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Resumen

La gran mayoria de los procesos celulares como por ejemplo, la sintesis de proteinas, el
metabolismo energético, el ciclo celular, la proliferacién, diferenciacién y muerte, estdn
sujetos a regulacion mediante mecanismos que involucran a iones y diferentes biomoléculas
relacionadas el metabolismo energético (ATP, nucledtidos ciclicos) y redox (NADPH, tioles de
bajo peso molecular). Descubrimientos recientes han demostrado que estas vias de
sefializacidon operan de manera dindmica y cruzada para lograr un control fino de la respuesta
celular. Por lo tanto, el monitoreo en tiempo real y de manera no invasiva de estas sefiales
representa un desafio biotecnoldgico importante, ya que estas herramientas permitirian
identificar blancos moleculares y estrategias de intervencidon sobre funciones celulares
especificas.

El descubrimiento y la caracterizacidon bioquimica y estructural de las proteinas fluorescentes,
permitid manipular genéticamente las mismas para convertirlas en sensores con alta
especificidad para traducir sefiales del entorno (desde pH y temperatura a metabolitos
especificos) principalmente por cambios en su espectro de fluorescencia. Con la finalidad de
disefiar biosensores capaces de detectar cambios redox y niveles de nucleétidos ciclico en
tripanosomatidos, se propone el desarrollo de un biosensor con corrimiento espectral hacia el
rojo (rxmRuby2), que permita el monitoreo dindmico y no invasivo del estado redox
intracelular, con aplicaciones en imagenologia in vivo y compatibilidad con otros fluoréforos, y
se propone el desarrollo de un biosensor FRET que detecte simultdneamente cambios redox y
AMPc (INF-RXM).

Los ensayos in vitro e in vivo demostraron que el biosensor rxmRuby2 permite detectar
cambios redox intracelulares en T. brucei, equilibrandose con el par TS,/T(SH), y evidenciando
estrés oxidativo en parasitos aislados de sangre. La generacién de una variante ratiométrica no
fue lograda, pero la linea reportera desarrollada tiene gran potencial para estudiar la biologia
de tripanosomadtidos e identificar nuevos blancos terapéuticos en combinacién con otros
biosensores.

El desarrollo de un sensor dual estuvo basado en el par Clover/rxmRuby2, con mejor relacién
sefial/ruido y compatibilidad espectral (INF-RXM). Se logré expresar y purificar la forma soluble
del biosensor en E. coli, aunque con baja eficiencia y pérdida de fluorescencia de rxmRuby2,
posiblemente por cambios conformacionales que afectan su croméforo. Se logré validar la
funcionalidad del sensor dual en Leishmania tarentolae, permitiendo la deteccidon de cambios
redox y de AMPc. Experimentos con el inhibidor de fosfodiesterasas ACG 29.3 confirmaron la
produccién basal de AMPc en L. tarentolae y validaron el modo de accién del compuesto. Se
comprobé que forskolina e IBMX no inducen acumulacion de AMPc en Leishmania,
reafirmando diferencias en la regulacién de este nucledtido entre tripanosomatidos y
mamiferos.

En este contexto, los sensores fluorescentes genéticamente codificados constituyen
instrumentos muy potentes para seguir la evolucién espacio-temporal de manera no invasiva
de la dindmica de eventos moleculares que ocurren in vivo.
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1. INTRODUCCION

1.1.Vias de seiializacion celulares

A nivel celular, todos los organismos vivos estdn continuamente intercambiando
informacién y energia tanto con el medio que los rodea como internamente (inter-organelas).
Entre las vias de sefializacidon que operan dichos mecanismos de comunicacién y que resultan
comunes a todos los tipos celulares se destacan aquellas que implican: i) la quimica del ATP,
asociada a produccidn de energia y sefializacién por eventos de fosforilacion/desfosforilacion,
etc; ii) las reacciones de oxido-reduccion (redox) que involucran intercambios tiol/disulfuro, iii)

y las relacionadas a la apertura de canales de calcio (Figura 1).

En todos los sistemas bioldgicos, diferentes reacciones de oxidacion-reduccién permiten
generar energia para realizar trabajo osmético, electroquimico y anabdlico (sintesis). Los
gradientes de concentracién idnicos y moleculares de transmembrana también son
generadores de potencial energético. La sefializacién celular al igual que la regulacion
metabdlica involucra mecanismos de control dependientes de estas fuentes de energia. Esto
implica la participacion de quinasas/fosforilasas (nucleétidos), oxido-reductasas y tioles de
bajo peso molecular (reacciones de oxidacién-reduccién de cisteinas) y flujo de iones a través

de membranas bioldgicas (Ca%*, Na*/K*).

Principales fuentes de energia
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energéticos
(NADH, NADPH) transmembrana

(ATP, etc)

= = =

& & &

Fosforilacién/

oY Oxidacién/ Reduccién Flujo iénico
Desfosforilacion sefializacién redox transmembrana
Intercambio GTP/GDP
— _/
P

Principales vias de seiializacion

Figura 1. Principales mecanismos de sefializacién celular. Tomado y modificado de (Jones, 2010)



1.1.1 Defensa antioxidante versus sefializacion redox

Los organismos aerobios utilizan oxigeno (0.) para la oxidacién de nutrientes
(fundamentalmente glucidos y aminodcidos) que mediante una serie de reacciones catabdlicas
generan energia en la forma de ATP, NADH y NADPH. Estas moléculas alcanzan
concentraciones mM en las células y son la “moneda” energética que abastecera distintas
funciones celulares. La utilizacidn del O, implica un riesgo para las células ya que su reduccién
parcial da lugar a la formacién de diferentes especies reactivas (EROs: especies reactivas del
oxigeno) como el radical anidnico superdxido (027), el perdxido de hidrégeno (H,0,) y el radical
hidroxilo (‘OH). Ademas, en combinacién con el éxido nitrico (NO), el O, puede dar lugar a la
formacién del peroxinitrito (ONOO), una especie reactiva del nitrogeno generada por células
del sistema inmune en condiciones fisioldgicas de defensa contra patdgenos (Imlay, 2003).
Todas estas especies presentan una alta reactividad contra diferentes biomoléculas (acidos
nucleicos, proteinas, lipidos, azlcares, etc) siendo capaces de producir su oxidacion o
modificacion irreversible. Por lo tanto, la acumulacién de estas especies tiene graves
consecuencias funcionales para la célula (Cabiscol, 2000). Por ejemplo, la reaccion de los
radicales libres y perdxidos con los acidos grasos poli-insaturados de membranas biolégicas da
lugar a la peroxidacion de lipidos. El primer efecto de esta peroxidacion es la disminucién de la
fluidez de las membranas, alterando las propiedades de éstas asi como la funcién de diferentes
proteinas de membrana. La formacién de radicales lipidicos tiene un fuerte efecto amplificador
de la generacion de nuevas especies radicalares que derivan en la degradacién de los acidos
grasos poli-insaturados a una variedad de productos. Algunos de ellos, como por ejemplo los
aldehidos, son grupos altamente electrofilicos que reaccionaran o modificaran de manera
irreversible distintas biomoléculas. Por otra parte, los EROs pueden reaccionar tanto contra las
bases nitrogenadas como contra los azucares el ADN, lo cual da lugar a la ruptura de enlaces
moleculares simples o dobles, a la formacion de aductos entre las bases y azlcares y al
entrecruzamiento con otras moléculas. Estas modificaciones quimicas suelen ser irreversibles e
implican un bloqueo del proceso de replicacion del material genético. Por Ultimo, el ataque de
especies oxidantes a las proteinas incluye la oxidacién de grupos sulfhidrilo, la modificacién de
grupos prostéticos o clusters de metal, y el entrecruzamiento entre polipéptidos o la

fragmentacidn peptidica, entre otras (Cabiscol, 2000).

El contenido de EROs es controlado tanto a nivel de su produccién y por sistemas
dedicados a su neutralizacién. La produccion esta intrinsecamente ligada al estado metabdlico
y necesidades funcionales de las células. La degradacién de EROs es llevada a cabo por enzimas

con una alta eficiencia y selectividad que incluyen a diferentes tipos de peroxidasas,



superoxido dismutasas, glioxalasas y S-transferasas. Varias de estas proteinas emplean
residuos de cisteina o seleno-cisteina (ej. peroxidasas y S-transferasas) para catalizar la
conversiéon de EROs a especies de nula o menor reactividad. A su vez, el funcionamiento de
estas enzimas y rutas catabolicas depende de la provisidon de poder reductor aportado por dos
grandes sistemas que son, en general, ubicuos a la mayoria de los organismos: el sistema de
tiorredoxina (Trx) y el sistema de la glutarredoxina (Grx) y el glutatién (GSH). Por su alta
concentracion intracelular, también los tioles de bajo peso molecular contribuyen como

amortiguadores de EROs.

Si la capacidad de neutralizar dichas especies se ve excedida, se genera lo que se conoce
como “estrés oxidativo” cuyo efecto estd asociado a la patogénesis de un amplio rango de
enfermedades, como la inflamacién, el dafio isquémico de tejidos y desdrdenes
neurodegenerativos (Fujino G., 2006). Si bien es cierto que a altas concentraciones los EROs
producen dafio oxidativo sobre diferentes moléculas, son varias las evidencias experimentales
obtenidas en las Ultimas dos décadas que demuestran que, a bajas concentraciones, estas
especies pueden actuar como sefiales que regulan la funcidon de diferentes proteinas y
procesos biolégicos. En una via de sefalizacion tiol-disulfuro, el segundo mensajero es
normalmente un oxidante de bajo peso molecular con la capacidad de difundir tanto en un
medio acuoso como de permear membranas y modificar el estado redox de residuos de
cisteinas en moléculas “sensoras”. Tomando esto en cuenta, y que los residuos de cisteina
deberian estar parcialmente oxidados, las principales moléculas oxidantes responsables de
desencadenar la via de sefializacién son el peréxido de hidrégeno, el anidn superéxido, el
Oxido nitrico, el peroxinitrito y los lipoperdxidos. Estos oxidantes pueden inducir
modificaciones reversibles de los tioles redox activos de las moléculas sensoras, como serian la
S-nitrosilacién, oxidacion a acido sulfénico y acido sulfinico, o disulfuro (homo o mixto: por ej.
glutationilacién; (Jones, 2010)). Como se observa en la Figura 2, la tiolaciéon de cisteinas
proteicas puede darse tanto por reaccién entre un sulfhidrilo proteico parcialmente oxidado o

por reaccidn de intercambio tiol/disulfuro.

El disulfuro mixto de GSH con tioles proteicos, denominado S-glutationilacién, es una
modificacion postraduccional dindmica que ademas de prevenir la hiperoxidacion (Barford,
2004) de residuos de cisteina modifica la accesibilidad, dindmica y polaridad del sitio/regién de
la proteina donde éste tiene lugar, impactando de esta forma en su funcionalidad. En sistemas
bioldgicos, la S-glutationilacion ocurre principalmente por reaccién del GSH libre con tioles
proteicos que se encuentran como 4acido sulfénico (Figura 2), amida sulfenilo, o intermediario

de S-nitrosilo (Allen, 2012) (Dalle-Donne, 2011). En menor medida, la glutationilacién de

9



10

proteinas puede tener lugar por intercambio tiol/disulfuro catalizado o no por Grx. Por el

contrario, las Grxs son altamente eficientes en facilitar la reaccidén reversa, la remocion del

GSH del disulfuro mixto, conocida como actividad deglutationilasa o deglutationilacién.

s—S
Intermolecular
disulfide

SH / - Intramolecul
ntramolecular
%ge! S - disulfide
protein g
S- SOH SOH:2 SOzH

y : . ;
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Figura 2. Seializacion redox dependiente de la quimica del residuo cisteina. Residuos de cisteina

especificos presentes en proteinas blanco pueden ser modificados covalentemente por
moléculas generadas durante condiciones de estrés oxidativo (ej. H202). De manera similar a la
fosforilacién en residuos de serina o treonina, alteraciones en el grupo tiol pueden modificar la
actividad enzimatica de una proteina. La oxidacion a acido sulfénico (SOH) es reversible y puede
derivar en la formacién de disulfuros intra- o inter-moleculares asi como en la S-
glutationilacion. Estados de mayor oxidacion como el acido sulfinico o sulfénico son

generalmente irreversibles salvo por la sulfirredoxina, capaz de revertir este tipo de oxidacién

en peroxirredoxinas (Rhee, 2012). Tomado y modificado de (Finkel T., 2011).

Si bien son varias las proteinas que cuentan con residuos de cisteina, no todas ellas

presentan las caracteristicas adecuadas (ej. accesibilidad, reactividad, entorno electrostatico)

para reaccionar de manera competente y selectiva con EROs. En ese sentido, diferentes tipos

de cisteina y seleno-cisteina peroxidasas califican como moléculas “sensoras” altamente

eficientes para detectar de manera especifica diferentes tipos de hidroperdxidos (Paulsen,

2010) (Brigelius-Flohé, 2011). Estas peroxidasas pertenecen a la familia de las peroxirredoxinas

(por ej. se describieron 6 isoformas en mamiferos) y de las peroxidasas dependientes del GSH.

Se trata de proteinas abundantes que se distribuyen en distintos compartimentos subcelulares

donde, ademas de brindar proteccién contra la accién de dichos oxidantes, pueden operar

10
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como traductores de sefial. Las distintas peroxirredoxinas muestran selectividad por
hidroperéxidos inorganicos o de acidos grasos (Chae, 1994) (Kim, 1988) (Reyes, 2016) (De
Armas, 2019) (Pifieyro, 2011), mientras que las glutatidon peroxidasa tienen predilecciéon por
hidroperéxidos organicos (Fisher, 1999) (Diechtierow, 2011). La primera etapa del mecanismo
de reduccién de hidroperéxidos (sefialado con marco rojo en la Figura 2), es decir el ataque
nucleofilico del tiol- o selenol- sobre la molécula de perdxido, es idéntico para todas estas
peroxidasas. Sin embargo, la forma en la cual se completa el ciclo catalitico difiere entre ellas
y, dependiendo la familia y clase, puede incluir la formacidon de disulfuros intra o
intermoleculares y/o la reduccion por tiorredoxina, GSH u otra proteina conteniendo tioles en

su superficie (Deponte, 2013) (Poole, 2011); (Figura 3).

En el caso que el equivalente de oxidacién generado en la peroxidasa sea transferido
directamente a una proteina efectora, esto desencadenard una respuesta especifica, como por
ejemplo se demostrd para la peroxirredoxina 1 (Prx1) y la modulaciéon de la actividad del

receptor andrégeno (Park, 2007), el proto-oncogén celular c-Abl (Wen, 1997) y la quinasa JNK

(Kim, 2007).
diferenciacion
traductor .
apoptosis
GIX/TXN/Trx \ - o
Senal fisicoquimica sefal feplisasicn Hel A0N
.. 9 .5 o)) SENSOI sy fECLOr ==y respuesta
o bioquimica oxidativa actividad holdasa
proliferacién/arresto
temperatura, pH, aidarites Pry/Pxs Protelna con Cys del crecimiento
osmolaridad, metabolitos (H,0,/ONOOH redox activas adaptacic’)n metabdlica
citoguinas, hormonas, /NO/ROOH)

factores de crecimiento

Figura 3. Senalizacion redox dependiente de tioles. La sefializacién redox requiere de un estimulo
primario (endégeno o exdgeno) que dispara una sefial en la célula que sera conducida por un conjunto
especifico de elementos redox que dara lugar a una respuesta celular especifica. Tomado y modificado

de (Specker, 2021).

Eventualmente, distintas oxidoreductasas (tiorredoxina, glutarredoxina y Triparredoxina)
pueden actuar como traductores de la sefializacion redox ya que luego de reducir a las
moléculas sensoras podrian oxidar a diferentes moléculas efectoras. En ese sentido, si bien la
Trx contribuye al balance del estado redox intracelular como proteina reductora de disulfuros
(Nordberg, 2001), se ha visto que ésta proteina puede actuar como intermediario de
sefializacion y transmitiendo su estado redox a moléculas efectoras como las proteinas
quinasas (Fujino G., 2006). La triparredoxina (TXN) es una oxidoreductasa multipropésito, que

comparte caracteristicas con la tiorredoxina y la glutarredoxina que es especifica de Euglénidos

11
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(Kinetoplastos y tripanosomatidos) y que emplea bis-glutationilespermidina como cofactor

redox (Nogoceke, 1997) (Lidemann, 1998).

Un aspecto importante en esta cadena de sefializacion es que las proteinas efectoras
compiten directamente con los traductores de seial Grx o Trx, o bien con los reductores de
éstos como ser GSH o TrxR, respectivamente. Por lo tanto, la conduccidn efectiva de la sefial
estard determinada por la concentracién y reactividad mutua de los reactantes involucrados.
La proximidad espacial y la compartimentalizacién son factores adicionales que pueden

contribuir a favorecer la reaccién entre duplas.

Vale la pena destacar, que, en muchos casos, las oxidoreductasas multipropdsito Grx y Trx
pueden reciclar la forma reducida de los efectores y, como se mencioné anteriormente, los
sensores. De esta forma se controla el flujo de ciertas rutas de sefalizacién de acuerdo con el
estado redox intracelular. Una gran variedad de procesos celulares, incluyendo la respuesta a
factores de crecimiento y hormonas, apoptosis y senescencia celular, la traduccion de
proteinas, la respuesta a estrés oxidativo y la expresidn génica, estdn sometidos tanto a

regulacion como sefializacién redox (Finkel T., 2000) (Finkel T., 2011).

1.1.2 Senalizacion por AMPc/ GMPc

El 3’,5° monofosfato de adenosina ciclico (AMPc) y el 3’,5" monofosfato de guanosina
ciclico (GMPc) son segundos mensajeros universales que regulan un sinfin de funciones y
procesos celulares, como la transcripcion de genes, la migracion celular, la homeostasis
mitocondrial, la proliferacidn celular, y la muerte celular (Lefkimmiatis, 2014).

La via de sefializacidon por AMPc involucra diferentes componentes y moléculas. En primer
lugar, la unién de ligandos especificos a receptores acoplados a proteina G (GPCRs) produce la
deslocalizacién de una subunidad de esta Ultima que, en un proceso dependiente de GTP,
activara a la enzima Adenilato ciclasa (AC), la cual también se haya unida a membrana
citoplasmatica. Empleando ATP como sustrato, la AC produce AMPc que desencadenard una
cascada de sefializacion dentro de la célula. EIl AMPc producido puede unirse a diversas
moléculas siendo los principales efectores: los canales iénicos dependientes de nucledtidos
ciclicos (canales de GNC) (Matulef, 2003), los factores de intercambio de nucledtidos de
guanina activados por AMPc (EPAC) (de Rooij, 1998) (Kawasaki, 1998), y las proteinas quinasas
dependientes de AMPc (PKA) (Taylor, 2013). La sefializacién puede ser interrumpida a

diferentes niveles: en etapas iniciales, mediante la degradacion del AMPc por parte de
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fosfodiesterasas (PDEs) (Manganiello, 1999) y en etapas finales, mediante la desfosforilaciéon

de los blancos moleculares catalizada por fosfatasas (Heijman, 2013) (Figura 4).
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+
NH;

GD AC
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Figura 4. Via clasica de sefializacion por AMPc. La union del ligando al receptor (1) provoca el
cambio de una molécula de GDP unido a la proteina G por una molécula de GTP (2) provocando su
activacion. La proteina G activa se desplaza hacia la adenilato ciclasa (AC) (3) activandola. La AC
cataliza la formacion de AMPc (4) y el AMPc activa la proteina quinasa A (PKA) que podra fosforilar
otras proteinas celulares desencadenando diversas respuestas celulares (6). Luego el AMPc

generado es degradado por la fosfodiesterasa (7).

Existen dos clases diferentes de AC que se distinguen por su distribucién subcelular: las de
union a membrana (TmAC), que totalizan 9 de los 10 genes que codifican para AC (TmAC1 a
TmAC9), y las solubles (sAC), codificadas por un unico gen (Lefkimmiatis, 2014). Numerosos
estudios han demostrado que las TmACs no son intercambiables, sino que cada isoforma actua
como una unidad de regulacién independiente. Por ejemplo, TmAC1 y TmACS8 son activadas
por el catidn calcio, mientras que TmAC5 yTmAC6 son inhibidas por el cation calcio.

Diferentes evidencias experimentales sugieren que la clave para que cada TmAC tenga
una funcidn especifica estd dada por su organizacién en complejos macromoleculares con
diferentes GPCRs y con proteinas de anclaje o de apoyo. Dentro de las moléculas de apoyo, las
mas reconocidas y estudiadas son las proteinas de anclaje a PKA o AKAPs (del inglés A-kinase
anchoring proteins). La proteina AKAP Yotiao tiene capacidad de interaccionar con varias
TmACs y de la relacion que se establezca se podran dar diferentes efectos regulatorios. Por

ejemplo, la interaccion de Yotiao con TmAC2 disminuye drdsticamente la actividad de AC en
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presencia de inductores como la forskolina, mientras que al unirse a TmAC9, Yotiao promueve

la formacién de un macrocomplejo con PKA (Lefkimmiatis, 2014).

Dentro de los principales efectores asociados a AMPc, estan los canales idnicos
dependientes de nucledtidos ciclicos (canales de GNC), los factores de intercambio de
nucleétidos de guanina activados por AMPc (del inglés Exchange protein activated by AMPc,

EPAC), y la proteina quinasa dependiente de AMPc (PKA).

Las EPAC son una familia de proteinas de unién a AMPc con actividad de factor
intercambiador de nucledtidos de guanina (GEF) que pueden activar de manera directa a
GTPasas como Rapl y Rap2. El descubrimiento de esta familia de proteinas en el afio 1998 por
los grupos de Rooij y Kawasaki, ha facilitado significativamente el estudio y el entendimiento
de la via de sefializacién dependiente de AMPc y ha abierto nuevos caminos para el desarrollo
de terapias contra el cdncer, la diabetes, la falla cardiaca, la inflamacidn y las enfermedades
infecciosas entre otras.

Hoy en dia se han identificado dos miembros de la familia EPAC, como EPAC 1y EPAC 2.
En la especie humana, ambas proteinas presentan un alto grado de similitud a nivel de
secuencia amino acidica (68%) y estructural (Banerjee, 2015). Estas se componen de una
region N-terminal regulatoria y una regién C- terminal catalitica. La regién regulatoria incluye
un dominio de unidn a nucledtidos ciclicos (CNBD) mientras que la region catalitica estd
conformada por tres dominios basicos denominados CDC25, dominio de asociacién a Ras (RA)
y dominio de intercambio Ras (REM).

En ausencia de AMPc, la actividad de EPAC esta auto inhibida, dado que la regidn
regulatoria N-terminal se encuentra asociada a la regidén catalitica C-terminal a través de
interacciones intra-moleculares. Esta conformacién evita la unién de Rap al dominio CDC25 de
EPAC y por lo tanto mantiene a la proteina en su estado inactivo (Figura 5). Frente a un
estimulo, el AMPc producido se unird al dominio CNBD induciendo un drastico cambio
conformacional en el mismo que dara lugar a un distanciamiento de la regidn regulatoria de la
catalitica. Este cambio alostérico expondra el dominio CDC25 del sitio catalitico al cual se unira
la proteina Rap produciéndose de esta forma la activacion de EPAC. A su vez, la proteina EPAC
activada cataliza el intercambio de GDP (Rap inactiva) a GTP (Rap activa) sobre RAP regulando

asi positivamente las funciones/acciones de esta ultima sobre distintos efectores.
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Figura 5. Mecanismo de accion de la proteina EPAC frente a la activacion de la via de sefalizaciéon

por AMPc.

En su estado inactivo, la PKA se encuentra en forma tetramérica, formando un holo-
complejo compuesto por dos subunidades cataliticas y dos subunidades reguladoras que
inhiben a las primeras. Las subunidades cataliticas se encuentran en un estado inactivo en
ausencia de AMPc, mientras que las subunidades reguladoras de PKA tienen alta afinidad por
unir AMPc, y al hacerlo se separan de las subunidades cataliticas, lo cual libera la inhibicién
sobre estas ultimas (Kim, 2007) (Figura 6 B), permitiendo la fosforilacién de los sustratos de la

PKA.
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Figura 6. Mecanismo de accidon de la PKA. A. Estructura de la holoenzima tetramérica; Tomado y
modificado de (Sakkiah, 2017). B. Mecanismo de funcionamiento de la PKA en ausencia y presencia de
AMPc.; Tomado y modificado de (Sakkiah, 2017). C. Caracteristicas genéticas de la subunidad C y
subunidad R. Donde, Small lobe: |6bulo pequeiio de las subunidades C; Large Lobe: |6bulo grande de la
subunidad C. D/D: dominio de dimerizacion / Docking de la subunidad R; IS: secuencia inhibidora en la
subunidad R; PBC-A: dominio A de unién a AMPC y PBC-B: dominio B de unién a AMPc. Tomado y
modificado de (Kim, 2007).

La subunidad catalitica (C) pertenece a la familia de las enzimas serin / treonin quinasas
(STK), y mas de 250 sustratos de PKA ya se han identificado (Sgberg, 2018), mientras que la
subunidad reguladora (R) define el mecanismo mediante el cual el AMPc transduce una sefial
extracelular en un proceso bioldgico intracelular. Hay dos clases principales de subunidades R,
las Rl y las RIl, que son funcionalmente no redundantes, dentro de estas clases se encuentran

los subtipos a y los B (Rla, RIB, Rlla y RIIB). El dominio de reconocimiento de AMPc es
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practicamente universal y este mecanismo de sefializacién se haya conservado desde las

bacterias hasta los humanos (Kim, 2007).

Las subunidades reguladoras (R) forman un dimero gracias a la presencia en el extremo N-
terminal de un dominio helicoidal D/D (Dimerizacién/Docking) que interacciona con las AKAPs
(Taylor, 2013) (Kinderman, 2006) (Newlon, 2001). Cada AKAP contiene una hélice anfipatica
que se une con gran afinidad al surco hidrofébico generado por el dominio D/D en el extremo
N-terminal de las subunidades R, la mayoria de estas proteinas son especificas para las
subunidades RIl y otras para ambas: Rl y RIl, mientras que muy pocas lo son para las
subunidades RI. El linker del dominio D/D incorpora una secuencia inhibidora (IS) que en
ausencia de AMPc ancla el sitio activo de la subunidad C manteniendo asi a la enzima inhibida.
A continuacion del dominio D/D, ya en el extremo C-terminal de cada subunidad R hay dos
dominios en tdndem de unién a AMPc (dominio A y dominio B, PBC-A y PBC-B,
respectivamente) (Figura 6 C), cada uno de estos dominios estd conformado por un B-
sandwich y un subdominio helicoidal no continuo. Es importante recalcar que el rol de las
AKAPs es facilitar la proximidad de la PKA a determinados blancos moleculares como por ej. los

canales idnicos.

La subunidad catalitica es una proteina globular bilobulada con un dominio pequefio que
actda como sitio de unidn al ATP, escondiendo el anillo de adenina en un parche hidrofébico
entre los dos Iébulos y posicionando al y-fosfato que va a ser transferido a una proteina
sustrato. El I6bulo mas grande, es mas estable y sirve como marco para la maquinaria catalitica
y también como andamiaje para la unién de proteinas que operan como sustratos o
inhibidores de la actividad quinasa (Kim, 2007) (Cheng, 2001) (Johnson, 2001) (Knighton, 1991)
(Figura 6 C).

En lo que refiere a la sefalizacion por GMPc, la produccién de este segundo mensajero
esta mediada por dos familias de guanilato ciclasas (GCs), las de transmembrana (pGC) y las
solubles (sGCs). Las pGC comprenden una familia de 7 proteinas ubicadas en la membrana
celular, que pueden ser activadas por péptidos natriuréticos (NP) como del tipo-A (ANP), tipo-B
(BNP) y tipo-C (CNP), mientras que las sGC son receptores citosolicos ubicuos que pueden ser
activados por el 6xido nitrico (NO) (Zaccolo, 2007) (Figura 7).

