1 x 105 cel/mL 
(círculos) o 5 x 105 cel/mL (cuadrados) manteniendo las condiciones de inducción cuando correspondiera y los cultivos 
fueron cuantificaron y cosechados 24 hrs después. El resultado mostrado es el promedio de 2 réplicas biológicas 
cuantificadas 2 veces cada una de manera independiente. E. La expresión de la copia ectópica fue analizadas por SDS-
PAGE en gel al 15 % y WB (anticuerpos primarios: α -Grx1 1/500 y α -TXN 1/5000) a las 48 y 72 hrs sembrando 5 x 105 
parásitos por carril. Parte de estos resultados fueron publicados en (Manta et al., 2013a).  
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Figura 6.2. Comparación de la línea transgénica TbC104 con TbGrx1 y la línea parental  

En A y C se muestra el recuento y en B y D la densidad celular acumulada de curvas de crecimiento de línea parental T. 
brucei 514-1313 (TbWT) y las líneas transgénicas TbGrx1 (Comini et al., 2008) y TbC104 (clon 3 en Figura 6.1), en 
presencia (círculos) o ausencia (cuadrados) de 10 µ/mL de oxytetraciclina. Las células fueron sembradas a 1 x 105 cel/mL 
en medio completo con antibióticos, contadas cada 48 hrs (A-B) o 24 hrs (C-D) y resembradas a la misma densidad 
inicial. Los resultados son el promedio de 2 réplicas biológicas cuantificadas 2 veces cada una de manera 
independiente. E. WB de la inducción de las 3 líneas al día 10 (indicado en C), sembrando 2.5 x 106 células por carril. En F 
se muestra el WB de la inducción de la copia ectópica en la línea TbC104S luego de 20 días de cultivo en presencia o 
ausencia de oxytetraciclina. Estos cultivos se mantuvieron en un régimen de repique y resiembra a 1 x 105 cel/mL cada 
48 hrs, en presencia o ausencia de oxytetraciclina (no mostrado). En ambos casos los lisados celulares fueron resueltos 
en SDS-PAGE al 15% y revelados con α -Grx1 1/500 y α -TXN 1/5000. Parte de los resultados presentados en esta figura 
fueron publicados en (Manta et al., 2013a).  
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Figura 6.3. Caracterización de línea transgénica TbC181S 

Las células de la línea TbC181S (clones 2 y 3) fueron inoculadas a 1 x 105 cel/mL en medio con (+) o sin (-) el agregado 
de 10 µg/mL de oxytetraciclina y crecidas durante 48 hrs. Cumplido este tiempo la densidad celular fue ensayada por 
recuento manual (A) y WB (B) sembrando 8.3 x 106 células por carril en SDS-PAGE al 12% de entrecruzamiento y 
revelando el WB con α -Grx1 1/500 y α -TXN 1/5000. Los marcadores indican la posición de la copia ectópica de Tb1-C-
Grx1 (rGrx) y el control de carga (TXN). C. Células de la línea TbC181S (clon 2) fueron inoculadas a diferentes densidades 
iniciales (indicada en la figura) en medio completo en presencia (rojo) o ausencia (negro) de 10 µg/mL de tetraciclina y 
crecidas en cultivo continuo. La densidad celular fue determinada por recuento manual en base diaria mientras el 
cultivo no presentara síntomas de avejentamiento. D-E. Células de la línea TbC181S (clon 2) fueron sembradas a 5 x 103 
cel/mL en medio HMI-9 completo en presencia (+, simbolos rojos) o ausencia (-, simbolos negros) de oxytetraciclina 10 
µg/mL. La densidad celular (D) y la concentración de glucosa en el medio (E) se determinaron diariamente por recuento 
manual y métodos electroquímicos, respectivamente, como se detalla en Materiales y Métodos. El WB inserto en D 
muestra la expresión de la copia ectópica al día 4 post-induccíón y la gráfica de barras insertada en la parte E muestra la 
tasa diferencial de consumo por cada 106 células para períodos de 24 hrs. F-H. La línea transgénica TbC181S (clon 2) fue 
comparado TbC104S (clon 3, Figura 6.1) y la línea TbGrx1 (Comini et al., 2008) en idénticas condiciones de cultivo. Se 
inocularon 5 x 103 células de cada líneas en medio con (círculos) o sin (cuadrados) el agregado de 10 µg/mL de 
oxytetraciclina y crecidas en cultivo continuo. La densidad celular fue determinada por recuento manual cada 72 hrs y 
las células resembradas a la densidad inicial. El resultado mostrado es el promedio de 2 réplicas biológicas cuantificadas 
2 veces cada una de manera independiente. En F se muestra la densidad celular y en G la densidad celular acumulada. 
H. WB de la inducción de la copia ectópica de C181S durante los días de recuento mostrados en F. Se sembraron 4 x 106 
parásitos por carril en SDS-PAGE al 15% y el WB se reveló como se indica más arriba.  
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Figura 6.4. Sobrevida y análisis de parasitemia en ratones infectados con la línea parental y las líneas 
transgénicas TbGrx1 y TbC104S 