Las sGC controlan la relajacién del musculo liso, inhiben la agregacion plaquetaria, y
modulan la comunicacién sindptica. Por todo ello, su funcién fisiolégica se encuentra

relacionada a procesos de neurotransmisién y vasodilatacién, y han atraido interés para el
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desarrollo de farmacos contra desérdenes cardiovasculares y de disfuncién eréctil (Padayatti,
2004).

En esta ruta de sefializacién, el GMPc activa a la proteina quinasa dependiente de GMPc o
la proteina quinasa G (PKG), que luego fosforilard diferentes blancos responsables que
actuaran regulando el tono vascular, la funcidn gastrointestinal y la actividad neuronal entre

otras (Hofmann, 2006) (Figura 7).

BNP —

Figura 7. Produccion celular de GMPc. El GMPc puede ser generado tanto por la guanilato ciclasa
soluble sensible al NO (sGC) o por receptores GC (pGC) sensibles a los péptidos natriuréticos (NP). El
GMPc formado promueve la activacion de la proteina quinasa dependiente de GMPc (PKG). En
diferentes compartimentos subcelulares, GMPc estimula la fosfodiesterasa 2 (PDE2) pero inhibe
competitivamente la hidrdlisis de AMPc mediada por PDE3. Mientras que PDE5 y PDE9 degradan el

GMPc en cardiomiocitos.

Tanto AMPc como GMPc son hidrolizados exclusivamente por PDEs de nucledtidos
ciclicos, las cuales tienen un rol clave en determinar el nivel basal intracelular de AMPc al estar

continuamente hidrolizando el AMPc generado de forma constitutiva por las ACs y también en
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controlar la amplitud y la duracién de la respuesta por AMPc a estimulos externos. De hecho,
las PDEs constituyen el Unico mecanismo responsable de terminar con la sefial por AMPc o
GMPg, lo cual es esencial para evitar una sobre-estimulacion de efectores y las consecuencias
fisiolégicas que esto podria acarrear.

Las PDEs son codificadas por al menos 21 genes diferentes, agrupados en 11 familias, en
base a similitud de secuencia, modo de regulacién, y preferencia por sustrato nucleotidico
(Zaccolo, 2007). Sin embargo, la transcripcion de estos genes a partir de diferentes sitios de
iniciacion y splicing alternativo de los ARNm puede resultar en 90 isoformas diferentes,
muchas de las cuales confieren distribuciones tisulares e intracelulares diferentes, y posibilidad
de regulacion cruzada con otras cascadas de sefializacion. En ese sentido, estd muy bien
documentado que los niveles intracelulares de GMPc (nanomolar a micromolar) pueden
regular los niveles de AMPc al activar o inhibir diferentes AMPc-PDE (PDE1, PDE2 y PDE3)
(Zaccolo, 2007). Por ejemplo, existen evidencias de la comunicacién entre estas dos vias de
sefializaciéon en el tejido cardiaco, donde AMPc-PDEs son blancos de accién de la via mediada
por GMPc (Zaccolo, 2007).

En el tejido cardiaco, se han descrito 7 familias de PDE: PDE1 (Loughney, 1996),PDE2
(Loughney, 1996), PDE3 (Meacci, 1992), PDE4 (Kostic, 1997), PDE5 (Senzaki, 2001), PDE8
(Soderling, 1998) y PDE9 (Onody, 2003). PDE1 y PDE2 son enzimas con especificidad dual
(Figura 8) capaces de hidrolizar tanto AMPc como GMPc, mientras que PDE3, PDE4 y PDE8
solamente hidrolizan AMPc y PDE5 y PDE9 solamente hidrolizan GMPc. De las PDEs que
hidrolizan AMPc expresadas en el tejido cardiaco, la PDE3 y la PDE1 son inhibidas por GMPc,
mientras que la PDE2 se ve activada por la presencia de GMPc (Figura 8). Estas PDEs también
difieren respecto a su regulacién por otras vias de sefializacién (Figura 8). La afinidad con la
que unen el GMPc la PDE1, PDE2 y PDE3, puede variar hasta en 2 dérdenes de magnitud.
Pequefios niveles de GMPc provocarian una inhibicién selectiva de PDE3, niveles intermedios
de GMPc, se daria la estimulacién de la PDE2, mientras que niveles altos de GMPc, la actividad

de PDE1 serd inhibida.
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Figura 8. Via regulatoria de las fosfodiesterasas cardiacas. PDE1, PDE2 y PDE3 hidrolizan AMPc.
PDE1 y PDE2 también hidrolizan GMPc. PDE4 hidroliza AMPc de manera selectiva y PDE5 hidroliza GMPc
selectivamente. El GMPc inhibe la capacidad de hidrolizar AMPc de la PDE1 y de PDE3 y activa PDE2 via
cambios alostéricos. De manera inversa, a través de inhibicion competitiva, altas concentraciones de
AMPc inhiben la actividad de hidrolizar GMPc de PDE1 y PDE2. AMPc también influye en la actividad de
PDE3, PDE4, y PDES5 via activacion por PKA. La actividad de PDE5 también se ve estimulada por PKG. La
actividad de PDE1 es estimulada por ion calcio y calmodulina, y es inhibida por fosforilacion de PKA.
Flechas indican activacidn, extremo romo indican inhibicién o hidrdlisis de nucledtido ciclico. Tomado de

(Zaccolo, 2007).

Una misma célula puede expresar de manera simultdnea multiples receptores que
participan en la sefializacién por AMPc, asi como multiples blancos de PKA. Esto en principio
sugiere que la sefial inducida por un estimulo estara fuertemente influenciada por el contexto
bioquimico donde se dé la misma. Siguiendo esta linea de pensamiento, varios estudios han
demostrado que la cascada asociada al AMPc no es lineal, es decir, la generacién de AMPc en
respuesta a un estimulo externo seguido por la activacidon de un efector y la finalizacién de la
via mediante degradacién del mensajero por una fosfodiesterasa no explicaria la capacidad del
AMPc de transmitir la informacion con una alta fidelidad en respuesta a una multitud de
estimulos extracelulares. Por ejemplo, tanto el tratamiento con prostaglandina E1 (PGE1)
como con isoproterenol (ISO) (agonista de receptor B-adrenérgico) provocan un aumento de
AMPc y niveles comparables de activacion de PKA en el corazén, pero solamente el
tratamiento con ISO indujo el efecto esperado (contraccién muscular), mientras que PGE1 no
lo hizo (Chao, 2019).

Aun dentro de la misma célula, los nucledtidos ciclicos disparan diferentes respuestas
dependiendo de los estimulos extracelulares y del receptor estimulado. A lo largo de las
ultimas décadas, se ha ido juntando evidencia de que la sefalizacidn por nucleétidos ciclicos
no se encuentra distribuida de manera uniforme en el citosol, sino que se encuentra
organizada en microdominios subcelulares de sefializacién. Cada uno de estos microdominios
contiene un conjunto especifico de GPCRs, proteina quinasas, PDEs, y AKAPs (Sprenger J. U.,
2013).

El desarrollo de herramientas moleculares para la deteccion de cambios en AMPc en tiempo
real en células vivas intactas, permitié confirmar la presencia y funcionalidad de estos
microdominios de AMPc. En particular, los sensores de AMPc y de PKA basados en la
transferencia de la energia de resonancia de Férster (FRET) revolucionaron los estudios sobre

la via de sefializacién de AMPc (seccién 1.3.2).
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Tal como se discutid en la seccidn anterior para los mecanismos de sefializacion redox, la
proximidad espacial de los componentes de las vias de sefializacion es un factor clave que

garantiza una cadena de transferencia efectiva, especifica, confinada y controlada de la sefial.

1.1.3 Interaccidn entre vias de sefalizacion redox y vias de seiializacién por
AMPc/GMPc.

Evidencias recientes en células de mamiferos demuestran que los mecanismos de
regulacion redox operan de manera cruzada con otras vias de sefializacion permitiendo un
control fino e integrado de procesos celulares. Por ej. el estrés oxidativo y ciertos
conmutadores redox regulan la actividad de diversas fosfatasas (PTEN, Cdc25, PTP1B, PTP2-ay
SHP-1y 2) y quinasas (Styl, PKA-RI, Src, PKG-1, ASK-1) (Han, 2017) (Thannickal, 2000) (Tonks,
2005) (Fujino, 2006) (Wright, 2009). Por otro lado, se ha reportado que las EROs son capaces
de modular la respuesta de numerosas vias de sefializacién celular (via de la insulina,
(Mahadev, 2001); regulacién de PTEN y PIP3, (Kwon, 2004); sefalizacidn mitocondrial, (Lee,
2006)), incluyendo la regulacion de la proteina PKA y la via de sefializacién por AMPc

(Humphries K. M., 2002) (Humphries, 2005).

La PKA interviene en una variedad de procesos celulares, destacandose su rol en la
regulacion de la fuerza y frecuencia de las contracciones cardiacas y en la actividad de células
del sistema inmune (Lefkimmiatis, 2014). Esta quinasa también esta sujeta a regulacion redox
ya que es susceptible a oxidacidon por H,0; lo cual da lugar a su dimerizacidon covalente
mediante puentes disulfuro que son reducidos por Trx. La dimerizacion redox-dependiente de
PKA promueve su translocacidon desde el citosol hacia el nicleo y/o la membrana plasmatica
debido a un aumento de afinidad por factores de localizacion conocidos como AKAPs (Sarma,
2010). Por lo tanto, el confinamiento espacial de PKA mediado por H,0, posibilita la accién
especifica de esta quinasa “promiscua” en respuesta a estimulos delimitados en el tiempo y
espacio, sugiriendo una estrecha comunicacién entre estado redox y micro compartimentos

discretos regulados por sefiales de cAMP.

Las EROs también pueden regular la via de sefializacién mediada por PKA tanto a nivel de
la produccidn y degradacion del AMPc, como en la fosforilacion y desfosforilacion de sustratos.
Relativo a la produccion de AMPc, evidencia bioquimica en células cardiacas de ratén ha

mostrado que el H,0; presenta un efecto bifdsico sobre la activacién de la AC, que se traduce

21



22

en potenciamiento e inhibicion de actividad en tiempos cortos y prolongados,
respectivamente, de exposicidén a este oxidante (Persad, 1997). Con respecto a la regulacion de
componentes corriente debajo de la via de sefializacion, se ha visto que la oxidacidon por
glutation de la subunidad catalitica de PKA se da especificamente en el residuo de cisteina
(Cys) 199, el cual se ubica en una region de activacion de la quinasa (Humphries K. M., 2002).
La oxidacién de este residuo a un disulfuro mixto con glutation o a un disulfuro intramolecular
con la Cys343 (Humphries K. M., 2007) inhibe la actividad de la quinasa y favorece la
exposicion y desfosforilacion del residuo fosoforilado de treonina 197. La deglutationilacién y
reactivacion de la quinasa se logra luego de un tratamiento con agentes reductores o con la
enzima reductora de enlaces disulfuro mixto como la Grx.

La relativa sensibilidad de la PKA y las fosfatasas a ser inhibidas por oxidaciéon de sus
grupos tioles y reactivadas por reducciéon de los mismos, constituyen mecanismos sutiles e

integrados de regulacién redox de las vias de sefializacién por nucleétidos ciclicos.

1.2 Estudio de la via de sefializacion redox

1.2.1 Limitaciones de los métodos convencionales para detectar especies
redox activas
La generaciéon de sondas redox con capacidad para detectar y cuantificar a especies redox
activas de manera sensible y especifica, sin perturbar la integridad y homeostasis celular, y con

resolucién espacio-temporal representa un gran desafio desde el punto de vista bioquimico.

Los métodos convencionales de deteccién de EROs o del estado redox de las moléculas
traductoras o efectoras de sefializacion redox presentan limitaciones que estdn asociadas
principalmente a la pérdida de la integridad celular o reaccién irreversible con moléculas de
interés y especificidad por el analito a ser detectado (Comini, 2016). Con respecto al primer
factor, muchos métodos bioquimicos y protedmicos requieren lisar las células para extraer y
analizar las especies de interés. Dado que muchas de estas moléculas suelen presentar una
distribucién y estado redox no homogéneo a nivel intracelular, este tipo de determinaciones
solo dan una idea global pero totalmente imprecisa del estado redox de las especies de
interés. Si durante el procesamiento de las muestras no se emplean controles y tratamientos
especiales para evitar reacciones inespecificas entre los grupos tioles, esto podria dar lugar a
reacciones de oxido-reduccién inespecificas. Por otro lado, al tratarse generalmente de
ensayos de punto final no resulta sencillo emplearlos para estudiar la dindmica de los cambios

redox (reversibles) ya que esto requeriria del procesamiento de un gran nimero de muestras.
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Estos tipos de ensayos han sido empleados para la determinacion de contenido de GSH/GSSG,
NADP(H) (ej. métodos enzimaticos acoplados, cuantificacion por HPLC), Trx oxidada/reducida
(electroforesis de proteinas) e identificacién de modificaciones postraduccionales como S-
glutationilacién (protedmica redox, redox-DIGE). La especificidad por el analito en algunos
casos es un problema, en particular para los quimiosensores, es decir compuestos que
reaccionan quimicamente con el analito (generalmente en una reaccion de dxido-reduccion o
modificacion covalente), ya que estas reacciones pueden presentar cierta inespecificidad y/o
incluso los intermediarios de la reaccion o productos finales convertirse en potenciales agentes
téxicos o generadores de estrés oxidativo. La irreversibilidad de la reaccién del quimiosensor
con el analito es otro problema que no solo puede acarrear problemas de citotoxicidad sino
gue también impide monitorear transiciones reversibles de estados redox. No obstante, en la
ultima década se ha mejorado sustancialmente el espectro de sondas quimicas disponibles

para detectar diferentes especies.

1.21.1 Propiedades de las Proteinas Fluorescentes redox sensibles

Las proteinas fluorescentes (FPs) han contribuido enormemente al conocimiento y
estudio de eventos intracelulares en organismos vivos debido a que estas puedan expresarse
de manera heterdloga y estable (sea en modo constitutivo o inducible) en cualquier tipo
celular. El hecho que sus propiedades espectroscopicas (fluorescencia) no dependan de ningtn
cofactor, junto a su gran robustez frente a diferentes condiciones fisico- y bio-quimicas (alta
fuerza idnica, accién de proteasas, temperatura y pH: 6-9) e inocuidad para las células u otras
proteinas las ha convertido en herramientas esenciales en biologia y bioquimica celular
(Lukyanov, 2014) (Meyer, 2010) (Shaner N. C., 2007) (Dean, 2014). Otra ventaja sobresaliente
de las FPs es que si estas incorporan las secuencias adecuadas o bien se fusionan a proteinas
de interés, la expresién de las mismas puede ser dirigida a diferentes compartimentos
(mitocondria y nucleo; (Hu, 2008); (Schwarzlander M., 2008); (Rosenwasser, 2014)) o regiones
subcelulares (peroxisoma, (Elbaz-Alon Y., 2014); (Schwarzlander M. , 2008)). Esto permite el
monitoreo in situ de procesos bioldgicos. También presentan varias regiones en su estructura
que admiten inserciones o deleciones de uno o varios aminodcidos que, dependiendo de su
ubicacidon y/o naturaleza, podran modificar las propiedades espectroscépicas de la FP
convirtiéndola en un biosensor. Por ejemplo, la composicidon quimica del cromdéforo tiene un

rol muy importante en ajustar las propiedades espectrales de las FPs (Figura 9) (Dean, 2014). El
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croméforo formado por un tripéptido puede tolerar sustitucién en los primeros dos posiciones
pero no en la tercera debido a su rol en la ciclacién. El principal determinante en las longitudes
de onda de excitacién y de emisidn es el segundo aminodcido en el tripéptido, observiandose
una histidina en FPs azules, un triptéfano en FPs cyan y una tirosina en FPs verdes y amarillas
(Figura 9). Las FPs con propiedades espectrales especiales son aquellas con un gran
corrimiento de Stokes (>100 nm). Estas FPs, como LSSmOrange, T-Sapphire y mTagBFP2,
pueden ser particularmente Utiles para la multiplexacién espectral, donde una Unica longitud

de onda de excitacidon puede excitar multiples FPs, (ejemplo a 405nm) (Dean, 2014).

N-Terminus
C-Terminus

Figura 9. Caracteristicas de los diferentes croméforos en las FPs. A. Dimensiones y arquitectura del
barril de la FP, y estructura de alguno de los cromdéforos mas comunes derivados de Aequorea FP, 1 BFP;
2 CFP; 3 GFP; 4 YFP. B. Mapa de mutaciones mas comunes sobre la Aequorea GFP. Las hojas- estan
numeradas y representadas por cilindros verdes con flecha indicando hacia el extremo C-terminal,
mientras que las a-hélices estan representadas como cilindros grises. Las mutaciones estan coloreadas
de acuerdo con la variante que representan: BFPs (azul), CFPs (cyan), GFPs (verde), YFPs (amarillo),

Sapphire (violeta), plegamiento (gris). Tomado de (Shaner N. C., 2007).

La proteina GFP salvaje, originalmente aislada de la medusa Aequorea victoria por Osamu

Shimomura, es una proteina soluble de 27 kDa. La cadena polipeptidica de 238 aminodcidos
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conforma un barril B de 11 hojas que oculta en el interior del mismo una hélice a que contiene
al grupo croméforo. El croméforo de la GFP salvaje estad conformado por 3 aminoacidos, Ser65,
Tyr66 y Gly67 (Meyer, 2010). Estos aminodcidos sufren una reaccion de ciclacion
postraduccional, seguido de un paso de deshidratacion y un paso de oxidacién, que da lugar al
cromdforo maduro (Figura 10). La oxidacién lleva a la formacidn de un sistema conjugado de
electrones-t capaces de absorber y emitir luz visible. La proteina GFP salvaje presenta dos
picos de excitacion que reflejan diferentes estados de protonacién del grupo fenol del residuo
Y66 dentro del cromdforo, pero solo un pico de emisién con maximo en 509 nm. El primer pico
de excitacion con un maximo de 395 nm corresponde a la forma protonada o neutra del
croméforo (banda A) y el segundo pico con un maximo de 475 nm corresponde a la forma
desprotonada, o anidnica (banda B). El protén es reversiblemente traslocado entre la Tyr66 y

el Glu222 a través de un puente de hidrégeno que involucra también a la Ser205 (Meyer, 2010)

(Figura 10).
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Figura 10. Desprotonacion reversible del croméforo de la proteina GFP. Interconversion del cromoéforo
entre la forma neutra (A) y la anidnica (B). El cromdforo estd conformado por S65 (verde), Y66 (azul) y
G67 (naranja). La desprotonacion del grupo hidroxilo del fenol esta acoplada con la protonacion del

E222 a través de un enlace de hidréogeno, y de una molécula de agua.

Luego de la excitacion de la banda A (por ejemplo, con un laser a 405 nm) el croméforo
excitado neutro (A*) se convierte en la forma anidnica no relajada y transfiere el protén
fendlico del residuo Y66 al carboxilato del residuo E222. Los aminodcidos mds relevantes en la
transferencia de protén en el estado excitado o ESPT (del inglés excited state proton transfer)
(Meyer, 2010) son los involucrados en la red de enlaces puente de hidrégeno alrededor del
cromoforo (por ejemplo, S205, E222, S65) y aquellos cercanos a la Y66 (por ejemplo, N146,
H148, T203). Este mecanismo de transferencia de protdn/hidrégeno es el que determina en

gran medida la capacidad con la que el grupo croméforo absorbe y emite luz.
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Dentro del rango de pH fisioldgico (pH 5.5-8.5), la acidez del medio circundante no afecta
de manera marcada el estado de protonacién del croméforo. No obstante, pH acidos tienden a
disminuir (quenchear) la intensidad de fluorescencia. Otra caracteristica importante de algunas
FPs (ej. GFP) es que presentan picos de excitacion discretos y destacados a diferentes
longitudes de ondas que muestran un comportamiento inversamente reciproco dependiendo
el estado de protonacidon del cromdéforo (Figura 11). Este comportamiento ratiométrico
permite normalizar las medidas de fluorescencia adquiridas bajo diferentes condiciones y
cancelar variaciones en intensidad de fluorescencia que no sean inducidas por los estimulos
especificos, como lo pueden ser diferencias en niveles de expresion entre células o
interferencias negativas (quenching por pH, compuestos o pigmentos celulares). Otras FPs
simplemente poseen un Unico pico de excitacion y por lo tanto las mediciones son
intensiométricas (Figura 11) y cuando se emplean como sensores, requieren de calibraciones o
normalizaciones especiales para descartar o cuantificar su contribucién o interferencia con la
fluorescencia. Una de las desventajas de los biosensores ratiométricos es que “ocupan” un
mayor rango espectral, limitando el uso de mediciones multiparamétricas con otros

fluoréforos de FPs por solapamiento de espectros de fluorescencia.
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Figura 11. Tipos de respuesta de los biosensores. Biosensor intensiométrico (izquierda) y Biosensor
ratiométrico (derecha), se indica el cambio en la intensidad de fluorescencia como funcién de un

aumento en la concentracioén de analito.

Los grupos de Jakob Winther y James Remington desarrollaron de forma independiente
sondas redox sensibles basadas en la proteina amarilla fluorescente o YFP (por su sigla en
inglés Yellow Fluorescent Protein; (Ostergaard, 2001)) y la proteina verde fluorescente o GFP
(por su sigla en inglés Green Fluorescent Protein; (Dooley, 2004); (Hanson, 2004)),

respectivamente. Las mismas fueron denominadas rxYFP y roGFP y se generaron mediante
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técnicas de mutagénesis sitio dirigida. La estrategia consistid en reemplazar por residuos de
cisteina un par de aminoacidos espacialmente adyacentes (de manera tal que se favorezca la
formacién de un enlace disulfuro entre ellos), expuestos al solvente (para que puedan
interactuar con especies redox del medio circundante) y préximos a aminoacidos que forman
parte del croméforo o bien de la red de interacciones electrostaticas o de Van der Walls del
mismo (ya que esto permitiria traducir cambios conformacionales inducidos por estado redox
de las cisteinas en cambios espectroscdpicos a nivel del croméforo) (Schwarzldnder, 2016). Se
estudiaron diferentes mutantes de Cys de estas proteinas, halldndose los mejores desempefios
en término de respuesta y amplitud de cambios en intensidad de fluorescencia para los
mutantes Ser147Cys (cadena B 7) y GIn204Cys (cadena B 10) de la EGFP (mutante denominado
roGFP2), y los residuos N149Cy S202C de la YFP.

En el caso del biosensor generado a partir de la proteina GFP, roGFP2, se vio que la
desprotonacion del croméforo es significativamente favorecida cuando se sustituye la S65 por
una treonina, lo cual provoca un corrimiento del pico mayor de excitacion a 488 nm, dando
lugar a la proteina GFP mejorada o EGFP (del inglés enhanced GFP) (Heim, 1995), su
croméforo presenta dos picos de absorcidon (405 nm y 488 nm) cuya capacidad de excitacion
mostrd una respuesta inversa en relacidn al estado redox de sus cisteinas. El comportamiento
de doble excitacion asociado a una Unica Aem de la GFP es justamente lo que posibilita realizar
medidas ratiométricas con esta proteina. La oxidacion (formacién del disulfuro) de la proteina
roGFP2 resulta en un incremento en el pico de excitacion a 405 nm y en una disminucidn en el
pico de excitacion a 488 nm y un comportamiento opuesto bajo condiciones reductoras
(Figura 12 A). Cada paso individual de los tres del intercambio tiol-disulfuro es totalmente
reversible (ejemplo en presencia de DTT), esto representa como gran ventaja la capacidad del
biosensor de monitorear cambios redox in vivo. A diferencia de la GFP, el cromdforo de la (rx)
YFP presenta solo un pico de absorcion destacado (488 nm), por lo que los cambios en el
estado redox de las cisteinas se traducen solo en cambios intensiométricos de fluorescencia

(Figura 11; Figura 12 B).

La cristalizacién de la forma reducida y oxidada de una de las variantes de roGFP (PDB 1JCO y
1JC1) permitié estudiar en detalle los cambios estructurales que explicarian la formacién del
disulfuro y la protonacion del croméforo (Hanson, 2004). El mecanismo exacto a partir del cual
los cambios de fluorescencia ocurren son significativamente diferentes entre cada una de las

variedades de las proteinas fluorescentes.
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La formacién de un enlace disulfuro entre los residuos cisteina mutados en las posiciones 149 y
202 en la proteina rxYFP (Ostergaard, 2001) exhibié una reduccion del pico de emisién de
fluorescencia de 2.2 veces respecto al wtYFP, sin un cambio significativo en la longitud de onda
de excitacién. La proteina rxYFP exhibe dos picos de absorcion para la banda A (croméforo
neutro, Amsx = 392 nm) y para la banda B (cromdforo anidnico, Amsx = 514 nm), con un claro
punto isosbéstico a 432 nm. Sin embargo, debido al quenching de la fluorescencia, la forma del
cromoéforo neutro de la rxYFP es no fluorescente y por lo tanto exhibe un solo pico de
excitaciéon con un maximo en 512 nm con un hombro menor cercano a los 448 nm (Figura 12
B). El potencial redox medio de la rxYFP fue determinado como E°* 261 mV a partir de la
titulacion de la proteina recombinante con un amortiguador 2 GSH/GSSG (Ostergaard, 2001).
Ademads como la reactividad de la rxYFP frente al glutation es relativamente lenta, las muestras

de proteina tuvieron que ser incubadas por 21 horas y luego ajustado la relacion 2 GSH/GSSG.
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Figura 12. Caracteristicas espectrales de los sensores redox fluorescente roGFP2 y rxYFP. A. Cambios
redox dependientes en el espectro de excitacién de la proteina roGFP2. El cromdforo de la proteina
roGFP2 reducida se encuentra preferentemente desprotonado, exhibiendo un pico de excitacion
cercano a los 488nm (curva roja). Frente a la oxidacion, el cromoforo se encuentra protonado, ganando
excitabilidad a 405nm y perdiendo excitabilidad a 488 nm (curva azul). B. Espectro de excitacion y de
emision de la forma oxidada (linea punteada) y reducida (linea entera) de la proteina rxYFP a pH 7.0. Los
dos espectros fueron registrados a una longitud de onda de emisién y de excitacion de 540 nm y 490

nm, respectivamente. Tomada y modificada de (Ostergaard, 2001).

A diferencia de la rxYFP, al presentar dos picos de excitacidn que responden de manera
opuesta al estimulo redox, la roGFP2 permite realizar medidas ratiométricas, independientes
de la concentracién de la sonda (Figura 11). Este comportamiento tiene el potencial de reducir

o eliminar alteraciones en los datos causados por fotoblanqueamiento, por diferencias en
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niveles de expresién, por inestabilidad en la iluminacidn, y por una distribuciéon no uniforme
entre las células o entre grupos de células. De todos modos, hay que considerar que estas
medidas ratiométricas son sensibles a las longitudes de onda elegidas y a las caracteristicas de
cada instrumento, tales como el ancho de banda de excitacidn, y la sensibilidad del detector.
Por lo que se debe realizar curvas de calibracidn individuales para cada sonda bajo las

condiciones utilizadas para las medidas experimentales.

Para ambos biosensores se demostrd que poseen una alta predileccidon por reaccionar con
GSSG/GSH, no asi con otros oxidantes o reductores fisioldgicos como el Oy, H,0, o la Trx
(Meyer A., 2007) (Meyer, 2010) (Schwarzlander, 2016) (Banach-Latapy, 2013) (Dooley, 2004).
La reactividad de roGFP2 y rxYFP con glutatidn y la reconocida capacidad de la Grx por catalizar
reacciones reversibles de intercambio tiol/disulfuro entre este tiol de bajo peso molecular y
proteinas blanco condujo a la realizacién de ensayos de oxidoreduccién de estos biosensores

en presencia de Grx.