Grupos de 6 ratones hembras de la cepa BALBc/J de 6-8 semanas de edad fueron infectados intraperitonealmente con 
104 parásitos de la línea parental (T. brucei 514-1313, TbWT) o las líneas transgénicas TbC104S (A-B) o TbGrx1 (C-D). 
Cada experimento contó con 4 grupos de ratones mantenidos en idénticas condiciones con la única diferencia de que 
dos de ellos recibieron agua con 1 mg/mL de oxytet desde el día 3 previo a la infección (+T). La sobrevida fue 
monitoreada diariamente y los resultados se muestran como curvas de sobrevida Kaplan-Meier en base porcentual (A y 
C). Los niveles de parasitemia (B y D) fueron monitoreados regularmente por recuento manual de parásitos por 
microscopía y se indican en parásitos/mL de sangre. Estos resultados fueron publicados en (Manta et al., 2013a).  
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Figura 6.5. Efecto del tratamiento con quelantes y oxidantes en el desarrollo de la línea transgénica TbC104S 

Las células de la línea TbC104S fueron sembradas a 1 x 105 o 5 x 105 cel/mL en medio HMI-9 en las condiciones 
indicadas anteriormente y crecidas durante 24 hrs en ausencia o presencia de 10 µg/mL de oxytetraciclina. Cumplido 
este tiempo las células sembradas a 1 x 105 cel/mL fueron tratadas con diferentes concentraciones finales de 
deferoxamina (0, 5, 10, 25 y 100 µM) y las sembradas a 5x105 cel/mL fueron tratadas con diferentes concentraciones 
finales de H2O2 (0, 10, 25 50, 100 y 200 µM) en un volumen total de 1 mL, conservando las condiciones de inducción en 
los cultivos preinducidos. La densidad celular fue determinada 24 hrs después por citometría de flujo con perlas 
fluorescentes como se describe en Materiales y Métodos, agregando ioduro de propidio (PI) inmediatamente antes de 
su análisis para determinar la viabilidad celular. A modo de control, todos los pocillos fueron analizados por inspección 
por microscopía previamente a su cuantificación y la densidad celular en un punto de cada experimento fue 
determinada por recuento manual (no mostrado). A. Densidad celular luego del tratamiento por 24 hrs con H2O2 y B 
células positivas para PI en cada condición (promedios de n=8). C. Resultados representativos para cada una de las 
concentraciones de H2O2 indicadas en A. Las gráficas muestran la distribución de la población celular analizada en 
función de su tamaño (eje X, FS log) y granularidad (eje Y, SS log), así como las regiones seleccionadas para el recuento 
de eventos correspondientes a células viables (R1) y perlas fluorescentes (R2, 200 eventos). Las células PI positivas se 
contaron en el canal de fluorescencia correspondiente (no mostrado). D. Densidad celular luego del tratamiento por 24 
hrs con DFX y E células positivas para PI en cada condición (promedio de n=8). Para los experimentos de DFX se usó 
también una muestra de suero fetal bovino tratado 24 hrs con DFX 1 mM a 37°C en estufa la cual se usó para generar 
medio completo con suero “pretratado” al 10% determinando una concentración final de DFX de 100 µM final (barra 
roja). F. idem C.  
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Figura 6.6. Localización subcelular de 1-C-Grx2 y caracterización fenotípica de la línea transgénica TbGrx2 