Estos estudios mostraron que la Grx aceleré significativamente la oxidacidn y reduccién
de ambos biosensores cuando el sustrato era GSSG y GSH, respectivamente. De hecho, la
sensibilidad de estos biosensores se vio significativamente incrementada cuando la Grx formé
parte de las reacciones sea que la misma estuviera libre en solucion (Bjornberg, 2006) o
fusionada al biosensor (Gutscher, 2008). En términos cuantitativos esto se reflejé en un
incremento de al menos 3 érdenes de magnitud en la cinética de la oxido-reduccién de los
biosensores, en la deteccién de concentraciones nanomolares de GSSG y en una capacidad de
respuesta en el orden de los milisegundos. Estos trabajos fueron realizados con Grxlp de
levadura y Grx humana, lo cual ademas contribuyé a demostrar que el médulo traductor de
sefial no establece una interaccion directa con el mddulo sensor sino simplemente a través del
tiol de bajo peso molecular. Esto fue luego corroborado indirectamente al observarse
respuestas comparativamente similares en la respuesta de estos biosensores a diferentes
estimulos redox cuando fueron expresados en células y organismos de diferentes especies
pero con sistemas GSH/Grx funcionales (Hansen, 2006) (Gutscher, 2008). En resumen, en
sistemas bioldgicos, ambos biosensores responderian de manera relativamente especifica a

fluctuaciones en la relacion GSH/GSSG mediante reacciones catalizadas por Grx.

En base a estas observaciones y para lograr que las mediciones de estado redox del pool
GSH/GSSG no dependa de la disponibilidad de Grx enddgena, la cual puede variar de célula a

célula y a nivel de compartimentos subcelulares, es que se desarrollé una segunda generacion
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de biosensores redox fusionados a Grx (Figura 13). De hecho, la hGrx-roGFP2 ha contribuido a
elucidar que la relacién GSH/GSSG en los peroxisomas y en el espacio intermembrana
mitocondrial, dos dominios subcelulares con casi nula o limitada cantidad de Grx nativa, es
comparable a la presente en el citosol de la célula (Kojer, 2015) (Kojer, 2012) (Elbaz-Alon Y.,

2014).
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Figura 13. Biosensor redox hGrx-roGFP2. La hGrx cataliza eficientemente el equilibrio entre el par
GSH/GSSG vy la roGFP2. Para la reaccion de oxidacion, (1) el glutatidn disulfuro reacciona con la cisteina
nucleofilica del sitio activo de la hGrx, dando lugar a la cisteina glutationilada con la liberacién de una
molécula de glutatién reducido; (2) este disulfuro mixto de la hGrx es atacado por una de las cisteinas
redox sensibles de la roGFP2 dando lugar a la forma glutationilada del sensor y la forma reducida de
hGrx; (3) el disulfuro entre una de las cisteinas de la roGFP2 y el glutation se resuelve por medio de la
formacion de un disulfuro intramolecular en la roGFP2 y la liberacion de la segunda molécula de GSH.
Este ultimo paso se acompafia con un cambio ratiométrico en la intensidad de fluorescencia de la

roGFP2 cuando es excitada a 488 nm y 405 nm. Tomada y adaptada de (Comini, 2016).

En esta configuracion de fusion, la proximidad molecular y relacién estequiometria entre
el médulo traductor de sefial y el mdédulo sensor aseguran una comunicaciéon eficiente entre
ambos. Justamente esta propiedad y la versatilidad de la roGFP2 para ser oxidada por otras
proteinas traductoras o tioles de bajo peso molecular dio lugar a la generacién de biosensores
donde la especificidad por el analito a detectar esta dada por el mddulo traductor. Este es el
caso de la fusidn de peroxidasas o redoxinas tiol-especificas a roGFP2 que dio lugar a
biosensores con capacidad para detectar H,O, micotiol o bacilitiol (ambos tioles de bajo peso
molecular presentes en micobacterias y actinomicetes) y el tripanotion (tiol de bajo peso
molecular exclusivo del linaje Euglenozoa: tripanosomatidos) (Dooley, 2004); (Hanson, 2004);
(@stergaard, 2004); (Jiang, 2006); (Meyer A., 2007); (Bhaskar, 2014)). El esquema de la Figura
14 resume las caracteristicas y variantes y algunas de las aplicaciones de los biosensores redox

basados en la roGFP2.
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Figura 14. Propiedades de las proteinas redox fluorescentes para el estudio in vivo de procesos
bioldgicos redox. Estas incluyen, (A) la posibilidad de realizar medidas ratiométricas independientes del
nivel de expresidon de la sonda (aplicable a roGFPs no a rxYFP). (B) Especificidad por especies redox
puede lograrse via la fusion con enzimas redox especificas con la opcién de tener como blanco (C)
localizaciones subcelulares definidas por medio de fusionar genéticamente proteinas o péptidos
apropiados hacia el blanco. (D) La oxidacion de la sonda es totalmente reversible, permitiendo medidas

en tiempo real.

1.2.1.2 Sensores redox fluorescentes con corrimiento espectral hacia el rojo.

Una de las desventajas de los biosensores basados en FPs que poseen espectros de
emisién en la zona del espectro visible y < 500 nm es su escaso potencial para ser empleados
en la mayoria de los modelos in vivo debido a la baja penetracidn en los tejidos de la luz de
excitacion violeta/azul y de la emisién de la luz verde. Una alternativa prometedora para
superar estas limitaciones lo constituyen las FPs con espectros de adsorcién y emision corridos
hacia el rojo lejano (Aem > 600 nm). Las primeras FPs con estas caracteristicas fueron aisladas
de la anemona Entacmaea quadricolor y de un coral del género Discosoma, las cuales
presentan una conformacion tetramérica (eqFP611; (Petersen, 2003), (Wiedenmann, 2002)) y
dimérica (DsRed; (Mizuno, 2001)), respectivamente. Algunas de las desventajas que
presentaban estas proteinas, como ser bajos rendimientos cuanticos, limitada fotoestabilidad

y conformaciones oligoméricas que pueden afectar su uso como biosensor (Campbell, 2002);
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(Shaner, 2008); (Wiedenmann, 2005); (Wiedemann, 2009), han sido superadas mediante la

generacioén de variantes mutagenizadas (Shui, 2011) (Feng, 2019).

Las primeras versiones de biosensores redox basados en FP con corrimiento espectral
hacia el “rojo” han sido reportadas recientemente (Sugiura, 2015) (Fan, 2015) (Mishin, 2015)
(Ermakova, 2014). Una de ellas es la version roja de la GFP, denominada rxRFP (de las siglas en
inglés redox sensitive red fluorescent protein). A diferencia de la estrategia empleada para los
sensores roGFP2 y rxYFP, la rxRFP ha sido permutada circularmente y se le ha incorporado un
residuo de cisteina tanto en el extremo N-terminal como C-terminal de los sitios de
permutacién. Con los residuos de cisteina en estado reducido por tratamiento con DTT, la
rxRFP presenta una intensidad de fluorescencia basal baja debido a que la permutacion
modificé la posicion de los residuos que forman la red de interacciones electrostaticas
alrededor del cromdforo y este Ultimo queda expuesto al solvente. Cuando los residuos de
cisteina son oxidados por el agregado de GSSG, forman un disulfuro intramolecular, y se logra
restaurar la conformacién de los residuos préximos al croméforo con lo cual éste se estabiliza
y aumenta cerca de 4 veces su intensidad de fluorescencia a pH fisioldgico (Ex/Em 576/600
nm) (Fan, 2015) (Figura 15). El sensor rxRFP seria una sonda fluorescente util para detectar

cambios redox generales, pero no una sonda especifica para un determinado EROs/ERNs.
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Figura 15. Esquema del funcionamiento del sensor rxRFP. A. En condiciones reductoras, las cisteinas N-
terminal y C-terminal de la proteina circularmente permutada se encuentran como tiolato. En
condiciones oxidantes, se forma el disulfuro intramolecular entre las mismas cisteinas, observandose un
aumento en la intensidad de fluorescencia. B. Espectro de excitacidn (rojo) y de emisién (magenta) de la

proteina rxRFP.

32



33

Uno de los grandes problemas que presenta esta configuracién de sensor redox es que en
estado reducido (el cual es preponderante en condiciones fisiolégicas y en la mayoria de los
organelos celulares con la excepciéon del reticulo endoplasmdtico y los peroxisoma), el
croméforo queda expuesto al solvente y éste ha mostrado ser particularmente sensible a pH
(disminucidn de la intensidad de fluorescencia a pH menores a 8) y a reaccionar (oxidarse) de

manera irreversible con el ONOOy el O;'.

Otro biosensor basado en una FP roja es el denominado HyPerRed que constituye el
primer sensor fluorescente rojo codificado genéticamente para detectar peréxido de
hidréogeno (Ermakova, 2014). Hasta ese momento los dos tipos de sensores codificados
genéticamente para detectar peréxido de hidrogeno in vivo eran los correspondientes a la
familia de los reporteros HyPer (Belousov, 2006) y el sensor roGFP2-Orpl (Gutscher, 2008).
HyPer es un producto de la integracion de una proteina fluorescente amarilla permutada
circularmente (cpYFP) con el dominio regulador de la proteina bacteriana OxyR (OxyR-RD).
Para generar la HyPerRed, se procedid a reemplazar la cpYFP del sensor HyPer por una versién
circularmente permutada de la proteina mKate (Shui, 2011), FusionRed (Shemiakina, 2012) y
cpRed (una proteina fluorescente roja circularmente permutada cpmApple; (Zhao, 2011).
(Figura 16). Se prepararon diferentes librerias de expresidn, una para cada cpFP, variando la
longitud de los linkers entre la cpFP y los dos dominios flanqueantes OxyR-RD. En cada libreria,
las secuencias de los linkers fueron randomizadas para lograr identificar variantes Unicas con
las mejores condiciones de plegado y de maduracién. Unicamente las librerias basadas en la
proteina cpRed presentd clones que respondieron al agregado de H,0,. El clon seleccionado
correspondié a la proteina cpRed (cpmApple) asociada los linkers Pro-Arg-Thr y Ala-Gly-Val,
que demostrd un incremento de un 80% de la intensidad de fluorescencia luego del agregado

de H,0,, esta proteina es la que se denominé como HyPerRed.
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Figura 16. Esquema del funcionamiento del sensor HyPerRed. En condiciones reductoras, los residuos
de cisteina de los mdédulos OxyR-RD se encuentran como tiolatos y el croméforo queda expuesto al
solvente y carece de la red de interacciones electrostaticas que lo estabilizan, lo cual se traduce en una
intensidad de fluorescencia basal baja. En condiciones oxidantes, se forma el disulfuro entre las
subunidades OxyR-RD, lo cual estabiliza la red de contactos del croméforo y provoca un incremento de
la intensidad de fluorescencia. B. Espectro de excitacidn del sensor oxidado (rojo) y reducido (azul) a un

Aem de 605nm. Tomado de (Bilan, 2016).

Al igual que el biosensor rxRFP, la intensidad de fluorescencia de HyPerRed es
fuertemente influenciada por el pH del medio. Al igual que para comApple (Zhao, 2011), la
proteina HyPerRed presenta una curva de titulacidon de pH similar, donde la forma oxidada y la
forma reducida de HyPerRed presentan un pKa de 8,5 y de 8,7, respectivamente. Por lo que se
recomienda, el uso de un control frente a cambios de pH en ensayos paralelos, como, por
ejemplo, el uso de la variante HyPerRedC199S, donde Cys199 es un residuo critico para
reaccionar con el H,0, y formar el puente disulfuro con la Cys208 del dominio OxyR. La
sustitucidon del Cys199 mostro propiedades espectrales similares a HyPerRed pero no fue
sensible al H,0,, pudiendo ser utilizado como un control de calibracién interno frente a

cambios en la intensidad de fluorescencia producto de cambios en el pH.

Otra desventaja es que HyPerRed (al igual que las variantes que emplean la version
permutante circular de las FPs) es intensiométrico, lo cual, como fuese mencionado

anteriormente, obliga a la inclusién de controles experimentales de calibracion redox.

Por otro lado, (Shokhina, 2019) desarrollaron la proteina redox sensible con corrimiento
al rojo, roCherry. Dos cisteinas fueron insertadas en los residuos 150 y 203 de mCherry
(Shaner, 2004) dando lugar a un prototipo de proteina, denominada roCherry. La insercién de
una treonina a continuacion de la Cys150 y una mutacion adicional (S151E) fueron realizadas
para aumentar y favorecer la movilidad y rango dinamico de la proteina. La enzima Grx1 fue
fusionada al extremo N-terminal de roCherry por medio de un linker, previamente utilizado
para el sensor Peredox (Hung, 2011). El sensor redox sensible Grx1-roCherry presenta un tipo
de respuesta intensiométrica, con un Unico pico de excitacién a 589 nm y un Unico pico de
emision a 610 nm. Al igual que otras sondas redox sensibles previamente reportadas y ya
mencionadas en este trabajo de tesis, el sensor hGrx-roCherry es sensible al pH, su potencial
es ~ -311 mV y no responde de manera directa al perdxido de hidrégeno in vitro, pero si en
cultivo celular. Al comparar este sensor, con el Grx1-roGFP2, es menos especifico y presenta

respuesta a altas concentraciones de oxidante, como éxido nitrico.
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1.3 Estudio de la via de seializacion por AMPc/GMPc

1.3.1 Métodos de deteccion de AMPc/GMPc.

En su gran mayoria, los métodos clasicos para estudiar y cuantificar concentraciones de
AMPc/GMPc implican el lisado de células o tejidos (Gruteser, 2020). Entre ellos se encuentran
los basados en la medicion de niveles de AMPc por ensayos de competencia a una proteina
especifica de unién o inmunoensayos (radioinmunoensayos (RIA) y los enzimoinmunoensayos
(EIA)). Para los inmunoensayos, el AMPc/GMPc presentes en el lisado celular compiten, por el
sitio de unién a un anticuerpo anti-nucleétido ciclico especifico, contra estandares de
AMPc/GMPc artificialmente radiomarcados (RIA) o inmunoconjugados (EIA). La deteccion se
da por la unién de otro conjunto de anticuerpos que reconocen el sustrato modificado pero no
el nativo. Estos segundos anticuerpos, generalmente, estdn acoplados a una enzima que
metaboliza un sustrato dando lugar a la emisidon de una sefial detectable dpticamente (ej.
luminiscencia, colorimétrica, radiocontraste (Harper, 1975); (Frandsen, 1976); (Chiulli, 2000).
Una de las principales desventajas de estos métodos es la complejidad para obtener y preparar
los antisueros, si bien, existen kit comerciales disponibles, el costo por unidad es alto y se

vuelve aln mayor a la hora de realizar experimentos de gran escala (Chen, 2002).

Un ensayo muy empleado para cuantificar AMPc es el de competencia de unién a PKA,
donde un sustrato marcado compite con el AMPc presente en la muestra por la unién a esta
proteina (Chen, 2002); (Gilman, 1970). Las ventajas de este ensayo son su simplicidad, bajo
costo y alta especificidad. Sin embargo, sus puntos criticos son que requieren la
producciéon/purificacion de la proteina de unidn, la extraccién del AMPc de las muestras, y la
cuantificacion del AMPc marcado (Chen, 2002). Otra de las principales desventajas de los
métodos basados en la unién por competencia, son los multiples pasos de manipulacién de la

muestra y los tiempos de incubacién, que pueden extenderse por 16-18h.

1.3.2 Sensores FRET para deteccion de AMPc/GMPc

En los ultimos afios, el desarrollo de sensores codificados genéticamente ha
revolucionado el drea y ha permitido medir cambios en la concentracién de estos segundos

mensajeros con una alta resolucién espacial y temporal a nivel celular. Este tipo de nuevas
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herramientas ha permitido profundizar los estudios de la via de sefializaciéon, asi como en la
distribucién y compartimentalizacién de los diferentes componentes. Varios de ellos consisten
en variantes espectrales de la GFP que interaccionan mediante efecto FRET regulado por
transiciones alostéricas inducidas por cAMP sobre dominios de alta afinidad por este ligando

(Sprenger, 2013).

El fendmeno de FRET se basa en la transferencia de energia de un fluoréforo excitado
(dador) a un cromodforo (aceptor) cuyo espectro de excitacién se solapa con el espectro de
emision del dador (Figura 17 B). La transferencia de energia se da sin la aparicién de un fotdn
por parte del dador y es resultado de interacciones dipolo-dipolo entre dador y aceptor. La
tasa de energia transferida depende de la superficie de solapamiento espectral entre el
espectro de emision del dador y el espectro de absorcion del aceptor, del rendimiento
cuantico del dador, de la orientacidén relativa entre los dipolos del dador y aceptor, y de la

distancia entre las moléculas dadora y aceptora (Figura 17 A).
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Figura 17. Propiedades del fendmeno de FRET. A. Esquema de transferencia de energia entre una
molécula excitada (dador de FRET) y la emision de la segunda molécula (aceptor de FRET), se indica una
distancia dptima de 10 nm entre ellas. B. Solapamiento espectral dptimo entre el espectro de emision

de la molécula dadora y el espectro de excitacion de la molécula aceptora. C. La eficiencia de FRET (E) es

36



37

dependiente de la distancia entre ambas moléculas. El Ro es la distancia a la cual se da un 50% de

eficiencia de FRET.

La tasa de transferencia de energia de FRET (kgr) estd dada por la ecuacion de Forster (eq

1 [Ry\®
il
Tg \ 7

Ro=8.785x 10725 (cm® mol 17Y)

1).

K2¢dJ
n4

La cantidad de energia transferida por unidad de tiempo, ker, es dependiente del tq, la
vida media del dador en ausencia de moléculas del aceptor; r, la distancia entre el dador y el
aceptor; Ry, la distancia a la cual la eficiencia de la energia de transferencia es del 50% (Figura
17 C). La distancia Ro estd determinada por los siguientes parametros: k?, un factor
adimensional relacionado con la orientacion del dador y el aceptor; ¢4, el rendimiento
cuantico del dador en ausencia de moléculas del aceptor; n, el indice de refraccién del medio;

y J, la integral de la superposicién espectral, la cual mide el grado de superposicién espectral

entre el espectro de emisidn del dador y el espectro de excitacion del aceptor (Figura 17 B).

La produccion del efecto de FRET conlleva diversos cambios espectrales en el sistema.
Primero, la intensidad de fluorescencia del fluoréforo dador decae dado que parte de la
energia es absorbida por el fluoréforo aceptor. En segundo lugar, la intensidad de
fluorescencia del aceptor se ve incrementada (si el aceptor es fluorescente), debido a la
presencia de una fuente de excitacidn. En tercer lugar, el tiempo de vida del estado excitado
del fluoréforo del dador disminuye, debido a que mayor cantidad de energia se ve disipada
hacia el aceptor. Sobre esa base fisica, es que distintos parametros pueden ser utilizados para
evaluar cambios en FRET: 1) la relacién de intensidad de fluorescencia dador/aceptor (medida
ratiométrica), 2) el aumento de la intensidad de fluorescencia del dador frente al
fotoblanqueamiento del aceptor, y 3) la medicién del tiempo de vida de la fluorescencia del

dador.

La principal ventaja de las sondas basadas en el fendmeno de FRET es la posibilidad de
realizar medidas ratiométricas. Las principales desventajas son: 1) sus bajos rangos dinamicos,
2) sus altos pesos moleculares, ya que se componen de al menos dos FPs y polipéptidos

accesorios, lo cual puede afectar su correcta distribucién celular (en particular cuando deben
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traslocar a compartimentos especificos) y 3) cubren un amplio rango del espectro, limitando
asi el uso de fluoréforos complementarios. La mayoria de las FPs son mas o menos sensibles al
pH, por lo tanto, sensores FRET con dos cromodforos diferentes pueden tener respuestas

complejas al pH (Lukyanov, 2014).

El desarrollo de biosensores FRET se ha basado histéricamente en el uso de variantes
espectrales que funcionan en el rango de longitudes de onda entre el cyan y el amarillo (CFP e
YFP). Sin embargo, muchos de los reporteros CFP-YFP han inducido fototoxicidad causada por
la fuente de excitacion vy presentado eventos fotocinéticos complejos como
fotoblanqueamiento y fotoconversion. Ademds, en muchos casos el rango dinamico es tan
bajo que los cambios de FRET son marginales y por lo tanto no es posible utilizarlos para medir

respuestas bioquimicas sutiles o transientes.

Pares de FRET alternativos entre GFP o YFP y entre OFP (de su sigla en inglés orange
fluorescent protein) o RFP han sido ampliamente explorados, pero aun asi tienen limitaciones.
Las proteinas OFPs presentan un bajo tiempo de maduracién, rapido fotoblanqueamiento o
fotoconversiéon a especies verdes o rojas (Shaner, 2008) (Kremers, 2009). Respecto a las
proteinas RFPs, los pares descritos anteriormente con RFP como aceptor no mejoran la tasa de
FRET en comparacion a la brindada por los sensores basados en el par CFP-YFP (Kwok, 2008)

(Mutoh, 2009).

Un atributo no deseable en los pares FRET es el solapamiento entre el espectro de
emisidon del dador y el espectro de emisién del aceptor. Este solapamiento en la emisién
disminuye la capacidad de cambio, por ejemplo, un aumento en el FRET y por lo tanto en la
emision del aceptor se verd contrarrestada por la reduccién de la emision del dador infiltrada
en el canal de emisién del aceptor. El par CFP-YFP, por ejemplo, muestra un extenso
solapamiento de las emisiones del dador y del aceptor. Otra caracteristica importante en los
pares FRET, es la eficiencia de FRET (E) entre las proteinas del par. La eficiencia de FRET (E) se
encuentra relacionada con la distancia inter-fluoréforo (r, eq. 1) por una curva sigmoide
descrita por la ecuacién de Forster (eq. 1). Esta curva (Figura 17 C) presenta el punto mas
pronunciado en su punto medio, donde E es igual a 0,5 y r es igual a la distancia a la cual la
eficiencia de la energia de transferencia es del 50 %, Ro, un parametro que depende de las
propiedades fisicoquimicas del par FRET y de la ubicacidn del dipolo de transicién de emision
del dadory del dipolo de transicidon de absorbancia del aceptor. Como se puede observar en la
curva (Figura 17 C), pendientes mayores estd asociado a proteinas reporteras que operen con

un E cercano a 0,5 y a valores mayores de r, en comparacion a proteinas reporteras que
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operen lejos del 0,5. Valores mas grandes de r (2 5 nm), esta asociado con mayores eficiencias
de FRET que tiene como ventaja un incremento en la emision del aceptor, minimizando la

interferencia que puede tener la emisién del dador en el canal del aceptor.

Recientemente se han desarrollado proteinas fluorescentes optimizadas en cuanto a
brillo, estabilidad y superposicién de caracteristicas espectrales para efecto FRET (Lam, 2012).
El foco ha estado puesto principalmente en la ingenierizacidon de dos proteinas fluorescentes:
Clover y mRuby2, que han mostrado tener un brillo y tasa de FRET significativamente superior
al descrito para otros pares FRET (Lam, 2012) (Figura 18). El par FRET Clover-Ruby2 ha
mostrado poseer una elevada fotoestabilidad, rango dindmico de FRET y tasa de emision de
fluorescencia (Lam, 2012), durante el desarrollo de este par se puso especial énfasis en
mejorar la separacién entre la emisién del dador y la del aceptor y en obtener mayores r
(aumentando el rendimiento cudntico del dador, el coeficiente de extincién del aceptor y la
integral de superposicidon espectral entre emisién del dador y excitacidon del aceptor) (Lam,

2012).

La proteina Clover tiene un maximo de excitacién y de emision a 505 y 515nm,
respectivamente, los cuales se encuentran entre los correspondientes a EGFP y EYFP. Sin
embargo, a diferencia de estas Ultimas, su coeficiente de extincién (111,000 M cm?) y
rendimiento cudntico (0,76) es 2 y 1,3 veces superior a la EGFP (Day, 2009) (Lam, 2012),
respectivamente. Esto convierte a Clover en la proteina mas brillante nunca antes
caracterizada, siendo 2,5 veces mds que la EGFP (Day, 2009), (Lam, 2012) y que otras variantes
como, mTurquoise2 (3 veces mas, (Goedhart, 2010)) y mTFP1 (1,5 veces mds, (Day, 2009)).
Clover difiere de la proteina GFP en 10 mutaciones (S30R, Y39N, S65G, Q69A, N105T, Y145F,

M153T, V163A, 1171V y T203H) que impactan positivamente en sus pardmetros fisicoquimicos.

La proteina mRuby2, es una variante de la mRuby (difiere en cuatro residuos: L15M 1102V
A119V A131P (Lam, 2012) (Wiedenmann, 2009), cuyo precursor es la proteina eqFP611 (Baird,
2000). mRuby2 mostré tener un espectro similar a mRuby y un brillo mejorado (¢ = 113,000
versus 112,000 Mt ecm™, ¢ = 0.38 versus 0.35, (Lam, 2012)). A diferencia de la mRuby, la cual
muestra cierta fotosensibilidad (10% de pérdida de fluorescencia en 2 segundos) y foto
blanqueamiento (vida media de 101 segundos) cuando es expuesta a una lampara de Xenon, la
mRuby2 mostré ser menos fotosensible con un decaimiento mono-exponencial y vida media
de 121 segundos (Kredel, 2009). Ademas, se ha visto que la proteina mRuby2 puede funcionar
con una gran cantidad de fusiones a diferentes proteinas subcelulares tanto en su C-terminal o

en su N-terminal, por ejemplo, mRuby2-18aa-a-tubulina (microtibulos), mRuby2-7aa-Rab5a
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(endosomas) y mRuby2-10aa-H2B (nucleosomas) (Lam, 2012).

El par Clover-mRuby?2 presenta un alto ¢D (rendimiento cuantico del dador; 0.76; Figura
18 C), A (extincidon molar del aceptor; 113,000 M?cm™; Figura 18 C) y un O6ptimo
solapamiento entre el espectro emisiéon del dador y el espectro de excitacién del aceptor.
(Figura 18 B). Como resultado, esta combinacién de fluoréforos tiene un Ro de 6.3nm (un valor
nunca antes visto para ningun otro par FRET, eq. 1; Figura 18 C). Recordar que es la distancia a
la cual la eficiencia de la energia de transferencia es del 50%, un valor promedio de Ro es de 5
nm, por lo g el valor del rendimiento cudntico del dador en ausencia de moléculas del aceptor
y la integral de la superposicidon espectral, la cual mide el grado de superposicidon espectral
entre el espectro de emisién del dador y el espectro de excitaciéon del aceptor son mayores a lo
habitual, obteniendo una eficiencia de FRET nunca antes conseguida. El par Clover-mRuby2
deberia permitir realizar imagenologia y ensayos in vivo con menos citotoxicidad y con una
mayor relacién sefial/ruido que la combinacién CFP-YFP, ademas de ser compatible con laser
azul y filtros de excitacion comuUnmente presentes en la mayoria de los equipos de

fluorescencia (citdbmetros, microscopios).
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ECFP-Citrine 0,36 77 4,8
ECFP-Venus 0,36 92 5,0
Cerulean-Citrine 0,49 77 54
Cerulean-Venus 0,49 92 5,2
SECFP-SEYFP 0,58 101 54
EGFP-mCherry 0,60 72 54
TagGFP-TagRFP 0,59 100 5,7
mTFP1-Citrine 0,85 77 57
mTFP1-mOrange 0,85 71 5,7
Citrine-mKate2 0,76 63 58
Clover-mCherry 0,76 72 58
mTurquoise1-SEYFP 0,84 101 5,8
mTurquiose2-SEYFP 0,93 101 5,9
Clover-mRuby2 0,76 113 6,3

Figura 18. Caracteristicas y propiedades del nuevo par de FRET Clover-mRuby2. A. Espectro de
excitacion y de emision del par FRET CFP-YFP. B. Espectro de excitacién y emision del par FRET Clover-
mRuby?2. C. Tabla comparativa entre diferentes pares FRET, donde ¢D (rendimiento cudntico del dador);
€A (coeficiente de extincidn molar del aceptor) y Ro (es la distancia a la cual se da un 50% de eficiencia

de FRET.). Tomado y modificado de (Lam, 2012).

Los sensores de AMPc/GMPc codificados genéticamente basados en FRET hacen uso de
los dominios de unién a AMPc presentes en PKA o EPAC, (Zaccolo M., 2000) (Nikolaev, 2004) y
agregan una gran sensibilidad de deteccidn a nivel fisiolégico con gran resoluciéon a nivel
espacial y temporal. En estos sensores, la proteina fluorescente aceptora de FRET y la proteina
fluorescente dadora de FRET, se encuentran unidos por un médulo que contiene la estructura

receptora que es responsable de sensar los niveles de AMPc/GMPc presentes en el entorno.

Para el caso de los sensores de nucleétido ciclico, generalmente la molécula detectora es
un dominio de unidén a nucledtido ciclico (CNBD; del inglés cyclic nucleotide-binding domain)
fusionado genéticamente a variantes espectrales de la proteina GFP. Cuando la concentracion

intracelular de nucleétido ciclico aumenta, se une al CNBD, desencadenando un cambio
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conformacional alostérico que modifica la distancia relativa y orientacion de ambos

fluoréforos, traduciéndose en un cambio en la sefial de FRET.

Los primeros sensores de FRET para AMPc fueron desarrollados en la década de los 90 por
el grupo de Tsien. El sensor (FICRhR) generado por este laboratorio consistié de una PKA
dependiente de AMPc donde las subunidades cataliticas (C) y regulatorias (R) fueron
conjugadas a diferentes sondas fluorescentes, fluoresceina y rodamina, capaces de hacer FRET
entre ellas cuando la holoenzima se encuentra en su forma tetramérica (R2C2). Cuando las
subunidades R unen moléculas de AMPc se disocian de las subunidades C, con lo cual aumenta
la distancia entre los fluorédforos, disminuye el efecto FRET y aumenta la emision de
fluorescencia del dador a expensas de la no captacidn de fluorescencia por parte del aceptor
(Figura 19 A). Si bien el sensor FICRhR ha sido empleado para monitorear AMPc en células
vivas, sus principales desventajas son su preparacion (se necesita de un marcado in vitro,
purificacién), incorporacién intracelular (microinyeccidon del holotetrdmero de 170kDa) y uso

limitado a ciertos tipos celulares.

Posteriormente, el grupo de Zaccolo (Zaccolo M. , 2000) (Zaccolo M., 2002) exploré el
desarrollo de sensores de AMPc codificados genéticamente que superaran las limitaciones
presentadas por el FICRhR (Adams, 1991), (Bacskai, 1993). Se generaron con este fin, un gran
numero de quimeras donde proteinas modificadas de la GFP (variantes S65T (mutacion S65T,
ex 510nm; em 545nm) y EBFP (EBFP, ex 380 nm; em 460nm) fueron fusionadas en cualquiera
de sus extremos (N- o C- terminal) a la subunidad reguladora (Rl o RIl) o a la subunidad
catalitica (C) de la PKA (Figura 19 B, (Zaccolo M. , 2000). De todas las conformaciones
evaluadas, las dos fusiones que mostraron mejores resultados y que consistieron en la primera
generacién de este tipo de sensores, fueron la fusién en el extremo C-terminal de las
subunidades catalitica (C) y la subunidad regulatoria Rll de la PKA a S65T y a EBFP,
respectivamente, a través de un linker de 11 aminoacidos (C-S65T y RII-EBFP, Figura 19 B), ,
que en estado basal (baja concentracién de AMPc) fueran capaces de realizar FRET entre si y
que dicho fenomeno de FRET no tuviera lugar o disminuyera significativamente frente al
incremento intracelular de AMPc, provocado justamente por la separacidn de las subunidades
regulatoria y catalitica de la PKA (Figura 19 B). La co-transfeccién con ambas construcciones (C-
S65T y RI-EBFP) en distintos tipos celulares mostré un ratio 460/545 (excitacién 380nm,
Optimo para EBFP) de 1,5 y 2,5, mientras que el ratio 460/545 fue de 4 y 5 cuando se
analizaron células co-transfectadas con los controles de FPs individuales (EBFP y S65T, es decir
no fusionadas a las subunidades de PKA) o bien las quimeras conteniendo las FPs fusionadas al

extremo N-terminal de las correspondientes subunidades de la PKA fusiones (EBFP-C y S65T-
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RIl, Figura 19 B). Estas diferencias en el ratio indicaron que, en la holoenzima, las proteinas
EBFP y S65T se encuentran cercanas al estar fusionadas por el C-terminal a la subunidad
regulatoria RIl de la PKA(RII-EBFP) y a la subunidad catalitica (C-S65T), respectivamente. El
FRET entre estas dos construcciones fue confirmado, por un lado, al observar un pico de
emision a 511 nm en células CHO co-transfectadas, mientras que este pico no fue observado
en los controles de las FPs individuales ni de las quimeras conteniendo las FPs fusionadas al
extremo N-terminal y por otro lado, por la observacion de un aumento en el ratio 460/545
frente al tratamiento con agentes estimulantes de la produccion de AMPc, como forskolina y
dibutiril AMPc (dbAMPc), sin verse modificado el valor de la relacién en los controles. Debido a
ciertas limitaciones observadas para este sensor de FRET compuesto por dos construcciones,
como por ejemplo, la necesidad de una expresion equimolar de las quimeras dentro de la
célula, la interaccién requerida entre las construcciones co-transfectadas asociado a las
propiedades cataliticas y mecanismo de cooperatividad necesario (unién cooperativa de AMPc
a sitios de diferente afinidad), es que otros grupos de investigacion continuaron con el

desarrollo de sensores mas simples y mas eficientes.
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T+ EBFP-RIl = EBFP-C

/T }-S65TRI
= +EBFP-RI
¥ —3-RI-S65T
¥ RI-EBFP

CAMP(®) ‘ _excitation
; B \ / Hingil BamHI
L ¢ |
\ sy () e fl PKA RII &S RI-EBFP
—_Regulalo (An) =
| - . C Catalvlic | )
P Feguaion 2 e U KLYPYDVPDYA
&) 4 LN Clal HindIll Bami
4 Y
! —{ PKA catalytic subunit S6ST }— C-S65T
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Figura 19. Esquema de sensores de AMPc bi-moleculares y tipo FRET basados en PKA. A. Sensor
FICRhR, tomado de (Adams, 1991). B Representacidon de alguna de las quimeras evaluadas. En recuadro
negro, el linker peptidico; RI: subunidad reguladora | de la PKA. Para las construcciones RII-EBFP y C-
S65T se muestra la secuencia aminoacidica del linker; C: subunidad catalitica de PKA. Tomado y

modificado de (Zaccolo M., 2000).

En el afio 2004, Nikolaev y colaboradores desarrollaron diferentes sensores para detectar
AMPc donde las proteinas EYFP (del inglés, enhanced yellow fluorescent protein) en el N-
terminal y la ECFP (del inglés, enhanced cyan fluorescent protein) en el C-terminal se

encontraban ligadas entre ellas por un polipéptido que contiene los dominios de unién a AMPc
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de Epac o PKA (Nikolaev, 2004) (Figura 20).
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Figura 20. Desarrollo y funcionamiento del sensor Epac2-camps. A. Grupo de construcciones
generadas con el dominio de unién a nucledtido ciclico de la proteina EPAC o PKA fusionado a la
proteina YFP (extremo N-terminal) y a la proteina CFP (extremo C-terminal). B. Mecanismo de
accién del sensor Epac2-camps frente al agregado de AMPc. Tomado y modificado de (Nikolaev,

2004).

Para ambos tipos de sensores se generaron y estudiaron diferentes construcciones y
mutantes de los dominios de Epac 1y 2 y de la subunidad Il reguladora de PKA (Figura 20A).
Basado en datos estructurales obtenidos previamente por (Rehmann, 2003), se propuso que
posicionando la proteina YFP directamente en el N-terminal en la a-hélice 4 y la proteina CFP
en el C-terminal en la a-hélice 6del dominio B de uniéon de AMPc de la proteina Epac 2
conllevaria un aumento en la distancia entre ambos fluoréforos causado por un cambio
conformacional inducido por la unién de AMPc. (Figura 20 B). Confirmando esta hipdtesis, el
sensor denominado Epac2-camps mostré una disminucién de FRET frente a la adiciéon de
AMPc. La respuesta a AMPc mostré ser especifica ya que en ensayos in vitro, otros nucleétidos
produjeron una pérdida marginal de FRET. El sensor Epac2-camps permitié obtener
informacidén sobre la organizacién espacio-temporal de la sefializacidon por AMPc dentro de las
células, revelando la propagacién rapida (milisegundos) de gradientes de AMPc desde el sitio

de activacion del receptor, lo cual resultd ser mas rdpido de lo descrito anteriormente. A
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diferencia del sensor tetramérico de PKA (Zaccolo M. , 2000) que presenta restricciones de
distribucién subcelular condicionado por la unidn a las proteinas AKAP, el sensor Epac2-camps

mostro distribuirse en todo el citosol y responder de manera sensible al AMPc libre.

Sin embargo, se ha reportado que la dindmica de la sefial de FRET vy, por lo tanto, la
deteccion de AMPc se vio afectada cuando se incorporan sefiales de localizacidn subcelular en
las regiones amino- y carboxi- terminal de las FPs que flanquean al dominio de unién a
nucledtidos (Herget, 2008) (Surdo, 2017). Se postulé que las secuencias de localizacidon
subcelular interfieren, mediante efecto estérico, con los cambios conformacionales que se
requieren para la aproximacién de ambos mddulos fluorescentes en presencia de AMPc
(Surdo, 2017) (Chao, 2019). De todas formas, el sensor Epac2-camps fue empleado para el
estudio espacio-temporal de la sefializacién por AMPc en diferentes tipos celulares (Nikolaev,

2004) (Storch, 2017) (Berrera, 2008).

Con el objetivo de superar dichas limitaciones, recientemente se desarrollé un nuevo
sensor para AMPc denominado CUTie (del inglés, cAMP universal tag for imaging experiments),
que si bien se compone de los mismos elementos modulares presentes en el sensor Epac estos
difieren en su disposicion (Figura 21 A) (Surdo, 2017). La principal diferencia radica en que la
secuencia codificante para la YFP se inserta en el loop 4-5 del CNBD, conservandose la fusion
de CFP a la regidon C-terminal del CNBD. Este disefio estuvo sustentado por analisis de
secuencias y simulaciones moleculares que mostraron que dicha modificacidn seria compatible
con el correcto plegamiento tanto del CNBD como de la YFP. Por otro lado, esta nueva
arquitectura molecular deja libre el extremo amino terminal del CNBD al cual se le pueden
agregar diferentes péptidos sefial sin que esto comprometa los cambios conformacionales e
interaccion entre las FPs. Otro aspecto destacado del biosensor CUTie es que, al contrario del
sensor Epac2-camps, la union de AMPc conlleva un incremento de la sefial de FRET (Figura 21
C). Por lo tanto, la deteccién de AMPc a través de CUTie se dara por ganancia y no por pérdida
de sefial. Esto es muy relevante ya que diversos factores inespecificos pueden contribuir a una

menor sefial de FRET no asi a su incremento.
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Figura 21. Configuracion molecular de los sensores Epac y CUTie. (A) Representacién esquematica
de los sensores Epac y CUTie. CNBD, dominio de unidn a nucledtido ciclico; TD, dominio blanco. (B)
Modelo del sensor Epac construido utilizando la estructura de Epac2. Se encuentra coloreadas
diferentes estructuras secundarias del CNBD (rojo: hélice; gris: region enrollada; celeste: hoja beta)
y en esferas verde el AMPc. Las hélices del extremo amino y carboxi terminal del CNBD se
encuentran semitransparentes resaltando que el mecanismo alostérico responsable de aumentar el
FRET en ausencia de AMPc no esta del todo confirmado. (C) El sensor CUTie en su conformacion
unida a AMPc y libre de AMPc. Las estructuras estan coloreadas como en (B). Tomado y modificado

de (Chao, 2019).

1.4 Aplicaciones de los sensores redox y de AMPc en procesos
biolodgicos.
Los biosensores codificados genéticamente revolucionaron la capacidad de estudiar
diferentes metabolitos y procesos, al permitir realizar medidas directas, en tiempo real y
compartimento-especificas en células intactas (Schwarzliander, 2016) (Berrera, 2008)

(Nikolaev, 2004) (Chao, 2019) (Belousov, 2006) (Bjornberg, 2006) (Gutscher, 2008).

En lo que refiere a los biosensores redox, la primera cuestidon a tener en claro es que la
selectividad del sistema reportero estd determinada en gran medida por el contexto fisioldgico
en el cual se encuentre inmerso el biosensor, el médulo traductor de sefial que a éste se le
acople y su cinética de reaccion con la FP redox sensible, asi como el potencial redox de las

cisteinas de la FP. Equivocamente, una numerosa cantidad de articulos cientificos reportan el
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uso de roGFP2 como sonda para ERO (Pal, 2013). Sin embargo, la roGFP2 (asi como tantas
otras FPs relacionadas) no reacciona con la mayoria de los ERO en condiciones fisioldgicas ya
que sus cisteinas presentan una baja reactividad contra esas especies. La reaccion directa de la
roGFP2 al peroxido de hidrogeno seria cinéticamente insignificante (Muller, 2017),
(Schwarzlander, 2016), asi como el acido hipocloroso (producido por los macréfagos durante el
estallido respiratorio (Winterbourn, 2006) (Tlili, 2011) o el peroxinitrito, ambos potentes
agente oxidantes que tampoco provocarian una respuesta sobre la cisteinas de la roGFP2 en
las condiciones de concentraciones y tiempo en que se han evaluado, observandose solamente
una directa oxidacidn sobre la roGFP2 frente a concentraciones de ERO extremas no
fisiolégicas (Muller, 2017). A nivel intracelular, la oxido-reduccién de la roGFP2, y de otras FPs
redox sensibles, es catalizada por la Grx enddgena a expensas de la relacion GSH/GSSG
(Dooley, 2004) (Gutscher, 2008). Por lo tanto, desprovistos de elementos traductores estos
biosensores reportan el estado del pool intracelular de GSH/GSSG donde la disponibilidad de
Grx limitard la velocidad de respuesta del sensor. El acople de diferentes elementos
traductores capaces de reaccionar con la roGFP2 dio lugar a la generacién de biosensores de
segunda generacidn que consistieron en fusiones de FPs redox sensibles a Grx (hGrx-roGFP2
(Meyer, 2010), Grx1p-roGFP2 (Gutscher, 2008), micorredoxina (Mpx-roGFP2, (Bhaskar, 2014)),
bacilirredoxina (Brx-roGFP2, (Loi, 2017)), triparredoxina (Tpx-roGFP2, (Ebersoll, 2020)),
peroxidasas (Orpl-roGFP2 (Gutscher M. , 2009)),HyPer, HyPer-2,HyPer-3 y HyPer7 (Belousov,
2006), (Markvicheva, 2011), (Bilan D. S., 2013), (Pak, 2020), TriPer (Melo, 2017) y NeonOxlrr
(Subach, 2019), peroxirredoxinas (roGFP2-Tsa2CR, (Morgan, 2016), 3-mercapto piruvato
sulfuro-transferasa (Moseler, 2021), o Tiorredoxina (Trx-rxRFP, (Fan Y., 2017) , los cuales
presentaron mejores cinéticas y especificidad en la respuesta a insultos oxidativos o sustratos
redox activos o no. No obstante, alin se carece de sensores con especificidad por el anién
superoxido, hidroperdxidos de lipidos asi como de una ampliacién de las variantes de FPs
fusionadas a algunos de estos los elementos traductores, lo cual permitiria extender el rango

espectral de los biosensores especificos.

Los biosensores redox basados en FP han sido empleados con éxito para el monitoreo
dindmico, en tiempo real, en células y organismos completos vivos (Dooley, 2004) (Gutscher,
2008). Algunos ejemplos de aplicaciones de estos sensores redox codificados genéticamente
se mencionan a continuacion en la seccidn, pero se puede encontrar en la literatura, 1) el uso
de los sensores roGFP para medir y cuantificar el potencial redox citosdlico en diferentes
especies (Mycobacterium tuberculosis, Saccaromyces cerevisiae, Plasmodium falciparum,

Trypanosoma brucei brucei) 2) para dilucidar la importancia de vias redox de sefializacién
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asociado a diferentes patologias como el cancer (Chen Y., 2016) (Brautigam, 2016), la diabetes
(Rochette, 2014), las enfermedades neurodegenerativas ((Breckwoldt, 2014) (Niedzielska,
2016), e 3) identificar y evidenciar la funcion de proteinas que no han sido estudiadas hasta el

momento.

Una de las aplicaciones mas acertada de los sensores redox basados en proteinas
fluorescentes es poder evidenciar el estrés redox inducido por compuestos téxicos, por ciertas
caracteristicas genéticas y/o condiciones de cultivo. A partir de esta informacidn es que se
podra conocer el mecanismo de accidon molecular de diferentes oxidantes y de su interaccién
con diferentes vias celulares, en particular con los sistemas antioxidantes, permitiendo
delucidar la funcidén de algunos genes y sus productos codificantes relacionados con el

metabolismo redox.

Un ejemplo es el caso de M. tuberculosis (Mtb), un patégeno de relevancia y significancia
en salud publica, que provoca la enfermedad Tuberculosis en aproximadamente 10 millones
de personas anualmente (MacNeil, 2020). El estudio de las caracteristicas metabdlicas de Mtb,
asi como tener mayor conocimiento sobre la capacidad de resistencia al dafio oxidativo, son de
gran importancia para el descubrimiento de nuevos farmacos. En el trabajo de (Arumugam,
2019), utilizando la sonda redox Mrx1-roGFP2 para hacer medidas de Ewmsk, se identificaron
posibles roles del operdn MmpS6-MmplL6 sobre la fisiologia de Mtb, este operdn veria
activada su expresidon en presencia de diferentes compuestos redox activos (Triclosan,
Plumbagina, Juglone) teniendo una funcién importante en la capacidad de Mtb de tolerar el
estrés redox, la sonda Mrx1-roGFP2 mostro de igual manera una disminucién en la relaciéon

micotiol reducido (MSH) y micotiol oxidado (MSSM) (Arumugam, 2019).

El trabajo de (Linzner, 2019), dedicado a la investigacidn del rol fisiolégico de YpdA en S.
aureus es otro ejemplo de cédmo el uso de biosensores redox basados en proteinas
fluorescentes aporta sobre la funcidn de proteinas que no han sido aun exploradas (Linzner,
2019). La bacteria S. aureus, al igual que otros firmicutes, utiliza el bacilitiol como principal tiol
de bajo peso molecular para mantener el estado redox, detoxificando antibidticos y
electrdfilos téxicos (Chandrangsu, 2018). Si bien se ha establecido que las proteinas BrxA y
BrxB serian capaces de realizar la reaccion de-bacilitiolacién (Gaballa A. , 2014), el responsable
de la reduccién del bacilitiol (BSH) permanece desconocida. Evidencia bioquimica (Mikheyeva,
2019) y genética (Gaballa, 2010) indicaria que la proteina YpdA tendria el rol de reducir el BSH,
datos experimentales muestran que la sobreexpresion de YpdA aumentaria el nivel de BSH y

contribuiria a la resistencia al estrés oxidativo (Mikheyeva, 2019). Haciendo uso de las sondas
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Brx-roGFP2 y Tpx-roGPF2, (Linzner, 2019) investigaron la via de electrones entre
BrxA/BSH/YpdA bajo diferentes condiciones fisioldgicas, obteniendo resultado que apoyan la

hipdtesis.

Por otro lado, mas recientemente, el uso de sensores redox basados en proteinas
fluorescentes se ha utilizado en investigaciones sobre la enfermedad diabetes. (Reissaus,
2019), desarrollaron una nueva plataforma para estudiar células del islote pancreatico en
modelo in vivo. Esta plataforma combina la expresidon de biosensores en células de un animal
vivo y microscopia intravital. El uso de imagenologia abdominal permite la observacion de
repetidas veces del mismo ratdon por varias semanas. En este trabajo, los autores demuestran
la eficacia de su método en un modelo de diabetes inducido farmacolégicamente. Inyecciones
de estreptozocina (antibidtico que tiene propiedades antitumorales, que posee una accion
citotéxica sobre las células beta del pancreas) inducen la oxidacién del citoplasma de las
células beta del pancreas, que fue medido por la sonda hGrx-roGFP2, sin embargo, el estado
redox de las células vuelve a su estado normal luego de las dos semanas de tratamiento

(Reissaus, 2019).

Al momento se conoce que la disfuncién mitocondrial contribuye al desarrollo de esta
patologia (Galvan, 2017). Estudios hechos en ratones db/db, en un modelo genético para
estudiar diabetes, el biosensor roGFP2 dirigido a la matriz mitocondrial, mostré que las
mitocondrias del ratén diabético se encuentran mds oxidadas que en ratones control sanos
(Galvan, 2017) (Galvan D. , 2019). Ademas, las mitocondrias en el ratén diabético mostraron
una fisién excesiva (Galvan D., 2019). La fision mitocondrial esta regulada por la proteina Drpl
(Kraus 2017), un ratdén diabético mutante en la posicidon ser600, mostro una mejora en ciertos
pardmetros bioquimicos e histoldgicos, una disminucidén en la fision mitocondrial, y una
normalizacién en el estado redox de la mitocondria en comparacién con un ratén diabético
control. Por lo que, la proteina Drpl podria ser un blanco terapéutico interesante en el

tratamiento de la diabetes (Galvan D., 2019).

Las sondas de FRET de AMPc han sido utilizadas ampliamente para estudiar el
funcionamiento del tejido cardiaco, para dilucidar el rol y la compartimentalizacién de la via de
sefializacion de AMPc en patologias cardiovasculares. Se ha visto que la sefializacion de PKA es
fundamental en distintas patologias cardiovasculares (Stangherlin, 2012), que lideran indices
de mortalidad en el mundo (http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs317/es/) y el
Uruguay, con aproximadamente 30 decesos diarios

(http://www.msp.gub.uy/publicacién/estadisticas-de-mortalidad). Evidencias recogidas en los
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ultimos afios, han mostrado la presencia de alteraciones funcionales en multiples
microdominios subcelulares cardiacos (Nikolaev V. , 2017) y que incluyen a las vias de
sefializacion por los mensajeros secundarios de nucledtido ciclico (Perera, 2015) (Nikolaev V.,
2010) (Zakhary, 2000). La imagenologia de células vivas, aisladas, basada en sensores FRET,
provee de los medios para poder disecar como la sefializacion ocurre dentro de la célula en
tiempo y espacio. Técnicas de imagenologia en tiempo real de AMPc, han potenciado
notoriamente los conocimientos sobre la distribucién y la naturaleza de los dominios de

sefnalizacion intracelular de AMPc.

La resolucidon subcelular proporcionada por estos sensores FRET y la posibilidad de
monitorear de manera cuantitativa este segundo mensajero en tiempo real aporta una
informacién valiosa sin precedente sobre la dindmica del AMPc (Koschinski, 2015). Con estos
sensores FRET, fue posible demostrar que la respuesta de AMPc a la activacidon de GPCRs no es
homogénea dentro de la célula y que la concentracién de AMPc es mds alta dentro de ciertos
sitios subcelulares (Zaccolo M. , 2002), y que los cambios heterogéneos de AMPc provocan que
un Unico subset limitado de proteinas efectoras sean activadas (Di Benedetto, 2008). Otros
estudios mostraron que diferentes GPCRs interaccionan con diferentes ACs (Bundey, 2006)
generando diferentes pool de AMPc localizados (Houslay, 1997) donde se ve alterado el
confinamiento espacial de estos pool frente a la inhibicién de las PDEs, indicando el rol clave
de estas enzimas en la compartimentalizacién del AMPc (Mika, 2012) (Stangherlin, 2012)
(Cooper, 2014) (Guellich, 2014) (Froese, 2015).

Avances en la técnica basada en FRET, sensores de AMPc han sido genéticamente
modificados para ser dirigidos a diferentes compartimentos subcelulares y asi monitorear
eventos de sefializacién en sitios especificos de la célula (DiPilato, 2004) (Allen, 2006) (Liu,

2011) (Lefkimmiatis, 2014) (Sprenger J., 2015) (Agarwal, 2017) (Pendin, 2017) (Surdo, 2017).

La funcidon mas importante del AMPc en el corazdn es sin dudas, la reaccién de lucha o de
huida, una respuesta fisioldgica ante la percepcién de dafo, ataque, o amenaza a la
supervivencia (Zaccolo, 2021). Esta reaccién involucra la activacion de receptores B-
adrenérgicos (B-ARs) y se manifiesta con efectos cronotrdpicos (aceleran frecuencia cardiaca),
inotrépicos (aumentan la contraccidn cardiaca) y lusitrdpicos positivos (aumentan relajacion
de la fibra miocdrdica). Estos efectos estan asociados principalmente con la fosforilacién via
PKA de proteinas que participan en el acoplamiento de la excitacién celular y la contraccién de

los miocitos (Zaccolo, 2021).
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Muy recientemente, Nikolaev y col (Bastug-Ozel, 2019) desarrollaron un nuevo sensor
FRET, el biosensor PLM-EPAC1, al fusionar el sensor EPAC1 (descrito en la seccién 1.3.2 ) por su
extremo C-terminal al fosfolema (PLM), para monitorear en tiempo real la dindmica de AMPc
en la cercania del complejo Na*K* ATPasa/PLM. Este estudio revelo una estricta regulacion
localizada de este microdiminio por el eje B2-AR/AMPc/PKA y PDE3, no siendo asi en situacion

de falla cardiaca (Bastug-Ozel, 2019).

Utilizando una estrategia similar al grupo de Nikolaev, fusionar sensores FRET a
componentes de complejos multiproteicos involucrados con la compartimentalizacion de
AMPc, Surdo y col. (Surdo, 2017) desarrollaron tres sondas de AMPc, una fusionada a la
proteina de membrana AKAP79 (AKAP79-CUTie), el cual permite evaluar de forma mas precisa
la sefalizacion por AMPc y el complejo AKAP79/B2-AR/Adenilato ciclasa/LTCC en el
plasmalema, otra sonda fusionada a la proteina AKAP186 (AKAP186-CUTie) dirigida al reticulo
sarcoplasmatico (SR) y otra sonda fusionada a la proteina Troponina | (TPNI-CUTie), dirigida a
los miofilamentos, proveyendo de herramientas para estudiar la sefializacién adrenérgica
subcelular en condiciones normales y patolédgicas de la funcion cardiaca. En ese estudio se
identificd que el agonista B-adrenérgico isoprotenerol (ISO) induce significativamente menores
respuestas de AMPc en los sitios de TPNI que en los sitios de AKAP79 y AKAP186. La inhibicidn
de las PDE por tratamiento con IBMX anula totalmente las diferencias en la respuesta de AMPc
inducidas por ISO en cualquiera de los tres compartimentos, indicando que la actividad de las
PDE es una limitante ain mayor en los niveles de AMPc en los sitios TPNI que en los sitios SR o

plasmalema.

Surdo vy col. (Surdo, 2017) demostraron también que el compartimento subcelular de los
miofilamentos es particularmente sensible a cambios en la sefializacién por AMPc provocados
en situaciones de hipertrofia cardiaca y de falla cardiaca. En miocitos de ratas neonatales
expuestos a norepinefrina, un modelo in vitro de hipertrofia cardiaca previamente establecido,
ISO induce respuestas a AMPc casi indetectables en los sitios de TPNI en comparacion al
control (células no hipertrofiadas), mientras que sefiales de AMPc en los sitios AKAP79 y
AKAP18d no difieren significativamente del control en comparacién a cardiomiocitos
enfermos. Estos hallazgos podrian ser de relevancia clinica, la identificacion de isoformas de
PDE involucradas en la atenuacidon de la sefalizacion de AMPc sobre TPNI podrian ser

utilizadas como nuevos blancos terapéuticos frente a la falla cardiaca.
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1.5 Tripanosomatidos como modelo de estudio de la interaccion

de vias de seiializacion redox y de AMPc.