A. Localización subcelular de 1-C-Grx2 en la forma infectiva para el mamífero (BSF) y procíclica (PCF). Las imágenes de 
inmunofluorescencia corresponden a células transgénicas generadas por transfección con el vector pHD1700-Tb1-C-
Grx2-c-myc y seleccionadas por higromicina y crecidas según se detalla previamente (Comini et al., 2008). La inducción 
de la copia ectópica se realizó tratando las células durante 48 hrs con 1 μg/mL (BSF) o 10 μg/mL (PFC) de tetraciclina en 
el medio. Cumplido este tiempo las células fueron cosechadas y preparadas para inmunofluorescencia como se indica 
en la sección Materiales y Métodos. En los diferentes paneles se muestra la imagen de las células BSF (arriba) o PCF 
(abajo) en contraste de fase y revelando diferentes marcadores. El anticuerpo monoclonal en ratón contra c-myc (clon 
9E10, Roche, dilución 1/450) reconoce la etiqueta de afinidad presente en la copia recombinante de 1-C-Grx2, mientras 
que el MitotrackerTM se concentra en la mitocondria y el DAPI tiñe ácidos nucléicos. La imagen de la derecha en cada 
columna muestra la superposición de los cuatro paneles previos. Se realizaron controles de localización mitocondrial 
usando α-lipoamida deshidrogenasa (preparado en conejo, (Roldán et al., 2011)) o anticuerpos específicos contra 1-C-
Grx2 realizados en cobayo (no mostrado). Los anticuerpos secundarios usados fueron α -cobayo-Alexa 488, α -ratón-
Alexa 594 y α-conejo-Alexa 594, todos a una dilución 1/250. B. Células de la línea parental (TbWT) y TbGrx2 (clones 1-3) 
fueron inoculadas a 1 x 104 cel/mL en medio HMI-9 completo en presencia (rojo) o ausencia (negro) de 1 µg/mL de 
tetraciclina y crecidas en cultivo continuo. La densidad celular fue ensayada en base diaria por recuento manual. Los 
resultados son el promedio de dos determinaciones realizadas sobre un único experimento sin réplica biológica.  
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Figura 7.1. Biogénesis de centros ferrosulfurados en la forma sanguínea de T. brucei y ubicación de Tb1-C-Grx1 
en esta ruta biosintética.  

En la figura se representa una propuesta de estructura del metabolismo de centros ferrosulfurados a nivel mitocondria 
(maquinaria ISC) y citosolico (maquinaria CIA) en la forma sanguínea de T. brucei realizada en base a la información 
disponible en la literatura y a los resultados obtenidos en este trabajo. Todas las proteínas indicadas en colores de la 
gama del rojo han sido demostradas experimentalmente como esenciales para la forma infectiva de T. brucei, mientras 
que para las proteínas indicadas  no se posee aún información experimental. En verde se indica Tb1-C-Grx1 en la 
maquinaria ISC y Tb1-C-Grx3 en la maquinaria CIA. En azul se indica proteínas que representan aceptores finales de los 
centros ferrosulfurados. La figura se elaboró en base a las Figuras 1.7 y 1.9 presentadas anteriormente y a las referencias 
correspondientes presentadas en el Capítulo 1 (sección 1.2.6). Los datos respecto a la maquinaria CIA fueron 
gentilmente aportados por el Dr. J. Lukes (comunicación personal).  
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