1.5.1 Tripanosoma brucei, Tripanosoma cruzi y Leishmania spp.:
Consideraciones generales y ciclo de vida

Los tripanosomatidos son protistas unicelulares y parasitos obligados con la capacidad de
infectar diferentes especies animales (LukeS, 2018). La mayoria de estos pardsitos tienen
capacidad de infectar insectos hematéfagos que actuaran como vectores para la transmision
del agente infeccioso. Dentro de las enfermedades que ocasionan en seres humanos se
destacan la enfermedad africana del suefio, la enfermedad de Chagas y la Leishmaniasis.
Millones de personas que habitan regiones (sub) tropicales en el mundo estan expuestas a
estas infecciones que cursan con alto grado de morbilidad y también mortalidad si no reciben
tratamiento (Stuart, 2008). Por otro lado, la tripanosomiasis animal ocasiona un gran impacto
econdmico en zonas rurales al afectar la productividad y rendimiento del ganado bovino y

ovino principalmente (Giordani, 2016).

Con el fin de desarrollar su complejo ciclo de vida, los parasitos sufren importantes
cambios estructurales y metabdlicos para adaptarse a las condiciones fisicoquimicas
(temperatura, pH, y osmolaridad) y bioquimicas/bioldgicas (ej. deplecién de nutrientes,
enzimas digestivas, defensas del huésped) que les impone el medio circundante. La diseccion
de los eventos y componentes moleculares que facilitan dichas adaptaciones es de crucial
importancia no solo para comprender la biologia del desarrollo de estos patdgenos sino
también para facilitar el desarrollo de estrategias terapéuticas eficaces y selectivas. A
continuacién, se describen los aspectos mds destacados del ciclo biolégico de los

tripanosomatidos.

El ciclo de vida de Trypanosoma brucei se divide en 2 etapas: una que incluye la infeccién
del huésped mamifero (ganado u hombre) y otra de desarrollo en un insecto o vector bioldgico
(mosca hematdéfaga del género Glossina conocida como mosca tse-tse, Figura 22). Las
transiciones entre un huésped y el otro incluyen la diferenciacion previa a formas no
replicativas en el huésped original pero totalmente pre-adaptadas para sobrevivir y proliferar
en el nuevo huésped. T. brucei es un parasito extracelular que coloniza la sangre (o linfa en
insectos) y los fluidos intersticiales de sus hospederos mamiferos y vectores. En el huésped

vertebrado la forma tripomastigota se multiplica por fision binaria, pero a diferencia de
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Trypanosoma cruzi y Leishmania spp., T. brucei no invade células y tejidos, sino que habita en

fluidos incluyendo sangre, fluido intersticial y liquido linfatico y cefalorraquideo (CDC, 2012).

Por su lado, el ciclo de vida de T. cruzi comprende una etapa intracelular en un huésped
mamifero y otra en el insecto triatomino, involucra tres estadios: epimastigote, tripomastigote
y amastigote (Figura 22). La forma epimastigota reside en el intestino del insecto que en la
porcion posterior del mismo y frente a diferentes estimulos y condiciones nutricionales se
diferencia hacia la forma tripomastigota metaciclica que es altamente infectiva para
mamiferos. La forma tripomastigota corresponde a la forma infectiva residente en el medio
extracelular del huésped vertebrado que es incapaz de multiplicarse pero posee gran
capacidad de colonizar una amplia gama de tipos celulares. Una vez internalizada, la forma
tripomastigota se diferencia rdpidamente (horas) a la forma amastigota en el interior de la
célula hospedera. La forma amastigota es pequeiia y redondeada y posee capacidad
replicativa, multiplicdndose en el citoplasma de la célula hasta ocasionar su lisis. Este parasito
muestra tropismo por células de musculo liso y cardiomiocitos, ocasionando disfunciones a
nivel de la conduccidn nerviosa en el tracto gastrointestinal y el corazédn, y la hipetrofia de

varios de los 6rganos afectados.

En las glandulas salivares de su vector insecto, pequefias moscas del género Lutzomia,
Leishmania spp. se transforma en promastigotas metaciclicos con capacidad de infectar al
huesped mamifero (Sacks, 2001). En este ultimo, los pardsitos muestran una extraordinaria
capacidad para colonizar y sobrevivir casi exclusivamente en células de la linea monocitica (por
ejemplo, macréfagos), en la cual residen bajo la forma de amastigotas (Figura 22). A diferencia
de T. cruzi, los amastigotas de Leishmania se alojan y multiplican en la vacuola parasitéfora
(PVs) la cual presenta caracteristicas de fagolisosoma (Antoine, 1998). Los amastigotas
persisten principalmente en bazo e higado (érganos con gran carga de macréfagos)
ocasionando infecciones crénicas, propagando la infeccién de célula a célula y a moscas no
infectadas. La leishmaniasis generalmente se acompafia de inmunodeficiencia debido al

compromiso de la linea monocitica por la infeccién parasitaria (Goto, 2004) (Rodrigues, 2022).
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Figura 22. Ciclo de vida de los tripanosomatidos. Cada especie de tripanosomatido es capaz de
sobrevivir en un insecto hematdéfago especifico, el cual actia como vector de transmisién de estadios
altamente infectivos (flechas rojas) para mamiferos (ej. humanos, ganado). Luego de una exitosa
infeccion en el huésped mamifero, los patdgenos se diferencian a un estadio menos virulento que
muestra cierto tropismo especie-especifico de tejidos/células del huésped (flechas verdes). La mayoria
de los estadios extracelulares de estos patdgenos son capaces de infectar nuevas células del mamifero o

bien al insecto vector durante la ingesta de sangre. Tomado y modificado (Specker, 2021).

L. tarentolae es un pardsito que infecta habitualmente a lagartos, en su mayoria geckos de la
especie Tarentolae annulae. Fue aislada por primera vez de la especie Tarentola mauritanica
(Klatt, 2019). En los ultimos 30 afos, L. tarentolae se ha utilizado para una amplia gama de
aplicaciones biotecnoldgicas y biomédicas. En un comienzo se utilizaba principalmente para
estudios de edicién de ARN y amplificacion de genes. Posteriormente se evalud el uso de este
pardsito como candidato para la vacuna contra la leishmaniasis humana en modelos animales
y para deteccion de fdrmacos antiparasitarios asi como produccion de proteinas

recombinantes (Blum, 1990) (Aphasizhev, 2011) (Basile, 2009) (Kushnir, 2005).

En cuanto a la produccién de proteinas recombinantes, el sistema de L. tarentolae presenta
varias ventajas que incluyen el facil manejo de los cultivos, bajo requerimiento nutricional,
rapida tasa de crecimiento con un tiempo de duplicacién de 4-6 horas en agitacion, alcanza
altas densidades celulares (hasta 10° cel/mL), facil adaptacién a producciones a gran escala,
disponibilidad de métodos para su manipulacién genética y la maquinaria completa para
realizar modificaciones post-traduccionales, incluyendo glicosilacién la cual es muy similar a la
producida por mamifero (Kushnir, 2005) (Fritsche, 2007) (Klatt, 2012) (Jgrgensen, 2014)
(Langer, 2017).
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El ciclo de vida de L. tarentoale tiene dos estadios diferenciables morfolégicamente, el
estadio promastigote y el amastigote. En cultivo L. tarentolae se encuentra en su forma
promastigote movil al igual que en el insecto, su hospedador invertebrado. Los promastigotes
son monoflagelados con una forma tipo de lanza de largo entre 4-12 um y un ancho de 0,5-3
pum y los amastigotes son mas pequeiios con forma redondeada con un flagelo rudimentario
(Klatt S. , 2019). La distribucion geografica del patégeno Leishmania se encuentra en cercano
vinculo con la distribucién del vector insecto, el cual representa cerca de 100 especies de
moscas del género Phlebotomus (42 especies) y Lutzomyia (56 especies). Estas moscas habitan
en zonas tropicales y subtropicales de Asia, Africa, Australia, sur de Europa, y las Américas,
entre las latitudes 50 al norte y 40 al sur (Maroli, 2013). Moscas flebétomos y geckos
(Tarentola annularis y T. mauritanica) infectados con L. tarentolae fueron encontradas en el
sur de Europa, Africa del norte, y medio oriente (Elwasila, 1988); (Gomez-Eichelmann, 1988);
(Dye, 1989). Sin embargo, la prevalencia de la infeccion en la poblacion de geckos es

desconocida.

Como se discutird en las préximas secciones, tanto el metabolismo redox dependiente de
tioles como la sefializacién por nucledtidos ciclicos juegan un rol importante en varios de los

procesos de diferenciacion, adaptacién y proteccién de estos parasitos.

1.5.2 Metabolismo redox y sefializacion redox de Tripanosomas

Los tripanosomatidos poseen un sistema redox dependiente de tioles que es Unico al
centrarse exclusivamente en el uso del tripanotién [N!, N8bisglutationil espermidina, T(SH)a],
un ditiol formado por dos moléculas de GSH unidas covalentemente a una molécula de
espermidina, como principal cofactor redox de bajo peso molecular (Figura 23). El tripanotién
fue identificado por primera vez en el tripanosomatido Crithidia fasciculata hace mas de 25
afios atras (Fairlamb, 1985). Trabajos posteriores confirmaron su existencia en distintas
especies de la familia Trypanosomatidae (citados en (Krauth-Siegel, 2008)). Confirmando las
evidencias bioquimicas recogidas a lo largo de estas ultimas décadas en lo que respecta a los
componentes del sistema redox de los tripanosomas, los proyectos de secuenciacién genémica
culminados o en marcha vienen demostrando que estos organismos carecen de: i) glutatién
reductasa (GR) y tiorredoxina reductasa (TrxR), dos enzimas que contribuyen de manera
destacada a la homeostasis redox en gran parte de los seres vivos (Krauth-Siegel, 2008);
(Smith, 1992), ii) catalasa (Skodova-Sverakova, 2020), y iii) (selenocisteina) peroxidasas

dependientes de GSH (Boveris, 1977); (Boveris, 1980).
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Figura 23. Representacion esquematica del sistema redox dependiente de tiol de bajo peso molecular
en tripanosomatidos y mamiferos) El sistema redox dependiente de tioles de bajo peso molecular de
tripanosomatidos depende del bisglutationilespermidina (tripanotién), el cual es sintetizado tras varios
pasos por la tripanotidn sintetasa (TryS) a expensas de ATP, y el sustrato glutation (GSH), espermidina
(Sp) y monoglutationilespermidina (Gsp). LA enzima dependiente de NADPH+, la tripanotion reductasa
(TR), recicla el tripanotién reducido (T(SH)2) de su forma oxidada (TS2).La oxidoreductasa triparredoxina
(TXN), y la glutarredoxina (Grx) reciben equivalentes de reduccién del T(SH)2.La TXN reducida y la Grx
catalizan la reduccion de diferentes disulfuros proteicos y no proteicos (XS2 y XS-SX) que cumplen
diferentes e indispensables funciones en la célula. B) Los mamiferos carecen de TryS, y por lotanto de
tripanotion, y su sistema redox dependiente de tiol de bajo peso molecular depende del glutatién. El
glutatién se mantiene en su forma reducida (GSH) por la accién de la enzima dependiente de NADPH+,
la glutation reductasa (GR), la cual estd ausente en tripanosomatidos. La Grx utiliza GSH como cofactor
redox para catalizar la oxidoreduccion de diferentes proteinas involucradas en importantes procesos

celulares. Modificado de (Alice, 2021).

El sistema basico con el que cuenta el pardsito para mantener su equilibrio redox se
completa con la enzima encargada de regenerar la forma reducida del tripanotidn, la
tripanotion reductasa (TR) (Krauth-Siegel, 1987) (Shames, 1986), y una oxidoreductasa
multipropdsito, la triparredoxina (TXN) (Gommel, 1997) (Montemartini, 1998). La TXN
comparte propiedades con la Grx y la Trx, sin embargo, utiliza el T(SH), como sustrato reductor
(Nogoceke E., 1997) (Lidemann, 1998), de este modo aporta control catalitico a las reacciones
de oxidoreduccién de diferentes blancos moleculares y dependientes del ditiol de bajo peso
molecular (Figura 23). El hecho que los pardsitos sean capaces de soportar el ataque oxidativo
durante el proceso de infeccidn y se adapten a diferentes condiciones metabdlicas y
ambientales durante su ciclo de vida, indica que su sistema redox es bastante robusto para la

configuracién minimalista que caracteriza al mismo (Krauth-Siegel R. L., 2008).

56



57

El T(SH), reemplaza al GSH en la mayoria de las reacciones de intercambio tiol-disulfuro
que ocurren a nivel celular. Se ha determinado que T(SH), presenta mayor reactividad que GSH
en reacciones de oxido-reduccién, una propiedad fundamentada en su naturaleza ditidlica y en
el hecho que a pH fisioldgico sus cisteinas se hayan en su forma desprotonada, tiolato, la cual
es mas reactiva para intervenir en reacciones de intercambio tiol-disulfuro (Moutiez, 1995).
Por otro lado, se ha propuesto que estas propiedades del T(SH), favorecen la formacién de
puentes disulfuro intramoleculares luego de oxidaciones mediadas por uno o dos electrones,
previniendo la formaciéon de radicales sulfinilo (RSO0~), una especie capaz de propagar la
oxidacidn a otras moléculas. Los niveles de T(SH), varian a lo largo del ciclo de vida del
pardsito, por ejemplo para el caso de T. cruzi su concentracion es de 1,5 - 2,1 mM en
epimastigotes, 0,5 mM en tripomastigotes y 0,12 mM en amastigotas (Ariyanayagam, 2001)
(Ariyanayagam, 2003) (Maya, 1997) (Thompson, 2003) mientras que para T. brucei sanguineos
los valores oscilan entre 0,1 y 0,34 mM vy para la forma prociclica el valor es cercano a 0,34 mM

(Ariyanayagam M. R., 2001); (Comini M. A., 2007); (Shahi, 2002).

Respecto a la sefalizacion redox, como ya fue mencionado en la seccién 1.1.1, las
principales moléculas sefializadoras son las EROs, las cuales en tripanosomatidos pueden ser
producidas endégenamente (por ej. actividad metabdlica) o bien por el organismo huésped
como parte de su respuesta contra el agente patdgeno. Las enzimas Prx y GPx se encuentran
distribuidas en diferentes compartimentos subcelulares y tienen la capacidad de detectar
pequeifias fluctuaciones en los niveles de H,0,, ONOOH vy diferentes hidroperéxidos orgdnicos
(Diechtierow M. , 2011); (Piacenza, 2008); (Schlecker, 2005); (Tetaud, 2001); (Wilkinson, 2000),
(Wilkinson, 2003), por lo que las mismas califican como elementos sensores. En estos
organismos, la principal proteina blanco de las peroxidasas es la TXN, la cual reduce con gran
eficiencia los disulfuros intra o intermoleculares que se formen en las primeras producto de su
reaccion los perdxidos. Aun no se han identificado otras proteinas capaces de interactuar de
manera covalente con las peroxidasas y que por lo tanto actuaran como efectores de esta
cadena de sefializacion. Dado que la etapa limitante en esta via de transferencia de electrones
lo representa la reduccion de TXN por parte de T(SH), y dado que esta oxidoreductasa cumple
un rol multipropdsito interactuando de manera covalente con un gran nimero de proteinas
celulares (Arias, 2015), (Pifieyro M. D., 2011), esto sugiere que en estos organismos gran parte

de la sefalizacidn y regulacién redox serd mediada por TXN.

Por otro lado, las Grx se encuentran implicadas en promover y revertir la glutationilacion
de proteinas por lo que las mismas podrian participar en sefalizacién redox dependiente del

GSH (Chai, 2023). Recientemente se ha demostrado que diferentes estimulos oxidativos
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fisioldgicos, principalmente el H,0,, inducen la glutationilacion (e incluso hasta la
tripanotionilacion) de un conjunto especifico de proteinas de T. brucei (Ulrich, 2017). También
se observé que en esta misma especie la Grx citosdlica contribuye de manera importante a la
actividad deglutationilasa intracelular (Musunda, 2015). De hecho, tanto esta isoforma como la
localizada en el espacio intermembrana de la mitocondria del parasito regularian la actividad
de componentes asociados a la adaptacidn al calor mediante una actividad que depende de
sus residuos de cisteina de sitio activo (Ebersoll, 2018). Aunque aun resta identificar las
proteinas efectoras de las Grx asi como determinar si el mecanismo de regulacion/sefializacién

implica la S-(de) tiolacion de residuos.

1.5.3 Seiializacion de AMPc en Tripanosomatidos.

Si bien se tiene constancia que los diferentes estadios de los tripanosomatidos producen
AMPc, las vias de sefializacion dependiente de este segundo mensajero parecen diferir
bastante de las utilizadas por los mamiferos. La ausencia de receptores acoplados a proteina G,
la presencia de adenilato ciclasas estructuralmente diferentes, el escaso conocimiento sobre
los efectores del AMPc, y la necesidad de una rigurosa regulacion de AMPc, sugieren una via

bioguimicamente diferente.

Relativo a la AC, los dominios cataliticos de las ciclasas clase Il de tripanosomatidos
comparten homologia con las ciclasas clase Ill de mamifero, pero difieren de estas en cuanto a
estructura y modo de accion (Baker, 2004). Mientras que las proteinas de mamifero presentan
12 dominios transmembrana, las ACs de tripanosomadtidos tienen un Unico dominio
transmembrana, con un dominio intracelular C-terminal conservado y un dominio N-terminal
extracelular variable y funcionan como dimeros, con la excepcién de la recientemente
descubierta AC soluble conteniendo hemo de Leishmania major, HemACLm, la cual cataliza la
produccién de AMPc en respuesta a la unién a oxigeno (Figura 24 A). La supresion de HemAC-
Lm en promastigotes de L. major condujo a un aumento de la muerte celular bajo condiciones
de hipoxia (Santara, 2013), sugiriendo que la HemAC-Lm tiene un rol destacado en la
supervivencia del parasito en respuesta a cambios en la tensién de oxigeno del entorno (Figura
24 A). Por otro lado, las ACs de tripanosomatidos presentan una insercidon en el dominio de
unién a proteinas, que en sus homdlogos de mamiferos es importante para la interaccién y su
activacién por proteina G (Roux, 2014), lo cual impediria que tenga lugar dicho mecanismo.

Sumado a esto, no se han encontrado en el genoma de los tripanosomatidos homdlogos a la
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proteina heterotrimérica G (Gould M. K., 2011). El dominio catalitico de las ACs de
tripanosomatidos, a diferencia de las de mamiferos, no es activado por la forskolina, mientras
gue el dominio N-terminal extracelular largo y variable, de manera similar al receptor de la
guanilil ciclasa de mamiferos (Garbers, 2006), podria funcionar como receptor directo de
ligandos extracelulares (Seebeck, 2004); (Laxman, 2007). La ubicacion celular de las ACs de
kinetopldstidos por medio de anticuerpos antiESAG4 mostraron especificidad de unidn a
proteinas de superficie a lo largo del flagelo tanto en la forma sanguinea como en la prociclica
(Paindavoine, 1992). Por lo que, la ausencia de proteina G y que las ACs de tripanosomatidos
se ubiquen sobre la membrana celular es consistente con el hecho de que podrian tener un rol
como receptor (Tagoe, 2015) (Figura 24 C).

El genoma de T. brucei codifica aproximadamente para unos 80 homdlogos de AC, algunos
de las cuales, por su nivel de identidad de secuencia, fueron anotados como ESAGs (del inglés
expression site-associated genes; (Salmon, 2012). Una subfamilia de los genes ESAGs
relacionados a ACs, es la ESAG4, cuyos representantes son expresados en altos niveles en la
forma tripomastigota proliferativa y no asi en la forma no proliferativa (Salmon, 2012). Genes
relacionados a la subfamilia de las ESAG4 también fueron encontrados en T. brucei gambiense,
T. congolense, T. mega, T. equiperdum, y T. vivax. Estos genes de AC fueron estudiados,
confirmando su capacidad para efectivamente codificar enzimas AC funcionales por medio de
ensayos de complementacién en levaduras mutantes (Ross, 1991) (Paindavoine, 1992).
Ensayos de silenciamiento post-transcripcional de esta subfamilia de genes por ARNi, derivé en
parasitos con defectos en la citoquinesis, retardo en las fases del ciclo celular y proliferacion
celular, asi como en una disminuciéon de la virulencia en ratén ((Salmon, 2012), Figura 24 C).
Esto sugiere que la diversidad en ACs provee de una ventaja adaptativa a los parasitos,
favoreciendo la evasidon y modulacién del sistema inmune, y por lo tanto la supervivencia. En
ese sentido, se ha postulado que el comparativamente gran nimero de ACs existentes en T.
brucei, respecto de T. cruzi y Leishmania spp., esta relacionado con la mayor necesidad de esta
especie (de vida extracelular) por evadir componentes del sistema inmune del huésped (Gould

M. K., 2011).

En el genoma de tripanosomatidos se ha identificado la presencia de un homdlogo de la
PKA (Huang, 2011). En T. brucei, se identifico y se denominé TbRSU, a una proteina de 499
aminoacidos de gran homologia con las subunidades regulatorias de la PKA de eucariotas
(Shalaby, 2001). Estudios posteriores mostraron que si bien TbRSU es capaz de fosforilar y ser
inhibida por el péptido inhibidor de la PKA (PKI), no era estimulada por AMPc, no obstante, si

era estimulada por GMPc (Shalaby, 2001). La baja conservacidn de ciertos motivos relevantes
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para la interaccién con AMPc en la proteina de T. brucei condujo a la hipétesis que la misma

pudo haber sufrido cambios evolutivos para no depender de AMPc (Gould M. K., 2011).

Por el contrario, la PKA de L. major parece depender de AMPc ya que se observd una
correlacién entre la actividad de PKA y la produccidn de altos niveles de AMPc por la HemAC.
Por su parte, Trypanosoma cruzi posee una PKA compuesta por dos subunidades regulatorias
(TcPKAr) y dos subunidades cataliticas (TcPKAc) (Ochatt, 1993). Ambas subunidades muestran
un mismo patrén de expresion a lo largo del ciclo de vida del pardsito (Huang, 2011), lo cual
indica que las mismas se encuentran asociadas in vivo. En T. cruzi, la inhibiciéon de la PKA por
un inhibidor codificado genéticamente provocd la muerte de epimastigotes (Figura 24 B) (Bao,
2008). Si bien las moléculas efectoras de esta PKA aln no han sido identificadas ni
confirmadas, el estudio de Bao y col. sugirié como posibles moléculas efectoras a miembros de
la superfamilia de las transialidasas. Los tripanosomatidos son incapaces de producir acido
sidlico y por lo tanto recurren a estas enzimas para transferir este azlcar desde glicoproteinas
del huésped hacia las propias, logrando asi lo que se denomina mimetizacién molecular y el
ocultamiento de potenciales componentes antigénicos de sus proteinas de superficie (Frasch,
2000); (Frasch, 1994); (Schenkman, 1994). Es asi que las transialidasas cumplen un rol muy
importante en la evasidn del sistema del complemento, en la adhesién e invasién de las células
huésped (Figura 24 B). Esta correlacion entre la produccién de AMPc, la actividad de PKA y la
expresion de transialidasa se cree que favorece la diferenciacion de epimastigotas a
tripomastigotas, y por lo tanto confiere un rol destacado a la sefializacién por AMPc en la

diferenciacion e invasién de T. cruzi (Huang, 2011).

A pesar de que el AMPc ha estado implicado en importantes funciones celulares en los
tripanosomas, aun se desconocen cuales son las principales moléculas efectoras que median
estas actividades. Como ya fue mencionado mds arriba, el Unico posible efector identificado,
PKA, no participaria como tal en T. brucei (Shalaby, 2001), con este objetivo se realizaron

diferentes ensayos en busca de identificar nuevos posibles efectores.

Los primeros efectores de AMPc en T. brucei fueron identificados por Gould et al. en un
ensayo de ARNi de resistencia a la inhibicion de PDE (Gould, 2013). Los genes identificados
como posibles efectores de AMPc fueron denominados proteinas de respuesta a AMPc 1-4
(CARP1-4). Al igual que varios otros componentes de esta via de sefalizacion del AMPc (como
ser ACs, PDEs), CARP1 y CARP4 fueron encontrados en el proteoma flagelar (Bachmaier, 2023).

Recientemente, el homélogo de CARP1 en T. cruzi, el TcCLB.508523 ha sido reportado de ser
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capaz de unir nucleétido ciclico, utilizando AMPc y GMPc (Jager, 2014), y validando de esta
manera el rol de CARP1 como un efector de AMPc. CARP2-4 son proteinas de funciéon aun
desconocida pero alguna de ellas como CARP4, tiene ubicacion flagelar, consistente con un
posible rol regulando la sefializacién por AMPc (Gould, 2013). El flagelo se extiende desde la
zona anterior, naciendo en el bolsillo flagelar (invaginacién en el cuerpo del parasito, proximo
a los cuerpos basales y ADN mitocondrial), a lo largo del cuerpo del parasito y por fuera de
este en la zona posterior. Ademds de contribuir a la motilidad, adhesién celular, esta
estructura cumple una funcién esencial en el proceso de divisién celular (Sun, 2018); (Ralston,
2009); (Gluenz, 2011).

Hoy en dia hay escasa evidencia de produccién de GMPc en tripanosomatidos, sin

embargo, la actividad de guanilato ciclasa ha sido descrita en L. donovani (Karmakar, 2006).

Las PDEs tienen un dominio catalitico bien conservado cercano al C-terminal y pueden
contener varios dominios reguladores en el N-terminal (Laxman, 2007); (Shakur, 2011), el cual
puede presentar diversas extensiones (Gancedo, 2013). Las PDEs contienen, ademas de los
sitios cataliticos, sitios de unién a nucledtido ciclico. Las fosfodiesterasas se pueden agrupar de
acuerdo a sus diferencias en los dominios cataliticos en 3 clases. Las PDEs clase | se encuentran
en todos los eucariotas, siendo la Unica forma de PDEs en eucariotas mas evolucionados
(Beavo, 1995) y son las Unicas enzimas capaces de hidrolizar eficientemente los nucleétidos

ciclicos.

Hay cuatro grupos de PDE clase | de AMPc en tripanosomatidos (PDE A-D), que son
estructuralmente similares a la de los humanos (Gould M. K., 2011) y no hay PDEs de otras
clases (Beavo, 1995). Como fue comentado en la seccién 1.1.2, las PDEs son hidrolasas que
convierten el AMPc o el GMPc en su correspondiente 5°'monofosfato (5-AMP y 5'GMP;
(Alonso, 2007). Esto las hace importantes actores en la via de sefalizacidon ya que regulan la
degradacion de estos nucledtidos ciclicos, y por lo tanto son relevantes en determinar las
concentraciones a nivel celular y subcelular (Bender, 2006). A lo largo de estos ultimos afios,
varios grupos de investigacion en el area han puesto foco en desarrollar y evaluar nuevos
farmacos que tienen como blanco las PDEs de protozoarios (Makin, 2015), (Sebastian-Pérez,
2018), (Saha, 2020), (Koning H. P., 2012), (Laxman, 2007), (Seebeck, 2011), (Gould, 2013),
(Blaazer, 2015).

En T. brucei, TorPDEB (TbrPDEB1 y TobrPDEB2) se presenta como una pequefia familia de

genes con gran homologia a las PDEs de mamifero (Tagoe, 2015). Basado en estudios de
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inhibicién, TbrPDEB1 mostro ser esencial para la proliferacion del parasito y regulacion del
nivel de nucledtido ciclico (Zoraghi, 2002). Sin embargo, el pardsito expresa dos PDEB alelos,
TbrPDEB1 y TbrPDEB2, que podrian uno compensar la funcion del otro. La supresion de
TbrPDEB1 y TbrPDEB2 indujo severos defectos en el ciclo celular (parasitos poliflagelados y
polinucleados) y muerte celular, tanto in vitro como in vivo (Oberholzer, 2007) (Figura 24 C).
Estos parasitos presentaron una menor capacidad infectiva en ratones lo cual demuestra que
la desregulacién de la sefializacién por AMPc disminuye la virulencia in vivo del tripanosoma
africano. De manera llamativa, estas dos isoformas presentan ubicaciones celulares diferentes,
TbrPDEB1 se ubica Unicamente en el flagelo (Oberholzer, 2007) mientras que TbrPDEB2 tiene
ubicacién flagelar y citosdlica (Oberholzer, 2007), el silenciamiento Unicamente de TbrPDEB2
no mostro afeccién de viabilidad celular, por lo que, la reduccién de la actividad PDE en el

flagelo seria critica en la supervivencia del parasito (Tagoe, 2015).

Por otro lado, se han descrito tres PDE especificas de T. cruzi: TcrPDEB2, la primer PDE
clonaday caracterizada bioquimicamente, muy asociada al flagelo (D’Angelo, 2002); TcrPDEA1,
resisten a los cldsicos inhibidores de PDE (Alonso, 2007); y la TcrPDEC2 que ha sido encontrada
en epimastigotes de T. cruzi el complejo de la vacuola contractil (CVC) a través de la unién al
dominio FYVE (Schoijet, 2011). El dominio FYVE es un dominio de unién a dedo de zinc de 60-
70 aminodacidos que reconoce de manera especifica al 3-fosfato fosfatidil inositol (Pl 3-P) y que
recluta diversas proteinas a membranas ricas en Pl 3-P (Kutateladze, 2007). La CVC tiene una
funcion esencial en T. cruzi ya que en respuesta al estrés hiposmético de la célula huésped esta
organela incorpora eficientemente metabolitos osméticamente activos, lo cual se acompafia
de un ingreso de agua que luego sera secretada por el bolsillo flagelar (Docampo, 2011). La
inhibicién de TcrPDEC2 desencadend una desregulacion en la respuesta a estrés osmotico
(Figura 24 B) (Schoijet, 2011). El potencial de TcrPDEC2 como blanco en desarrollo de nuevos
farmacos fue validado por un screening de alto rendimiento con una serie de inhibidores de
PDE (Wang, 2012), el cual permiti6 la identificacion del compuesto CpdA
(tetrahidroptalazinona A; (Salmon, 2012)). Estos estudios dan un puntapié a que la via de
sefializacion por AMPc sea un blanco candidato para el desarrollo de nuevos farmacos (Wang,

2012).

En Leishmania, especificamente en L. donovani, se observé que ciertas condiciones
(temperatura 37 °C y pH 5,5) son claves para disparar la diferenciacion de promastigote a
amastigote favoreciendo la adaptacion al estrés oxidativo durante la invasién temprana de los

macrofagos y potenciado la infectividad (Bhattacharya, 2009); (Biswas, 2017). Este proceso de
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diferenciacion se vio asociado con el aumento de 3-4 veces del nivel de AMPc y de la actividad
PKA (Bhattacharya, 2009). Otros estudios, mostraron un rol importante del AMPc en la
quimiotaxis y en la inducciéon de la reversién de la onda flagelar (Mukhopadhyay, 2016),
sugiriendo la existencia de un mecanismo de regulacion del AMPc en este parasito. De manera
similar a los otros kinetoplastidos, Leishmania spp. codifica para al menos 7 PDEs diferentes
(Saha, 2020). La estructura cristalografica de PDEB1 y PDEB2 de L. major ha sido determinada,
y la superposicién con las PDEs de humanos reveld la presencia de un bolsillo parasito
especifico (p-pocket) cercano al sitio de unién al inhibidor (Wang, 2007). El p-pocket no seria
accesible a inhibidores de PDEs de humanos debido a diferencias en los residuos que permiten
la entrada, lo cual lo aislan del sitio catalitico. Por esta razén, el p-pocket seria de gran

relevancia para el desarrollo de inhibidores selectivos (Sebastian-Pérez, 2018).

Recientemente, el grupo de Gil (Sebastidn-Pérez, 2018), evalué una biblioteca de
reposicién de 30 compuestos utilizados en tratamiento anti-tripanosomatido en humanos,
identificando que compuestos de imidazol con multiples sustituciones de fenilo tenian una
tendencia a inhibir el crecimiento de los parasitos. De una segunda tanda con 62 compuestos
estructuralmente relacionados al imidazol, se identificaron 4 compuestos (35,45,66,78), con
prometedora actividad in vitro anti-L. infantum. Por medio de simulaciones moleculares y
calculos de docking se evidencié que estos 4 compuestos de imidazol eran capaces de unirse al
sitio activo de la enzima PDEB1 de L. major, por medio de puentes de hidrégeno con el residuo
GIn887 e interacciones aromaticas con los residuos Phe857 y Phe890, y también estos
compuestos eran capaces de interaccionar con el p-pocket a través de un enlace entre el
sustituyente metoxifenilo y el residuo Asn881. Solamente el compuesto 35, mostré que el
efecto anti-tripanosoma estaba efectivamente asociado a la inhibicién de la PDE en el parasito,
mostrando un aumento significativo en los niveles intracelulares de AMPc en promastigotes de
L. infantum utilizando una concentracion de compuesto apenas por debajo del IC50 anti-

leishmania.

En base a estos estudios y otros hallazgos (Koning H. P., 2017), (Skinner-Adams, 2016),
(Makin, 2015), las PDEs son considerados factores de virulencia, y prometedores blancos de

farmacos.
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Figura 24. Resumen de los posibles blancos de farmacos en la via de sefalizacion por AMPc en
tripanosomatidos. En circulos rellenos se indican los posibles blancos farmacoldgicos: en rosado,
proteina quinasa dependiente de AMPc (PKA); en rojo, la fosfodiesterasa (PDE); en azul oscuro, la
adenilato ciclasa (AC). (A) La via de sefalizacion en Leishmania media la adaptacion celular y
supervivencia durante la hipoxia. (B) En T. cruzi la via de sefializacion de AMPc regularia el proceso
de muerte celular y diferenciacidon de epimastigotes y la evasion del sistema inmune por parte de
los tripomastigotes en un mecanismo mediado por las transialidasas. La inhibicién de la TcrPDEC2,
induce la desregulacién de la respuesta a estrés hiposmético controlado por la vacuola contractil
(CVC). (C) La supresion simultanea de PDEB1 y 2 es letal para T. brucei y genera parasitos
avirulentos en ratdn. La supresion simultdnea de miembros de la subfamilia ESAG4 (ubicados en la
membrana flagelar) provoca defectos en la citoquinesis, induce la muerte celular y atenda la

capacidad infectiva del parasito en modelo ratén. Tomado y modificado de (Makin, 2015).

Entre las cardiomiopatias de mayor incidencia en Sudamérica (aproximadamente 4,5

millones de personas afectadas) es causada por Trypanosoma cruzi (Marin-Neto, 2007).

Justamente en esta patologia existe un nexo interesante entre ambas vias de sefializacion. Se

ha demostrado que el patdgeno induce una reprogramacion de la expresién génica y el

metabolismo mitocondrial en cardiomiocitos de pacientes chagdsicos, aumentando el nivel de

especies reactivas del oxigeno (Wan, 2012); por otro lado, para este modelo de infeccion se

han reportado alteraciones en circuitos controlados por AMPc (Roman-Campos, 2013).

En el contexto de la informacién planteada en esta introduccién, es que herramientas
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capaces de disecar la complejidad de estas vias de comunicacién revisten una enorme
relevancia biomédica y biotecnoldgica, ya que la caracterizacion de estos mecanismos abrira
nuevas perspectivas en el disefio de farmacos altamente selectivos, mejorando la eficacia de

terapias existentes contra patologias.

65



66

2. OBJETIVO

El objetivo de este plan de doctorado en Biotecnologia es aplicar ingenieria de proteinas
para disefiar un conjunto de biosensores capaces de detectar cambios redox y en los niveles de
nucleétidos en tripanosomatidos. Dado que estos biosensores estaran basados en proteinas
fluorescentes e incluirdn dominios o residuos con capacidad para reaccionar de manera
selectiva y reversible con sus sustratos, postulamos que estas configuraciones permitiran el
monitoreo especifico, dindmico y no invasivo de los metabolitos en cuestion. Para ello se
utilizard informacién disponible en la literatura combinada con resultados preliminares
obtenidos por nuestro equipo de trabajo sobre biosensores redox (proyecto FMV-2617) y la
nueva arquitectura de sensor FRET para cAMP basada en la generacidon CUTie. Se buscard
ademas implementar variantes fluorescentes de estos biosensores con corrimiento espectral
hacia el rojo, de manera tal de expandir su aplicacién a técnicas de imagenologia in vivo y/o
compatibilidad con otros fluoréforos. Esto es de particular importancia porque a la fecha de
inicio de la presente tesis, no se habia reportado la generacion de biosensores redox y/o de
cAMP con corrimiento espectral al rojo.

Ademas se buscara desarrollar una herramienta Unica en su clase combinando la
deteccion simultdnea de cambios redox y AMPc en una Unica molécula biosensora.

En el caso de lograrse la validacién funcional de estos biosensores, se espera que estas
herramientas contribuyan a expandir y profundizar el conocimiento sobre estas grandes vias
de sefializacién celular, a estudiar la contribucién de las mismas a la patogénesis e infeccion, a
facilitar la identificacién de nuevos blancos terapéuticos y asistir en el disefio de estrategias de

tratamiento de estas enfermedades.

2.1 Objetivo especifico 1: Desarrollo de un sensor redox con

corrimiento espectral hacia el rojo.

Tomando en cuenta el reciente desarrollo de la proteina mRuby2, se propone generar un
sensor redox basado en la misma. A partir de estudios bioinformaticos se identificaran los
residuos adecuados a ser mutados para otorgarle a la misma sensibilidad redox y que la misma
se traduzca en cambios espectrales cuantificables. Se intentara también generar un sensor con

capacidad ratiométrica, similar a lo descrito para la proteina roGFP2. Una vez se cuente con los
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estudios bioinformaticos se procedera a realizar la expresidon y purificacién de la proteina
recombinante en E. coli. Se realizard la caracterizacion bioquimica de las proteinas
recombinantes, evaluando caracteristicas espectrales, capacidad de responder a estimulos
redox y respuesta ratiométrica. Se continuara hacia la generacién de lineas celulares de interés

biomédica y biotecnoldgica.

2.2  Objetivo especifico 2: Desarrollo de un sensor basado en el

fenomeno de FRET capaz de detectar GMPc.

Tomando en cuenta el reciente desarrollo del sensor CUTie para detectar AMPc, se
propone generar un sensor de estructura similar con un dominio de unién a GMPc y las
proteinas fluorescentes CFP e YFP. Para llevar a cabo este objetivo se realizaran estudios
bioinformaticos de modelado y simulaciones molecular y luego se continuara con la expresion
y purificacién del sensor en E. coli, caracterizacién de la especificidad de respuesta y rango
dindmico de trabajo. Una vez se cuente con el biosensor de GMPc, se plantea modificar la
proteina YFP a rxYFP (ya descripta) con el fin de obtener un sensor dual de FRET capaz de

monitorear al mismo tiempo la via de sefializacion redox y la via de sefializacién por GMPc.

2.3 Objetivo especifico 3: Desarrollo de un sensor dual con
corrimiento al rojo basado en el fendmeno FRET capaz de

detectar en simultaneo homeostasis redox y nivel de AMPc.

Se plantea el desarrollo de un sensor dual con corrimiento al rojo, que permita detectar
en simultdneo la via de sefalizacidn redox y via de sefalizacién por AMPc. Para llevar a cabo
este objetivo, va a depender del cumplimiento del objetivo especifico 1, dado que se propone
utilizar como par FRET el nuevo par Clover-mRuby2, en este caso la versién redox sensible de
la mRuby2. Para poder generar el sensor dual se incorporara el dominio de unién a nucleétido

de ciclico utilizado previamente por el sensor CUTie.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Reactivosy Fungibles

Todas las enzimas utilizadas en métodos de Biologia Molecular (ADN polimerasas, enzimas
de restriccion, fosfatasas, ligasas y amortiguadores correspondientes) fueron adquiridas en
Invitrogen, Roche o New England Biolabs. Los oligonucledtidos fueron sintetizados por IDT
(ver Tabla 2). Los kits para extraccién y purificaciéon de ADN fueron de Sigma-Aldrich,
Macherey Nagel y de General-Electric Healthcare Lifesciencies (GE). Las secuenciaciones de
ADN fueron realizadas en la Unidad de Biologia Molecular del Institut Pasteur de
Montevideo.

Los siguientes reactivos fueron adquiridos en Applichem (Alemania), Invitrogen o Sigma-
Aldrich (en orden alfabético): acido acético (HAc), acido etilendiaminotetraacético (EDTA),
albimina sérica bovina (BSA), cloruro de magnesio (MgCl;), cloruro de sodio (NacCl),
diamida, 4,4 -ditiodipiridina (DTDPy), ditiotreitol (DTT), extracto de levadura, fluoruro de
fenilmetilsulfonilo (PMSF), Forskolina (FSK), glutatiéon (GSH), glutatién disulfuro (GSSG),
isobutilmetilxantina (IBMX), isopropil-B-D-tiogalactopirandsido (IPTG), lisozima de clara de
huevo (liofilizada), menadiona, B-mercaptoetanol (BME), monofosfato de adenosina ciclico
(AMPc), monofosfato de guanosina ciclico (GMPc), pepstatina A, trifosfato de adenosina
(ATP), tris(hidroximetil)Jaminometano (Tris), N-a-tosil-L-lisina clorometilcetone (TLCK),
triptona, Tritdon X-100®, sorbitan monolaurato de polioxietileno (Tween-20®). Todos los
reactivos de uso general fueron de grado analitico, con la excepcidn de algunos solventes
para usos no analiticos. El perdxido de hidrégeno (H.0,) 30% (v/v) fue adquirido en J.T.
Baker (EUA). Los antibidticos ampicilina, tetraciclina, kanamicina, higromicina B,
fleomicina, y cloranfenicol fueron adquiridos en Sigma-Aldrich o Invitrogen, en diferentes
presentaciones. La oxitetraciclina (oxitet) fue adquirida al Laboratorio Microsules, Uruguay
(Oximic Plus). Todas las columnas usadas en la purificacion de proteinas recombinantes

fueron adquiridas en GE.

3.2. Métodos de biologia molecular

3.2.1. Diseiioy preparacion de vectores de expresion de los sensores rxmRuby2
y hGrx1-rxmRuby?2 en Escherichia coli y tripanosomatidos.
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Para generar el vector de expresién de la proteina rxmRuby2, se compré a Addgene el vector
pCDNA3.1 Clover-mRuby2 que permite la expresidon de la forma salvaje de ambas proteinas
fluorescentes en células de mamifero. Para generar la version redox sensible del biosensor
fluorescente denominado Clover-rkmRuby2, se realizaron sustituciones puntuales en la
secuencia de Clover (C49T) y mRuby2 (C1185/T148C/D200C). Estas mutaciones fueron
generadas por sintesis de novo de la secuencia de interés, y el producto fue luego clonado en

el plasmido pUC57. Estos trabajos fueron encargados a la empresa Biobasic (Figura 25 A).

Las construcciones de ADN que permiten expresar la forma recombinante de rxmRuby2
(Figura 25 B) y la hGrx1-rxmRuby2 (fusidon del biosensor rxmRuby2 a la glutarredoxina 1
humana, Figura 25 C) fueron generadas por diferentes estrategias, las cuales se describen a

continuacion.

Para la primera de ellas, la secuencia de rxmRuby2 fue amplificada por PCR a partir de la
construccion pUC57 Clover-rkmRuby2, utilizando los siguientes oligonucleétidos: Fwd 5’-
GGATCCTATGGTGAGCAAAGGTGAAGAACTGATC-3’ y Rev 5’-
AAGCTTTTTATACAGTTCGTCCATACCACCGCC-3". La reaccién de PCR se realiz6 en un volumen
total de 50 pL que consistié de: 10 ng del pldsmido pUC57 Clover-rxmRuby2, 1 uM de cada
oligonucleétido, 0,2 mM dNTPS, 1,5 mM Mg?, 1x Taq Buffer y 1U Tag ADN polimerasa
(Invitrogen). El programa de amplificacion consistié de los siguientes pasos: desnaturalizacién
inicial a 95°C por 2 min, seguido de 30 ciclos de 95°C/30 s, 55°C/30 s y 72°C/2 min, y un paso
de extensién final a 72°C durante 10 min. Se empled el termociclador LabNet MultiGene
Optimax. La reacciéon de PCR fue analizada mediante electroforesis horizontal en un gel de
agarosa al 1% (p/v) corrido en buffer TAE 1X (40 mM Tris base, 20 mM &cido acéticoy 1 mM
EDTA pH 8,0) a 100 mV en un equipo PowerPac™ HC de BioRad. El gel fue luego tefiido con
solucion de bromuro de etidio 1 ng/mL durante 10 min y las bandas resultantes se visualizaron
en transiluminador o camara G-Box (Syngene, EUA). El amplicon fue purificado del gel con el
sistema PCR Clean-up (Promega), de acuerdo a las instrucciones del fabricante, y clonado en
un vector TOPO TA (Invitrogen). La secuencia codificante de rxmRuby2 fue escindida de este
vector por restriccidn enzimatica con las endonucleasas BamH! y Hindlll, y posteriormente
ligada al vector pET22b (Novagen), previamente digerido con estas mismas enzimas utilizando
protocolos estandares de digestion y ligacion (Guo, 2002). La correcta identidad de la
secuencia clonada fue verificada por secuenciacion de ambas hebras empleando
oligonucléotidos que hibridan secuencias flanqueantes a la secuencia de interés: promotor de

ARN polimerasa de fago T7 y secuencia terminadora (Macrogen, Korea).
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Para la generacién del sensor hGrx-rxmRuby2, en primer lugar, se procedié a su disefio in silico
utilizando el Software Vector NTI y los datos de secuencias de ADN de la proteina hGrx1 y el
linker adyacente (obtenida de la construccién pQE60-hGrx-roGFP2; (Meyer, 2010)) y el de la
proteina rxmRuby2 (Figura 25 C). La sintesis e insercidon de esta secuencia nucleotidica en los
vectores de expresiéon pHD1700 (para T. brucei) y plLexsy-Hyg2 (para Leishmania sp.) fue

encargada a la empresa Genscript.

El vector pHD1700 (gentilmente provisto por la Dra. Christine Clayton, Zentrum fiir Molekulare
Biologie der Universitat Heidelberg, Alemania), brevemente se encuentra conformado por
(orden 5°-3°): a) una secuencia de integracion al locus de la secuencia de splicing del RNA
ribosomal (spRRNA), b) una secuencia promotora de la expresion de la proteina de superficie
prociclina 1 (EP1) seguida de un operdn de tetraciclina que permite la expresion inducible del
gen de interés (tOp), c) la secuencia codificante para hGrx-rxmRuby2, d) la secuencia no
traducible 3°(3"UTR) de la actina de T. brucei y e) un casete de seleccidn para el antibidtico

higromicina (Hyg).

Cys Cys

,_ N xmRuby2 RS
Cys Cys

B mRuby?2 R
Cys Cys

: 3 xmRuby2 SERS

Figura 25. Esquema representativo del orden de los médulos que conforman los sensores: A. Clover-
rxmRuby2; B. rxmRuby2; C. hGrx-rxmRuby?2.

3.2.2. Diseio y preparacion de vectores de expresion del sensor FRET
(CFP/YFP) de GMPcy su variante redox sensible.
El sensor FRET de GMPc, denominado CUTie2, fue disefiado in silico mediante andlisis
computacional de secuencias y de estudios de dinamica molecular (Klein, 2021), teniendo en
cuenta algunos de los médulos moleculares que componen al sensor de AMPc CUTie (Surdo,
2017). En base a estos estudios, se identificé el loop 4-5 del dominio GMPc-CNBD como sitio
apto para la insercion de la secuencia codificante de la proteina YFP. Esta insercidon sustituye
los aminoacidos originales Asp,ss-Ser-Pro-Ser-Gluas; del loop 4-5 de GMPc-CNBD. Al extremo C-
terminal de la secuencia del GMPc-CNBD se agrega una secuencia puente que conecta este

dominio con la secuencia codificante de la proteina CFP (Figura 26).
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Por otro lado, se disefid el sensor dual para detectar GMPc por FRET (par CFP/YFP) y cambios
redox por variaciones en la intensidad de fluorescencia de una proteina YFP redox sensible, el
cual se denominé rxCUTle2. Para su generacién, fue necesario realizar cuatro mutaciones
puntuales en la secuencia nucleotidica del sensor CUTie2 descrito en el parrafo anterior. Estas
incluyeron: i) dos sustituciones en la secuencia codificante para YFP (Asn228Cys y Ser281Cys)
de manera de convertirla en una versiéon redox sensible (rxYFP), tal como fuera reportado
anteriormente (@stergaard, 2004), y ii) sustituciones de residuos de cisteinas por serina en la
secuencia de la YFP (Cys127Ser) y CFP (Cys445Ser) para evitar la posible formacién indeseada

de puentes disulfuro inter- o intra-moleculares.

A la empresa Genscript se le ordend la sintesis e insercidn de las secuencias de ADN de CUTie2
y de rxCUTie2 en los vectores pET28a (+), pHD1700 y pTcINDEX (gentilmente cedido por el Dr.
John Kelly de la London School of Hygiene and Tropical Medicine, Reino Unido) que permiten

la expresion inducible de proteinas en E. coli, T. brucei y T. cruzi, respectivamente.

El plasmido pTcINDEX- rxCUTie2 presenta en el siguiente orden 5°-3": (a) secuencia de ADN
para el ARN ribosomal no traducible (R-NTS/P) que media su integracién al genoma de los
parasitos, (b) un casete de seleccidén para el antibidtico higromicina (Higro: gen de resistencia a
higromicina) bajo el control de un promotor de fago T7 (pT7), (c) un pT7 que guia la expresiéon
del gen de interés, (d) secuencia del operén de tetraciclina (tOp) que permite el control
inducible de la expresién inducible del gen ectdpico, (e) la secuencia codificante para rxCUTie2,

(f) la secuencia epitope myc (Myc) y la secuencia del terminador de la transcripcion (T).

A S Crp
] | ] |

L J L J

I I
Cys Cys

Figura 26. Esquema del orden de los médulos que conforman los sensores: A. CUTie2; B. rxCUTie2

3.2.3. Diseio y preparacion de vectores de expresion del sensor FRET
(Clover/mRuby2) de AMPc y su variante redox sensible.

Para la generacion del sensor dual FRET y redox Clover-AMPc-rxmRuby2, se utilizé la secuencia
preparada en la seccién 3.2.1 (Clover-rxmRuby?2) y el sensor de FRET para AMPc reportado por

(Surdo, 2017), CUTie (CFP-AMPc-YFP).
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Para el sensor Clover-AMPc-rxmRuby2, a diferencia del sensor CUTie, la secuencia nucleotidica
de la proteina Clover es insertada en el dominio AMPc-CNBD acorde a lo descrito (Surdo,
2017), mientras que la proteina rxmRuby2 se encuentra fusionada en el extremo C-terminal

del AMPc-CNBD. (Figura 27).

La secuencia de ADN fue sintetizada por Genscript y clonada en vector de expresién de
procariotas, pET28a (+), en los sitios y en vectores de expresidn en tripanosomas, pTcINDEX y

pLexsy-Hyg2, previamente enviados a Genscript.

El vector pLEXSY-hyg 2.1 de Jena Bioscience estd disefiado para promover la expresidon
constitutiva de la proteina blanco luego de la integracion del casette de expresién en el locus
del cromosoma 18S rARN (ssu-locus, 5'ssu y 3’ssu) haciendo uso de los altos niveles de
transcripcién de la ARN polimerasa | enddgena. El vector pLEXSY presenta regiones no
traducibles que flanquean el sitio de insercidén del gen de la proteina blanco y provee las

sefiales de splicing para el procesamiento post-transcripcional del ARNm.

La expresion del vector pLEXSY-hyg2.1 tiene como gen marcador a la higromicina (codifica para
la enzima Higromicina fosfotransferasa, HPT) permitiendo la seleccién de los parasitos

recombinante mediante el agregado del antibidtico higromicina.

cAMP o

Binding domain
e [T [ rxmRuby2 B
o]

Figura 27. Esquema del sensor dual (redox y FRET, INF-RXM): Clover-AMPc-rxmRuby?2.

3.2.4. Amplificacion, purificacién y secuenciacion de plasmidos y vectores

Todos los pldsmidos y vectores de expresion utilizados en esta tesis fueron aislados de
bacterias Escherichia coli cepa XL1 quimiocompetentes (Invitrogen) que fueron transformadas
con 3-5 L de las construcciones de ADN mediante shock térmico siguiendo las indicaciones
del proveedor. Las bacterias transformadas se sembraron en placas de LB agar (5 g/L de
extracto de levadura, 10 g/L de triptona, 10 g/L de NaCl y 15 g/L de agar) suplementadas con
ampicilina 100 pg/mL (vectores pHD1700, pTcINDEX y pLEXSY) o kanamicina 50 pg/mL

[vectores pET28 (+)] y se incubaron durante 16 - 20 horas a 37°C. Colonias aisladas de estas
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placas fueron inoculadas y crecidas en medio LB liquido (5 o 50 mL) a 37°C y 120 rpm durante
aproximadamente 18 horas. A partir de estos cultivos se extrajo y purificé el ADN plasmidico
empleando kits de maxiprep y miniprep (GenElute Plasmid DNA maxiprep kit y GenElute

Plasmid DNA miniprep kit, Sigma-Aldrich).

Tabla 2. Secuencias 5’-3’ de los oligonucledtidos empleados para secuenciacion de las diferentes
construcciones. Todos los oligonucledtidos fueron preparados a una concentracidon stock de 100
pmol/uL.

Nombres Secuencias de los oligonucledtidos Construcciones secuenciadas

T7 promotor 5’- TAATACGACTCACTATAGGG -3’ pET22b hGrx-rxmRuby2
T7 terminador 5'- GCTAGTTATTGCTCAGCGG - 3'
Fo_pHD1700 5'- TGGCAGTGATGGGGTTGT-3 pHD1700 hGrx-rxmRuby?2
Rv_pH1700 5'- TTGCAAATAAGGCATAGGGCT -3’ pHD1700 rxCUTie2
Fo_ pTcINDEX 5'- ATTGCTCAGCGGGCTAGCA - 3° pTcINDEX INF-RXM
Rv_pTcINDEX 5’- ACGGTAAGCCCACGGAAGA -3’ pTcINDEX rxCUTie2
Fo_pET28a 5"- ATGCGTCCGGCGTAGA-3 pET28a (+) INF-RXM
Rv_pET28a 5’- GCTAGTTATTGCTCAGCGG — 3’ pET28a (+) CUTie2

pET28a (+) rxCUTie2

3.3. Expresiony purificacion de proteinas recombinantes en E. coli

3.3.1. rxmRuby2

Entre 30-50 ng de la construccion plasmidica pET22b (+) rxmRuby2 se incorpord a células
E. coli BL21 (DE3) quimiocompetentes mediante shock térmico a 42°C durante 2 minutos.
Las células transformadas se incubaron a 37°C por 1 hora a 200 rpm, y luego se sembraron
sobre placas de LB agar suplementadas con ampicilina 200 pg/mL y se incubaron toda la

noche a 37°C.
Se realizé un pre-cultivo de la cepa transformante a partir de un inéculo de varias colonias
provenientes de las placas de agar en 5 mL de medio LB liquido-2x ampicilina. Luego, este

cultivo se diluyé 1/5 en medio LB liquido fresco con ampicilina 200 ug/mL final. Este cultivo
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se incubd a 37°Cy 220 rpm durante 3-4 horas hasta alcanzar una densidad éptica a 600 nm
(DOgno) = 0,8. En este punto se realizd la induccidon de la expresién con 0,5 mM IPTG
(Euromedex, preparado fresco) y cultivando las bacterias a 25°C y 200 rpm durante 16

horas aproximadamente.

A continuacion, se cosecharon las bacterias mediante centrifugacién a 5.000 g y 4°C
durante 20 minutos. El pellet se pesd y luego se resuspendié completamente en
amortiguador A (NaCl 300 mM, NaH,PO, 50 mM pH 8,0) en una relaciéon de 5 mL de
amortiguador A por cada gramo de pellet himedo. Para iniciar la lisis celular, se agregé
0,33 mg/ml lisozima y una tableta de inhibidores de proteasas libre de EDTA (Sigma
Aldrich, AEBSF, Bestatin, E-64, Pepstatina A, Phosphoramidon). La muestra se incubd en
hielo durante 1 hora luego de la cual se procedié a la sonicacidn (Branson Sonifier Cell
Disruptor 200 V) utilizando los siguientes parametros: 3 ciclos, tiempo total de 1 minuto
con un impulso on de 2 segundos, un impulso off de 2 segundos y una amplitud de 45%.
Los restos celulares se removieron por centrifugacién (Thermo Scientific™ Sorvall™ RC 6
Plus) a 16.000 g durante 60 minutos a 4°C. Previo al pasaje por la columna de afinidad y
para eliminar particulas insolubles, el sobrenadante del lisado se clarific6 mediante

filtracidn en filtros de 0,45 um (Minisart, Sartorius).

rxmRuby2 con etiqueta N-terminal de seis residuos de histidina fue purificada por
cromatografia de afinidad por metales inmovilizados (IMAC; del inglés immobilized metal
affinity chromatography) empleando una columna HisTrap Fast Flow (GE healthcare) de 1
mL y una bomba peristaltica (TRIS Teledyne ISCO). La columna fue pre-equilibrada con 10
volumenes de amortiguador A y luego se aplico el extracto soluble filtrado a la columna. A
continuacion, se realizd 2 lavados sucesivos, ambos con 10 volimenes del mismo
amortiguador agregado de 10 mM de imidazol. La elucidn de la proteina se realizé con
gradiente, mezclando diferentes volimenes de amortiguador A y amortiguador B (imidazol
500 mM en amortiguador A pH 8,0) a modo de ir incrementando la concentracion de
imidazol. Las proteinas eluyeron a una concentracién de imidazol de 200 mM. Todos los
pasos de esta cromatografia se realizaron a un flujo de 1 mL/min y a una temperatura de

trabajo de 4 -8 °C.

Las fracciones obtenidas de la IMAC conteniendo rxmRuby2 fueron juntadas y
concentradas por centrifugacién (5.000 g a 4°C) en un filtro Vivaspin-20 (punto de corte 5

kDa). Esta muestra fue filtrada por 0,22 uM (Milex GV filter, Millipore) e inyectada (500 L)
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en una columna Superdex G-75 10/300 GL previamente equilibrada con PBS (pH 7,4) 1 mM
EDTA. La cromatografia de gel filtracién fue realizada a temperatura ambiente utilizando
un sistema AKTA-FPLC (Unidad de proteinas recombinantes, Institut Pasteur de
Montevideo), a un flujo de 0,8 ml/min, monitoreando la absorbancia a 280 nm y 560 nm y
colectando fracciones de 500 uL. Todas las fracciones que mostraron un grado de pureza
de rxmRuby2 mayor a 90% (estimado por SDS-PAGE; ver seccién 3.4.1) se combinaron y

almacenaron a 4°C hasta posterior uso.

3.3.2. Sensor FRET de GMPc: CFP-GMPc-YFP (CUTie2) y sensor dual CFP-GMPc-
rxYFP (rxCUTie2)
E. coli BL21 (DE3), o BL21 (DE3), Rosetta (DE3) y C41 (DE3) (Lucigen) quimiocompetentes
fueron transformadas mediante shock térmico a 42°C durante 2 minutos con los vectores
pET28a(+) CUTie2 y pET28a(+) rxCUTie2, y luego del agregado de medio S.0.C. (Super Optimal
Broth, 20 g/L triptona, 5 g/L extracto de levadura, 0,5 g/L Cloruro de sodio y 0,186 g/L Cloruro
de potasio) fueron inmediatamente incubadas a 37°C por 1 hora a 200 rpm. Este cultivo fue
sembrado sobre placas de LB agar suplementadas con kanamicina 50 ug/mL y cloranfenicol 34

pg/mL o kanamicina 50 pug/mL final, respectivamente, y se incub6 toda la noche a 37°C.

Se realizd un pre-cultivo de las cepas transformantes pET28a (+) CUTie2 y rxCUTie2 a partir de
un inéculo de varias colonias provenientes de placas LB-kanamicina. Luego, se realizé una
dilucion 1/5 en medio 2YT (extracto de levadura 10 g/L, triptona 16 g/L, NaCl 5g/L) con
kanamicina 50 pg/mL o kanamicina 50 pg/mL y cloranfenicol 34 ug/mL final, segun
corresponda. Estos cultivos se incubaron a 37°Cy 220 rpm durante 3 horas hasta alcanzar una
DOgo = 0,6. En este punto se realizé la induccidon de la expresion con 0,5 mM IPTG
(Euromedex, preparado fresco) o 0,1mM IPTG (Euromedex) y se cultivd a 20°C y 160 rpm

durante 16 horas aproximadamente.

A continuacion, las bacterias se cosecharon mediante centrifugacién a 6.000g y 4°C durante 30
minutos. El pellet se pesd y luego se resuspendié completamente en amortiguador A (NaCl 300
mM, Tris-HCI 50 mM, 20mM imidazol, pH 8,0) en una relacidon de 5 mL de amortiguador A por
cada gramo de pellet himedo. Para iniciar la lisis celular, se agregd 1 mg/ml final de lisozima y
una tableta de inhibidores de proteasas libre de EDTA (ROCHE). La muestra se incubd en hielo
durante 1 hora luego de la cual se procedié a la lisis por sonicacién (Branson Sonifier Cell
Disruptor 200V) utilizando los siguientes parametros: 3 ciclos, tiempo total de 1 minuto con un
impulso on de 2 segundos, un impulso off de 2 segundos y una amplitud de 45%. Para la

proteina pET28a(+) rxCUTie2 se realizé una lisis mecanica por medio de la prensa francesa a
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una presién entre 7000 - 10000 psi (Unidad de Cristalografia de Proteinas, Institut Pasteur de
Montevideo) En ambos casos, los restos celulares se removieron por centrifugacion (Thermo
Scientific™ Sorvall™ RC 6 Plus) a 16.000g durante 60 minutos a 4°C. Previo al pasaje por la
columna de afinidad y para eliminar particulas insolubles, el sobrenadante de la lisis fue

clarificado utilizando filtros de 0,45 um (Minisart, Sartorius).

CUTie2 y rxCUTie2 con etiqueta N-terminal de seis residuos de histidina fueron purificadas por
cromatografia de afinidad por metales inmovilizados (IMAC) empleando una columna HisTrap
Fast Flow (GE healthcare) de 1 mL y una bomba peristaltica (TRIS Teledyne ISCO). La columna
fue pre-equilibrada con 10 voliumenes de amortiguador A y luego se aplicé el extracto soluble
filtrado a la columna. A continuacidén, se realizaron 2 lavados sucesivos, ambos con 10
volimenes del mismo amortiguador. La eluciéon de la proteina se realiz6 con gradiente,
mezclando diferentes volimenes de amortiguador A y amortiguador B (imidazol 500 mM en
amortiguador A pH 8,0) a modo de ir incrementando la concentracidon de imidazol. Las
proteinas eluyeron a una concentracién de imidazol de 250 mM. Todos los pasos de esta

cromatografia se realizaron a un flujo de 1 mL /miny a4 - 8°C.

Las fracciones de la IMAC ricas en CUTie2 o rxCUTie2 se juntaron por separado y se
concentraron por centrifugacién (5.000 g a 4°C) en un filtro Vivaspin-20 (punto de corte 30
kDa). Estas muestras fueron luego filtradas por 0,22 uM (Milex GV filter, Millipore) e
inyectadas (500 pL) en una columna Superdex G-200 10/30 previamente equilibrada con Tris-
HCl 50 mM (pH 8,0), NaCl 500 mM. La cromatografia de gel filtracién fue realizada a
temperatura ambiente utilizando un sistema AKTA-FPLC (Unidad de proteinas recombinantes,
Institut Pasteur de Montevideo), a un flujo de 0,5 ml/min y monitoreando la absorbancia a 280
nm y a 510 nm. De acuerdo al analisis por SDS-PAGE (seccion 3.4.1), las fracciones conteniendo

las proteinas de interés mostraron un grado de pureza mayor a 80%.

3.3.3. Sensor dual FRET y redox: Clover-AMPc-rxmRuby2 (INF-RXM)

Bacterias E. coli BL21 (DE3) y C41 quimiocompetentes se transformaron con el plasmido
pET28a (+) INF-RXM mediante shock térmico a 42°C durante 2 minutos o 45 segundos,
respectivamente. Las células transformadas se incubaron a 37°C por 1 hora a 200 rpm, y luego
se sembraron sobre placas de LB agar suplementadas con kanamicina 50 pg/mL y se incubaron

toda la noche a 37°C.
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Colonias aisladas de la placa de transformacién se inocularon en medio LB liquido agregado de
kanamicina (50 pug/mL). Este cultivo se incub6 a 37°Cy 200 rpm, y al dia siguiente se diluyd 1/5
en medio 2YT con kanamicina 50 ug/mL e incubd a 37°C y 220 rpm durante 3 horas hasta
alcanzar una DOggo = 0,6. En este punto se realizd la induccidn de la expresién con 0,1 — 0,5

mM IPTG (Euromedex) y extendiendo el cultivo por 16 horasa 17 —20 °Cy 160 rpm.

La cosecha, lisis enzimatica y mecanica, asi como la clarificacién y purificacion de la forma
recombinante de este sensor etiquetada con cola de histidinas en el N-terminal se realizé de

manera similar a la descripta en la seccidn anterior para el sensor rxCUTie2.

3.4. Técnicas analiticas

3.4.1. Electroforesis de proteinas en gel de acrilamida/poliacrilamida
Las muestras correspondientes a diferentes etapas del proceso de purificacion de la forma
recombinante de los diferentes biosensores se analizaron mediante electroforesis en gel de
acrilamida/poliacrilamida bajo condiciones desnaturalizantes y reductoras o no reductoras. La
proporcién de acrilamida fue del 2% mientras que la de poliacrilamida fue del 10% al 15%
dependiendo del peso molecular de la especie de interés. Las muestras se mezclaron con
buffer de carga 6X (Tris-HCl 0,125 M pH 6,8, glicerol 20% v/v, SDS 1% p/v y azul de bromofenol
0,05% p/v con B—mercaptoetanol 5% v/v), calentadas a 95°C en bafio de agua por 3 minutos
luego cargadas (10 - 20 pL) en el gel. La electroforesis se realizé en buffer de corrida Tris base
0,25 M, glicina 0,52 M y SDS 35 mM, pH 8,3 con un equipo BioRad aplicando una corriente de
30 mA y voltaje 150 V a temperatura ambiente. La electroforesis se detuvo inmediatamente al
escape del frente de corrida. Luego el gel se sumergio en azul de Coomassie [0,1% p/v brilliant
blue R350, metanol 20% v/v y acido acético 10% v/v] durante un par de horas y seguidamente

se destifie con una solucidn de etanol: agua 7:10 y acido acético 10% v/v.

3.4.2. Cuantificacion de proteinas

Las proteinas recombinantes purificadas se cuantificaron espectrofotométricamente utilizando
el coeficiente de absorcién molar tedrico para 280 nm calculado por el servidor (Gasteiger,

2005) luego de cargar los datos de la secuencia aminoacidica de interés.

La cuantificacién experimental de proteinas en muestras de interés se realizé6 por medio del
ensayo del acido bicinconinico (BCA) adaptado para la lectura en microplaca de 96 pocillos
segun instrucciones del fabricante (Sigma-Aldrich), usando BSA como estandar. Se usaron
placas de adsorcion de 96 pocillos (Greiner) y el lector de microplacas con filtro de 550 nm (PR

4100 BioRad).
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3.4.3. Cuantificacion de tioles

La determinacidn de tioles se realizé mediante el método propuesto por Grassetti utilizando la
4,4’ -ditiodipiridina (Grassetti, 1967). El stock de 4,4’-ditiodipiridina se preparé a 4 mM en
amortiguador fosfato 100 mM, EDTA 0,2 mM, pH 6,8 y se almacend a 4°C.

Para determinar la concentracion de tioles en una muestra, una fraccion de esta se incubd
(generalmente en una relaciéon 1:4) con 0,16 mM final de 4,4’-ditiodipiridina durante 5
minutos a 4°C y a continuacion se midié la Abs 324 nm en un espectrofotémetro Cary
(Variant). La concentracion de tioles totales en la muestra se calculé haciendo uso de la Ley de
Lambert-Beer (A= €.b.c) con un coeficiente de extincidn molar para la 4-tiopiridona a 324 nm
de 21.400 Micm™ a pH < 7,0 y en caso de corresponder, este valor se afectd por el factor de

dilucion.

3.4.4. Titulaciéon de pH

Para evaluar la influencia del pH sobre la fluorescencia de la forma totalmente reducida y
totalmente oxidada de rxmRuby2 se utilizaron condiciones de fuerza idnica constante (1=0,15
M) utilizando diferentes sistemas buffers (Sardi, 2013). La titulacién del pH en la forma
reducida y oxidada de rxmRuby2 se llevé a cabo a 25°C en una solucién con Tris 6,2 mM,
etanolamina 6,2 mM, acido acético 12 mM, DTPA 100 uM, NaCl 138 uM, NaOH 5 mM, a un pH
inicial de 9,0. El pH del medio se acidificé por el agregado acumulativo de volimenes fijos de
0,4 M HCI hasta un pH final de 4,0. La proteina se diluyé en una solucién buffer a una
concentracion final de 1 uM y luego de 5 minutos, se midié la fluorescencia de excitacion a 560
nm en un espectrofluorimetro (Cary Eclipse). El pH de la solucién se midi6 de manera
inmediata después de la reaccion a la misma temperatura que el experimento (25°C). Valores
de pH por debajo y por encima de 4 y 9 no se pudieron medir debido a la inestabilidad del
biosensor (desnaturalizacién y formacion de agregados). El pKa aparente del croméforo se

obtuvo a partir del ajuste de los datos a la ecuacién de Boltzmann (curva sigmoidea).

3.4.5. Determinacion del potencial redox

El valor medio del potencial redox medio (E°’) de la rxmRuby2 se determind a partir de la
constante de equilibrio obtenida luego de la incubacién (4 horas) del biosensor reducido con
diferentes relaciones GSSG/GSH en una atmdsfera libre de oxigeno. El ensayo de la enzima
glutation reductasa (Carlberg, 1985) se utilizé para estimar y remover trazas de GSSG presente

en el reactivo comercial de GSH previo al ensayo de titulacién redox.
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La proteina rxmRuby2 reducida (ver punto 3.5.1) se diluyd a una concentracion final de 5 uM
al ser agregada a una placa negra de 96 pocillos (GREINER Bio ONE) que contenia 100 mM de
PBS (pH 7,0), 1 mM EDTA (previamente purgado con Argdn), y variadas concentraciones de
glutation oxidado (0 - 100 uM) y de glutation reducido (0 — 10 mM). Se incluyd en el ensayo
una muestra control incubada con 1 mM DTT (condicidn de reduccidon completa de biosensor)
y una muestra control incubada con 10 mM de GSSG (condicidn de oxidacion completa de
biosensor). Esta placa se incuba en una atmdsfera de argdn por 4 horas a 25°C, para permitir
qgue se alcance el equilibrio, y luego se evalla el estado redox de la proteina por lectura de

fluorescencia (Aex/Aem 560/600 nm) en espectrofluorimetro (Cary Eclipse).

El E°” de la rxmRuby2 se calculé de acuerdo con el tratamiento matematico descrito a

continuacion.

La reaccién de equilibrio para la oxidacién de rxmRuby2 por GSSG es:
rxmRuby2red + GSSG <> rxmRuby2ox + 2GSH

y la constante de equilibrio estd dada por la siguiente ecuacién (1):
Keq = [rxmRuby2o0x][GSH] / [rxmRuby2red][GSSG] (1)

La fraccion de rxmRuby2 reducida (R) en presencia de diferentes relaciones GSH/GSSG se
midid a través de la absorcion de fluorescencia (560 nm) o de la emisién de fluorescencia (600

nm) del croméforo de la proteina, y se calculd de acuerdo a la ecuacidn (2):
R = (F —Fox) / (Fred — Fox) (2)

Donde F es la absorcién/emision de fluorescencia de rxmRuby2 para una relacion determinada
de GSH/GSSG, Fred Y Fox €5 la absorcion/emisién de fluorescencia de rxmRuby2 totalmente

reducida o totalmente oxidada, respectivamente.
Ademas, R puede relacionarse con la Keq, a través de la siguiente ecuacién (3):

R = (([GSHf][GSHS]) / [GSSGS]) / (Keq + (IGSHf][GSHS]) /[GSSGS]) (3)

Donde f indica la concentracidon de cada especie en el equilibrio determinada a partir de la

cantidad inicial (i) de los reactivos y R:
[GSHf] = [GSHi] — R[rxmRuby?2i]

[GSSGf] = [GSSGi] — R[rxmRuby?2i]
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Por medio de la ecuacién de Nernst (4), las diferentes relaciones [GSHf]?/[GSSGf] se

convirtieron en su correspondiente E°’:
E°([GSHf][GSHf])/[GSSGf] = E°GSH — (RT/nF) X InKeq (4)

Donde E° es el potencial estandar de GSH (E°ssy = -240mV a pH 7,0 y 25°C) (Rost, 1964), R es la
constante de los gases (8,315 JK'mol?), T es la temperatura absoluta (303,15 K), n es el

numero de electrones transferidos (2), y F es la constante Faraday (9,649x10* Cmol).

El valor medio del potencial redox de rxmRuby2 a pH 7,0 y a 25°C (E°'rxmRuby2) se calculd del
grafico R vs. E°” GSH/GSSG ajustado a la ecuacién de Boltzmann mostrando un valor de r? de

0,98.

3.5. Espectrofluorimetria

3.5.1. Sensor rxmRuby?2
La forma recombinante de rxmRuby2 (10 uM) fue reducida u oxidada por completo mediante
incubacién con DTT (20 mM, 1 hora) o GSSG (2 mM, 2 horas), respectivamente, en buffer PBS
(pH 7,4) con 1 mM EDTA y a temperatura ambiente. El exceso de los agentes de bajo peso
molecular se removié por gel filtracion en una columna Sefadex G25 (columna PD10, GE-
Healthcare), equilibrada con PBS (pH 7,4) con 1 mM EDTA. La concentracidn de proteina eluida
de la columna PD10 se cuantificéd por medida de absorcién a 280 nm, donde €2g0= 24.410 M
cm™ para rxmRuby2, mientras que el contenido de residuos de cisteina libre se cuantificd
mediante reaccién con 4,4 -ditiodipiridina (DTDPy, ver punto 3.4.3). El espectro de excitacion
(Aex/Aem 400-590/600 nm) y el espectro de emisidn (Aex/Aem 580-700/560 nm) de la proteina
totalmente reducida (5 uM) o totalmente oxidada (5 uM) se registré en el equipo Cary Eclipse

fijando un ancho de banda de 5 nm.

Los ensayos redox se realizaron en una microplaca de fluorescencia de 96 pocillos (Fluotrack,
Greiner Bio One), con PBS (pH 7,4) como medio buffer, en un volumen final de 200 uL y por
triplicado. Por pocillo se agregé la proteina reducida (concentracion final de 5 uM) y ninguno
(control) o distintos agentes oxidantes a diferentes concentraciones: 100 uM de peroxinitrito
(ONOOH), 250 uM de perdxido de hidrégeno (H,0,), de diamida o de GSSG, tanto en presencia
como en ausencia de hGrx (cedida por el Dr. Bruno Manta; (Padilla, 1996)) (concentracidn final
5 uM). La fluorescencia de la rxmRuby2 (Aex/Aem 560/600nm) se registré cada 2 minutos en un
espectrofluorimetro Cary Eclipse. Luego de 45 minutos, a los pocillos de la placa se le agregd 5

mM DTT vy se registro la fluorescencia por otros 46 minutos.
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Otras condiciones ensayadas correspondieron al tratamiento de 1 uM de rxmRuby2 oxidada
con 250 uM de NADPH, 5 mM DTT o 10 uM de la forma reducida de la Trx de E. coli (cedida por
el Dr. Bruno Manta; (Holmgren, 1985); (Lunn, 1984)) en presencia o ausencia de 5 mM DTT.
Estos ensayos también se realizaron en placa negra de 96 pocillas, en un volumen final de
reaccién de 200 pL y PBS (pH 7,4), e incluyendo una muestra control sin tratar. La fluorescencia

se monitored durante 1 hora tal como fue descrito en el parrafo anterior.
El porcentaje de proteina rxmRuby2 reducida se calculd utilizando la siguiente formula:
rxmRuby?2 red (%) = [(FA — FAox) / FAred — FAox)] X100

donde, FA: absorcién de fluorescencia de rxmRuby2 a 560 nm en la muestra en estudio; FAox:
absorcion de fluorescencia a 560 nm de rxmRuby2 totalmente oxidada; FAred: absorcién de

fluorescencia a 560 nm de rxmRuby?2 totalmente reducida.

Los valores obtenidos fueron procesados y analizados con el software GraphPad Prism 8.0

3.5.2. Sensor CUTie2

El sensor CUTie2 recombinante (100 nM) se tratd con diferentes concentraciones de GMPc o
AMPc (0 nM - 10 mM) en buffer PBS (pH 7,0) con 1 mM EDTA, en cubeta de fluorescencia
Hellma®, en un volumen final de reaccién de 120 uL. Todas las determinaciones se realizaron

por triplicado.

Luego del agregado de GMPc o AMPc, el espectro de emision (Aex/Aem 435/460-600 nm) de
CUTie se registré en un fluorimetro Cary Eclipse cada minuto por un total de 10 minutos,
utilizando un ancho de banda de 5 nm y una PMT de 780. Los valores de intensidad de
fluorescencia (IF) correspondientes a CFP (485 nm) e YFP (527 nm) en ausencia (CO) o
presencia de diferentes concentraciones de los correspondientes nucledtidos ciclicos (Cx) se

utilizaron para calcular el porcentaje de FRET, segun la siguiente formula:
FRET = | (e ) _(Ha™ )|, 14
FI:—_N\.N“" FI;}]X;/HN

El grafico % FRET vs Log [cNMP] se ajustd a una ecuacién de regresidn no lineal y analizado

estadisticamente con el software GraphPad Prism. Tres ensayos independientes se realizaron

con tres diferentes lotes del biosensor recombinante.

3.5.3. Sensor rxCUTie2
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La forma recombinante de rxCUTie2 (5 uM) fue totalmente reducida con DTT (5 mM) u
totalmente oxidada con GSSG (2 mM) en buffer PBS (pH 7,4) con 1mM EDTA por 1 hora o 2
horas, respectivamente, a temperatura ambiente. El exceso de los agentes de bajo peso
molecular se removid por gel filtracién en una columna Sefadex G25 (columna PD10, GE-
Healthcare), equilibrada con PBS (pH 7,4) con 1mM EDTA. La concentracién de proteina eluida
de la columna PD10 se cuantificé por medida de absorcién a 280 nm, donde €230= 60.170 M
cm? para rxCUTie2, mientras que el contenido de residuos de cisteina libre se cuantificé
mediante reaccién con 4,4’-ditiodipiridina (DTDPy, ver seccion 3.4.3). El espectro de emisidn
(Aex/Aem 456/466-600 nm) de la proteina totalmente reducida (5 uM) o totalmente oxidada (5

M) se registré en el equipo Cary Eclipse con un ancho de banda de 10 nm.

Para los ensayos de FRET, en una microplaca de fluorescencia para 96 pocillos (Fluotrack,
Greiner Bio One), 5 uM del sensor se expuso a diferentes concentraciones de GMPc. Los
valores de intensidad de fluorescencia (IF) correspondientes a CFP (485 nm) y rxYFP (527 nm)
en ausencia (CO) o presencia de diferentes concentraciones de GMPc (Cx) se utilizaron para

calcular el porcentaje de FRET, segun la siguiente férmula:
FRET = | (e ) _ (Ha™) 1 09
F]é‘BIII}l FI:%?'””

El grafico % FRET vs Log [cNMP] se ajusté a una ecuacién de regresion no lineal (ecuacién de

Boltzmann) y analizado estadisticamente con el software GraphPad Prism.

Los valores de intensidad de fluorescencia (IF) del mddulo rxYFP (Aex/Aem 510/525 nm)
totalmente reducida (5 uM) o totalmente oxidada (5 uM) se registré en el equipo Cary Eclipse
con un ancho de banda de 10 nm para el monocromador de excitacion y 5 nm para el
monocromador de emision. El porcentaje de proteina rxYFP reducida se calculd utilizando la

siguiente formula:
rxYFP (%) = [(FA — FAox) / FAred — FAox)] X100

donde, FA: emisién de fluorescencia de rxYFP a 525nm bajo condiciones del ensayo; FAox:
emisiéon de fluorescencia a 525 nm de rxYFP totalmente oxidada; FArq4: emision de
fluorescencia a 525 nm de rxYFP totalmente reducida. Los valores obtenidos fueron

procesados y analizados con el software GraphPad Prism 8.0.

3.6. Cultivos Celulares
3.6.1. Cultivo de T. cruzi
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En este trabajo se utilizé T. cruzi de la cepa CL-Brener en su forma silvestre o bien transfectada
establemente con el vector pLew13 (Taylor, 2006), gentilmente cedida por el Dr. Esteban Serra
(Universidad Nacional de Rosario, Argentina). Esta ultima linea celular contiene integrado en
su genoma secuencias codificantes para la T7-ARN polimerasa y la proteina represora de
tetraciclina, lo cual permite la expresion inducible de secuencias exdgenas (ver secciones 3.2.1

y 3.6.2).

Los parasitos en estadio epimastigota se cultivaron a 28°C en medio BHI completo (brain heart
infusion 33 g/L, triptosa 3 g/L, KCl 0,4 g/L, NaH,PO4 4 g/L con el agregado de hemina 0,02 g/L,
glucosa 0,2 g/L, penicilina/estreptomicina 10.000 U/L) suplementado con 10% v/v de suero
fetal bovino libre de tetraciclina (SFB - PAA). Para la linea plLew13 el medio debié
suplementarse con 250-500 pg/mL del antibidtico geneticina (o G418) durante los protocolos

de transfeccidon y mantenimiento de la linea transfectada.

Rutinariamente los recuentos de células se realizaron en cdmara de Neubauer (Precicolor HBG,
Germany) de la siguiente manera: i) una alicuota de una suspensién celular se incubé durante
5 minutos en paraformaldehido 4% v/v, ii) la muestra se transfirié directamente a una camara
de Neubauer mejorada o se diluyé previamente en PBS para facilitar el recuento celular, iii) se
contaron las células viables (morfoldgicamente normales) ubicadas en los cuatro cuadrantes
laterales, compuestos de 16 campos cada uno de ellos, de cada hemicamara (n1y n2),y iv) el
promedio [(n1/4 + n2/4)/2] se multiplicd por 1x10* para obtener el nimero de células por mL,

y en caso de corresponder, este valor se afecté por el factor de dilucidn.

3.6.2. Nucleofeccion de la forma epimastigota de CL-Brener T. cruzi

Epimastigotes de T. cruzi cepa CL-Brener pLew13 previamente sincronizados con 20 mM de
hidroxiurea por 24 horas a 28°C se cosecharon en fase de crecimiento exponencial tardia (4 x
107 parasitos/mL) a 2.000g durante 5 minutos a temperatura ambiente. Las células se lavaron
dos veces con 10 mL de PBS para remover la hidroxiurea, luego se resuspendieron en 5 ml de
BHI con 250 pg/ml de gentamicina (antibidtico de seleccion del vector pLew13) y se incubaron
a 28°C por 1 hora. Los parasitos fueron centrifugados a 2.000g durante 5 minutos a
temperatura ambiente, lavados dos veces con PBS y resuspendidos a una densidad de 10%
células/mL en 100 pl de solucion Amaxa Basic Parasite (Lonza) compuesta por 81,8 ul de la
solucién 1 y 18,2 ul del suplemento. A esta suspension celular se le agregd 5 uL de una
soluciéon acuosa conteniendo 20 pg de la construccion pTcINDEX-INF-RXM o pTCINDEX
rxCUTie2 linealizada (para favorecer su integraciéon por recombinacion homdloga) mediante

tratamiento con 200 U de la enzima Spel (New England Biolabs) durante la noche a 37°C,
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esterilizada por precipitacion con etanol absoluto (C. Erba) y disuelta en agua estéril. La mezcla
ADN/células se colocd en cubetas de electroporacién de 0,2 mm (Lonza) y se aplico el
programa de electroporacion X-014 del equipo Amaxa Nucleofector 2b (Lonza). De la misma
manera, 100 puL de la suspensién celular fue electroporada con 5 puL de H,0 estéril (control
negativo). A las células electroporadas se le adicionaron 500 pL de medio BHI completo fresco
que se transfirieron a una botella de cultivo de 25 cm? conteniendo 2 mL de medio de cultivo
BHI completo con 250 pug/mL G418. El cultivo se incubd a 28°C durante 24 horas, luego de lo
cual el medio se sustituyd por 2 mL de BHI completo fresco conteniendo 50 pg/mL de
higromicina (antibidtico de seleccién del vector pTcINDEX). A las 72 horas post-transfeccién la
concentracién de higromicina se incrementd a 200 pg/mL (concentracidn final de seleccidn).
Cada 2-3 dias se monitored el crecimiento del cultivo transfectado y del control negativo, y en
caso de observar proliferacion celular se realizaron diluciones al medio con medio fresco
suplementado con higromicina (200 pug/mL) y gentamicina (250 pg/mL). A partir de la tercera
semana, no se observaron parasitos vivos tanto en el control negativo de transfeccion como en
aquella realizada con el pldasmido pTcINDEX rxCUTle2, mientras que aquellos transfectados con
el plasmido pTcINDEX INF-RXM presentaron resistencia a higromicina y lograron proliferar. Los
estudios posteriores se realizaron sobre la poblacién de pardsitos pTcINDEX INF-RXM ya que la
seleccidn clonal en T. cruzi es poco eficiente porque este organismo presenta un crecimiento
densidad-celular dependiente. El acondicionamiento de las células para su criopreservacién se
realizé6 por cosecha de 2 - 8 x107 pardasitos en fase de crecimiento exponencial mediante
centrifugacion a 2.000g a temperatura ambiente y posterior resuspensién en 1 mL de medio
de cultivo BHI con concentracion de antibidticos apropiados y glicerol 10% v/v. Los criotubos

se almacenaron a -80°C.

3.6.3. Cultivo de Leishmania tarentolae.

En este trabajo se utilizaron parasitos de la cepa L. tarentolae LEXSY-Host-P10 (Jena

Bioscience), cepa utilizada para vectores LEXSY de expresion constitutiva, como pLEXSYhyg 2.1.

Los parasitos en estadio promastigota se cultivaron a 26 - 28°C (botella acostada) en medio BHI
completo (brain heart infusion 33 g/L, triptosa 3 g/L, KCl 0,4 g/L, NaH,PO; 4 g/L con el
agregado de hemina 0,02 g/L, penicilina/estreptomicina 10.000 U/L, Hepes 1M) suplementado

con 10% v/v de suero fetal bovino libre de tetraciclina (SFB - PAA).

Los recuentos de células se realizaron en camara de Neubauer (Precicolor HBG, Germany)

siguiendo el protocolo descrito en la seccién 3.6.1.
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3.6.4. Nucleofeccion de la forma promastigota de L. tarentolae.

Promastigotas de L. tarentolae LEXSY-Host-P10 se cosecharon en fase exponencial tardia a una
densidad 2 - 3 x 107cel/mL, a 2.000g por 5 minutos, a temperatura ambiente. Las células se
lavaron dos veces con un volumen de Cytomix (120 mM KCI, 0,2 mM CaCl2, 2 mM EGTA, 10
mM MgCl2, 25 mM HEPES, 5 mM K2HPO4, 5 mM KH2PO4; pH 7,6) que duplica el valor inicial
del cultivo cosechado, y finalmente se resuspendieron a una densidad de 3 x 107 parasitos/mL
en 100 pl de solucién Amaxa Basic Parasite (Lonza) compuesta por 81,8 ul de la solucién 1y
18,2 ul del suplemento. A esta suspension se agregaron 15 pL de una solucidén acuosa
conteniendo 25 pg de la construccién pLexsyHyg2-INF-RXM o pLexsyHyg2 hGrx-rxmRuby2,
ambos plasmidos en su forma circular (no linearizada). La mezcla ADN/células se colocd en
cubetas de electroporacién de 0,2 mm (Lonza) y se aplicd el programa de electroporacién U-
003 del equipo Amaxa Nucleofector 2b (Lonza). De la misma manera, 100 pL de la suspensién
celular fueron electroporadas con 10 pyL de H,O estéril (control negativo). Luego de la
transfeccion, se transfirieron las cubetas a hielo por 10 minutos. Las células electroporadas se
resuspendieron en 500 uL de medio BHI completo fresco (sin higromicina) y se transfirieron a
una botella de cultivo de 25 cm? conteniendo 4,5 mL de medio de cultivo BHI completo (sin
higromicina). El cultivo se incubo a 26 — 28 °C durante 24 horas, luego de lo cual 3 mL del
mismo fue centrifugado a 2.000 g, 3 minutos, a temperatura ambiente. El pellet celular se
resuspendié en 200 ul de medio residual y se distribuyé en membranas de nitrocelulosa de
0,45 pum (30 pl/membrana) que se colocd sobre placas de Petri (6 de 30 mm de radio)
conteniendo medio BHI 2X-agar (200 ml de BHI 2X-agar 2%: 2 g en 100 ml H,0, autoclavado +
70 ml de BHI 2X: 5,18 g en 70 ml H,0, autoclavado, + 20 ml de FCS inactivado, + 8 ml de HEPES
1 M, pH 7,4 autoclavado, + 2 ml de Pen/Strep, + 400 ul de Hemina + higromicina 100 pg/ml).
Las placas se incuban a 26 — 28 °C por 5 - 7 dias hasta la aparicién de colonias discretas sobre la
membrana de nitrocelulosa. Las colonias luego se transfieren con un tip de micropipeta a 1 mL
de medio suplementado con 100 pg/ml del antibidtico higromicina en una placa de 24 pocillos
(pre-screening). Esto debe realizarse en un plazo no mayor a 3 semanas luego del plaqueo.
Estas placas de cultivo se incubaron a 26 — 28 °C sin agitacion por 48 horas. Para el screening
de dichos clones, sobre una placa de cultivo de 24 pocillos conteniendo 1 mL/pocillo de medio
BHI completo con 100 pg/ml de higromicina se inoculé 0,1 mL/pocillo de cultivo de cada clon
de interés. Las placas se incubaron a 26 — 28 °C, sin agitacidn, durante 2 - 3 dias, luego de lo
cual la intensidad de fluorescencia de las células fue medida por citometria de flujo o por

microscopia de fluorescencia como se detalla en las secciones 3.8 y 3.9, respectivamente.

3.6.5. Cultivo de T. brucei
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En este trabajo se emplearon las lineas celulares 449 y 514-1313 de la forma sanguinea de T.
brucei brucei cepa 427. La primera de ellas contiene integrado en su genoma una copia de la
secuencia codificante para la proteina represora de tetraciclina, mientras que la segunda

contiene dos copias de ésta y una copia de la secuencia codificante para la T7-ARN polimerasa.

Las células se cultivaron en medio HMI-9 completo (Iscove's Modified Dulbecco's Medium,
Invitrogen), conteniendo 10% v/v de SFB libre de tetraciclina (PAA o Invitrogen) y
suplementado por litro con: 3,02 g de NaHCOs, 28,2 mg batocuproina, 39 mg timidina, 136 mg
hipoxantina, 182 mg L-cisteina, 0,2 mM B-mercaptoetanol, 10 U penicilina/estreptomicina
(Gibco). Ademas, para retener la expresion de las proteinas heterélogas (TR y T7-ARN pol),
este medio de cultivo se suplementd con 0,2 mg fleomicina (Invitrogen; linea celular 449) y
adicionalmente con 0,5 mg geneticina (Invitrogen; linea celular 514-1313), respectivamente.
Higromicina (Invitrogen), agente de seleccidn para la construccién pHD1700-hGrx-rxmRuby2 y
pHD1700 rxCUTie2, se empled a una concentracién final de 5 pg/mL. Los cultivos se
mantuvieron en condiciones de crecimiento aerdbicas con 5% de CO,, en atmdsfera himeda y

a37°C.

Rutinariamente los recuentos de células se realizaron en cdmara de Neubauer de la misma
forma detallada en la seccién 3.6.1 excepto por las siguientes modificaciones: i) una alicuota
de la suspension celular se transfirié directamente a una cdmara de Neubauer mejorada o se
diluyé previamente en PBS 1% p/v glucosa para facilitar el recuento celular ii) las células

viables se definen como mdviles y morfolégicamente normales

3.6.6. Nucleofeccion de la forma infectiva de T. brucei brucei

Para realizar la transfeccién de las lineas celulares 449 y 514-1313 de T. brucei brucei con la
construccion pHD1700-hGrx-rxmRuby2 o pHD1700-rxCUTie2, se cosecharon 30 millones de
células en fase de crecimiento exponencial media (0,8 - 1 x 10° pardsitos/mL) a 2.000 g durante
10 minutos a temperatura ambiente. Las células se lavaron una vez con PBS y luego se
resuspendieron en 100 pl de solucién Amaxa Basic Parasite (Lonza) compuesta por 81,8 ul de
la solucidn 1y 18,2 ul del suplemento. A ésta se le agregd 10 pg de la construccion pHD1700-
hGrx-rxmRuby2 o pHD1700 rxCUTie2 en un volumen de 5 L, las cuales fueron previamente
linealizadas (para favorecer su integracién por recombinacién homadloga) con 10 U de enzima
Notl (New England Biolabs) durante toda la noche y recuperadas por precipitacién con etanol
absoluto (C. Erba) y centrifugacién a 10.000 g, 4°C por 10 minutos. La mezcla ADN/células se
colocd en cubetas de electroporacion de 0,2 mm (Lonza) y se aplicé el programa de

electroporacién X-001 del equipo Amaxa Nucleofector 2b (Lonza). A continuacidn, los parasitos
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transfectados se transfirieron a 30 mL de medio de cultivo HMI-9 completo conteniendo
fleomicina (linea celular 449) o fleomicina y geneticina (linea celular 514-1313), y luego se
realizaron dos diluciones seriadas 1:10 en un volumen final de 30 mL con el mismo medio de
cultivo fresco. Al cabo de 24 horas de incubacion a 37°Cy 5% CO,, a cada pocillo de las placas
se le agregd 1 mL de medio de cultivo fresco (conteniendo los correspondientes antibidticos)
suplementado con 10 pug/mL de higromicina de manera tal que la concentracion final de este
antibiotico fuera de 5 pg/mL. A partir del cuarto o quinto dia se comenzaron a detectar
pardsitos resistentes a higromicina en la linea celular 449 transfectada con ambas
construcciones. Los clones de interés se criopreservaron de acuerdo al siguiente protocolo: 1 -
5 x107 parasitos en fase exponencial de crecimiento se cosecharon por centrifugacién a 2.000 g
a temperatura ambiente y se resuspendieron en 1mL de medio de cultivo HMI-9 completo
fresco suplementado con los correspondientes antibioticos y glicerol 10% v/v. Los criotubos se

almacenaron a -80°C.

3.7. Ensayos de FRET en parasitos promastigotes L. tarentolae
INF-RXM

Promastigotes de L. tarentolae plLexsyHyg2 INF-RXM cosechados en fase exponencial (2 - 3
x107 células/mL) se diluyeron al tercio en PBS pH 7,4 a temperatura ambiente y se analizaron
en citémetro Fusion (ver punto 3.9) para verificar el estado redox y FRET basal. Para estimular
la produccién de AMPc enddgeno, los parasitos se incubaron durante 1 hora a 37°C en PBS pH
5,5 (Bhattacharya, 2009). Como condicidn control, otra muestra de parasitos se incubé en PBS
pH 7,4 a la misma temperatura y tiempo. Durante esta incubacién se tomaron muestras de
células las cuales se analizaron por citometria de flujo previo o posterior a la incubacién con
DTT 10 mM por 30 minutos. La inhibiciéon de las fosfodiesterasas de L. tarentolae (Lt PDEs)
mediante incubacidn por 3 horas o 18 horas con diferentes concentraciones de un compuesto
derivado del imidazol (compuesto 35, gentilmente cedido por la Dra. Carmen Gil, (Sebastian-
Pérez, 2018)) previo a la induccién de AMPc. Por otro lado, la capacidad de respuesta del
biosensor rxmRuby2 fue evaluada mediante exposicién de las células a diferentes
concentraciones de diamida (0 - 200 uM) y de 1 mM de H,0, por 30 - 40 minutos. En todos los
experimentos, se incorpord como control de la expresidn del sensor a parasitos promastigotes

de la linea salvaje.

3.8. Citometria de flujo

Las mediciones de intensidad de fluorescencia de la hGrx-rkmRuby2, INF-RXM y rxCUTie2

expresada por las lineas transgénicas de T. brucei, T. cruzi y Leishmania se realizaron en un
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citdmetro Attune NxT (ThermoFisher), BD Accuri™ C6 (BD Biosciences) o FACSAria FUSION (BD
Biosciences). Este ultimo equipo esta integrado a una cabina de bioseguridad, lo cual permite

analizar muestras de riesgo bioldgico.

El dia del ensayo, los parasitos en distintas fases de crecimiento, estadio o provenientes de
animales infectados se resuspendieron a una densidad final de 1x10° células/mL en PBS-
glucosa 1% p/v, luego de haber sido centrifugados a 2.000 g durante 10 minutos a
temperatura ambiente. Los pardsitos se trataron con distintas concentraciones de agentes
oxidantes, compuestos quimicos y reductor (DTT), y durante diferentes tiempos, tal como se
detalla en distintas partes de la seccién Resultados. Previo al andlisis por citometria, a las
suspensiones celulares con sensor rxCUTie2 se les agregd ioduro de propidio (PI, agente
intercalante de 4cidos nucleicos no permeable que empleamos como marcador de pérdida de
integridad de membrana y por lo tanto de viabilidad celular) a una concentracién final de 2
ug/mL, mientras que por superposicion espectral con la proteina rxmRuby2, no fue posible su
Uso en ensayos con parasitos expresantes de hGrx-rkmRuby2 o INF-RXM. Para estos casos, se
tuvo en cuenta la distribucidn de la poblacidn celular en la grafica de dispersion lateral (Side
Scatter o SSC) versus dispersion frontal (Forward Scatter o FSC) de la luz, como se detalla en el

proximo parrafo.

Durante las adquisiciones de las muestras en los citdmetros, las células se excitaron con
laseres de 488 y/o 561 nm. Midiendo la sefial de SSC en funcién de la sefial FSC adquirida con
un Aex = 488 nm es posible discriminar las células de los detritos celulares en un grafico de
puntos SSC vs. FSC (ambos en escala logaritmica). Los eventos que presentan un tamafio y
granularidad inferior al punto de corte, el cual es variable dependiendo la especie y estadio del

pardsito, se excluyeron de los analisis posteriores de fluorescencia de cada biosensor.

Para la rxYFP se empleé el laser con Aex = 488 nm y se colectd la emisidn de fluorescencia con
filtros de 530 + 30 nm en el equipo Attune o Accuri. Las lineas celulares transgénicas que
expresaron el biosensor INF-RXM con par FRET Clover/rxmRuby2 se analizaron en citdmetro
FUSION empleando laser con Aex = 488 nm vy filtros de emisidn para 530 £ 30 nm y 610 £ 20 nm.
La sefial de la rxmRuby2 se excité con el laser 561 nm y la emisién de fluorescencia se colectd
con filtro de 620 £ 15 nm o 610 + 20 nm, presentes en los equipos Attune o FUSION,

respectivamente.

Los datos obtenidos se graficaron en histogramas de eventos vs. Log intensidad de
fluorescencia de las proteinas fluorescentes de interés y se analizaron con los programas

indicados en la secciéon 3.13.2.
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3.9. Microscopia de fluorescencia

La expresion de los biosensores (rxmRuby2, Clover-AMPc-rxmRuby2, CFP-GMPc-rxYFP e IFN-
RXM) se evalud por técnica de microscopia de fluorescencia sobre muestras frescas y fijadas

de E. coliy distintas especies de tripanosomatidos, respectivamente.

Para la preparacion de las muestras frescas, una gota del cultivo inducido (diluido 1/5 en PBS)
se montd sobre un portaobjetos y cubreobjetos previamente lavados con isopropanol, y luego
sellado con esmalte de ufias transparente. La preparacion de las muestras fijadas se realizd
como se describe a continuacién. Se centrifugaron 10 mL de cultivo de parasitos inducidos por
24 horas con 1 pg/ml de oxitetraciclina conteniendo aproximadamente 10 millones de
células/mL a 2.000 g durante 10 minutos. Luego las células se lavaron dos veces con PBS y se
repitié la centrifugacion. El pellet se resuspendié de manera homogénea en p-formaldehido
4% p/v en PBS (50 pL por cada millén de células) e incubd en hielo durante al menos 20
minutos para permitir el proceso de fijacion de las estructuras celulares. Posteriormente, se
realizaron 3 lavados con PBS intercalados con centrifugaciones a 2.000 g durante 10 minutos a
temperatura ambiente. Finalmente, los parasitos se resuspendieron en PBS de forma tal de
obtener 2 millones de células / 50 pL (una gota). Se colocaron dos gotas en portaobjetos
recubiertos con poli L-lisina (Starfrost) que luego se incubaron durante toda la noche a 4°C
para facilitar la adhesién celular a la superficie. Los portaobjetos se lavaron tres veces con PBS
y luego se montaron con una gota de la solucién de montaje Fluoroshield (Abcam) la cual

contiene el fluoréforo DAPI para tefiir acidos nucleicos.

Dependiendo el grado de resoluciéon buscado, las muestras se analizaron en microscopio de
epifluorescencia o confocal disponibles en la Unidad de Microscopia, Instituto Pasteur de

Montevideo, como se detalla a continuacion.

Las imagenes de epifluorescencia fueron adquiridas en un microscopio invertido Olympus 1X81
equipado con una camara CCD (HAMAMATSU ORCA-ER) con lente objetivo de inmersion en
aceite UPlanSapo 100X 1.40 Oil para la visualizacién de las bacterias y el lente objetivo LUCPlan
FLN 40X 1.40 para visualizacion de los tripanosomatidos. Se utiliz6 campo claro para obtener
informacién sobre la morfologia general de las bacterias y parasitos, el filtro de fluorescencia
para Aex 426-446 nm / Aem 460-500 nm para la deteccion de la sefial de la CFP, el filtro de
fluorescencia Aex 470-495 nm / Aem 510-550 nm para la deteccién de la sefial de la Clover o
rxYFP, y el filtro de fluorescencia Aex 530-550 nm / Aem 570 Nnm para la deteccién de la sefial de

la rxmRuby?2.
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Las imagenes de fluorescencia confocal se obtuvieron en un microscopio laser confocal
espectral invertido Zeiss LSM 880 con lente objetivo de inmersién en aceite 63X (Plan-
APOCHROMAT, 1.4 na) empleando los siguientes pares de laseres y filtros: UV Aex/Aem 355/455-
500, Argdn Aex/Aem de 488/510-550 y Argdn Aeyx/Aem 561/LP 615 para detectar la sefial del DAPI,
de la Clover y de la rxmRuby2, respectivamente. Se capturaron imagenes de campo claro para
obtener informacién sobre la cantidad y morfologia general de los parasitos. Las imagenes

fueron adquiridas sobre habitdculo termostatizado a 28°C empleando el software Zen.

3.10. Infeccion de ratones BALB/c] con T. brucei brucei hGrx-
rxmRuby?2

Los procedimientos de manipulacién animal aqui descritos fueron previamente aprobados por
la Comisidn de Etica de Uso Animal del Instituto Pasteur de Montevideo (CEUA; Protocolo 004-
11), se ajustan a las normas de éticas vigentes segun la Ley Nacional 18.611 y fueron realizados
en dependencias de la Unidad de Animales Transgénicos y de Experimentacion del IP-

Montevideo.

Se empled un total de cuatro ratones hembras de la cepa BALB/cJ y de 6 - 8 semanas de vida
(peso promedio = 19 gramos). Dos de estos animales (grupo problema) se alimentaron con
agua suplementada con 1 mg/mL oxitetraciclina 72 horas previas y durante la infeccidn, con
recambio de la misma cada 48 horas. Otros dos animales (grupo control) se alimentaron con
agua comun. Los animales se inocularon por via intraperitoneal con 300 pL de PBS-glucosa 1%
p/v conteniendo 10 T. brucei brucei hGrx-rxmRuby2 en fase de crecimiento exponencial. El
grupo problema se infectd con parasitos crecidos durante 24 horas en medio de cultivo con 1
ug/mL de oxitetraciclina y el grupo control se infectd con parasitos cultivados en ausencia de

oxitetraciclina.

Cada 72 - 96 horas se controld el peso de los animales y se extrajeron muestras de sangre (~ 50
puL) mediante puncion de la vena submandibular colectando las mismas en tubos con 5 pL
EDTA tripotasio (3K-EDTA, 360 uL de anticoagulante 3K EDTA Deltalab + 840 uL PBS 1X - EDTA
2 mM, filtrado en esterilidad con filtro de 0,22 um). La sangre anticoagulada se homogenizé
por agitacién suave y se diluyd 20 veces en solucidon de lisis de gldébulos rojos estéril 1X
(preparada en agua a partir de stock 10X, detallada como 0,8% p/v NH4Cl, 0,084% p/v NaHCOs
y 0,038% p/v Na,-EDTA). Estas muestras se emplearon para determinar parasitemia mediante
recuento en camara de Neubauer (seccidn 3.6.5) y para analisis por citometria de flujo como

se describid en la seccion 3.8.
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Por razones éticas, aquellos animales con una parasitemia > 10® parasitos/mL o que

presentaran un estado de salud deteriorado se sacrificaron por dislocacién cervical.

Para los ensayos de imagenologia, los ratones fueron anestesiados con 2.5% de isoflurano:
95% oxigeno. Posteriormente, la emisién de luz fue registrada a temperatura ambiente
utilizando el equipo In Vivo Xtreme Il (Bruker), retroiluminado con un detector de dispositivo
de carga acoplada de 4 megapixels, y el programa Molecular Imaging Software “MI” 7,5 que
permite la adquisicion de imdagenes en dos modalidades: fluorescencia y rayos-X. Durante la
adquisicion de imagenes, los animales se ubicaron en posicion ventral o dorsal y se
mantuvieron anestesiados con un flujo constante de 2,5% isofluorano en oxigeno. Se utilizé
para la modalidad de fluorescencia: Modo de sensibilidad alta, 4 x 4 pixels, tiempo de
exposicion de 1, 10, 30 o 60 segundos / intervalo de 60 segundos, campo de observacion de
190 mm, f-Stop 1,1, plano focal 0 y referencia focal de bandeja. La intensidad de fluorescencia
fue colectada mediante una ldmpara de Xendn con filtro de excitacién a 540 + 10 nm y un filtro
de emisidn a 600 * 20 nm. Se utilizdé para la modalidad rayos-X: Modo de sensibilidad de alta
velocidad, tiempo exposicion de 4 segundos, campo de observacién 190 mm, f-Stop 5,60,
plano focal 0 y referencia focal de rayos-X. Las imagenes de fluorescencia y de rayos-X fueron

analizadas y superpuestas utilizando el software libre de Fiji (Schindelin, 2012).

3.11. Programas computacionales

3.11.1. Base de datos
Se recurrié a la informacién disponible en el National Center for Biothechnology Information
(Sayers, 2023) y la base de datos que relne informacion gendmica y protedmica sobre
distintas especies de tripanosomatidos (TriTryp, (Shanmugasundram, 2023)). Las secuencias de
los modulos CNBD de las proteinas se encuentran disponible en la base de datos UniProt

(UniProt, 2025).

3.11.2. Procesamiento de datos e imagenes

El andlisis de las secuencias nucleotidicas obtenidas fue realizado con el software Chromas y
Vector NTI. De manera similar, las construcciones enviadas a sintetizar por Genscript,
identificacion de sitios de corte, clonado y ORF correctos se analizaron en el software
SnapGene y VectorNTI. El alineamiento de secuencias multiples se realizd con el servidor

ClustalW en la MPI Bioinformatics Toolkit (Bioinformatics Toolkit, 2020).
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Los datos obtenidos con el equipo Attune y FUSION se procesaron con el software FlowJo 10
(Tree Star, Inc.), mientras que los datos obtenidos con el equipo Accuri se procesaron con el

programa BD Accuri C6 software.

El analisis de las imagenes obtenidas por microscopia de epifluorescencia y confocal se realizé

con el programa Image J (Schneider, 2012).
Todos los esquemas se crearon en Power Point® (Microsoft) y en Biorender (BioRender.com)

Las graficas y los test estadisticos de los diferentes experimentos se realizaron con el programa
GraphPad Prism version 10.0.0 para Windows, GraphPad Software, Boston, Massachusetts

USA, www.graphpad.com.

Las referencias se editaron con el programa Mendeley (http://www.mendeley.com/).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Objetivo especifico 1: Sensor redox rxmRuby2

4.1.1. Disefio moleculary generacion de la proteina rxmRuby?2.

Para generar la versidn redox sensible de la proteina mRuby2, se realizé6 una comparacion de
alineamientos estructurales entre varias proteinas fluorescentes con corrimiento al rojo
(mCherry, PDB id: 2H5Q; Scarlet, PDB id: 5LK4; mRuby1, PDB id: 3UOL; mRuby2 and mRuby3)
(Bajar, 2016) vy las proteinas redox sensible derivadas de GFP (roGFP2: PDB 1JCO) (Hanson,
2004) y de YFP (rxYFP: PDB 1H6R) (Ostergaard, 2001). El analisis realizado sugiere que las
posiciones ocupadas por los residuos Thr148 (Hoja B-8) y Asp200 (Hoja B-11) son dptimas para
incluir dos residuos de cisteina cuyos grupos tidlicos se encontrarian expuestos al solvente y a
una distancia apropiada para formar un enlace disulfuro reversible. Tomando como referencia
la estructura, el alineamiento y el entorno electrostatico de la proteina rxYFP (Hansen, 2006),
se selecciond a la proteina fluorescente con corrimiento al rojo que mas favoreciera la
polarizacién de este par de tioles (ej. reduciendo el valor de pKa) y la interacciéon con su
sustrato redox, el glutation (carga neta -1). Como se muestra en la Figura 28 mRuby y mRuby2
presentan el entorno con mayor distribucién de cargas positivas en la proximidad de estas
cisteinas debido a la presencia de los residuos Arg202 y Lys 224 (Figura 28 A). Estos residuos
estdn ausentes en las otras proteinas fluorescentes. Por otro lado, el analisis computacional
por técnica de dindamica molecular indicé que la oxido-reduccién de las cisteinas conllevaria a
cambios conformacionales en el croméforo que deberian modificar el espectro de absorcion y
emision de la proteina. (Figura 28 A). Por estas razones y porque mRuby2 presenta mayor
brillo y fotoestabilidad que el resto de proteinas fluorescentes candidato, es que la misma fue

seleccionada para generar un sensor redox con corrimiento al rojo.

Es importante sefialar que a pesar que bajo condiciones no-reductoras mRuby2 adopta una
conformacion monomérica (Kredel, 2009), (Lam, 2012), optamos por mutar el residuo Cys118
(expuesto al solvente) por una serina, de manera de evitar la posible formaciéon de puentes
disulfuros no especificos. Esta version redox sensible de mRuby2 fue denominada rxmRuby2 y
el clonado de su secuencia en los distintos vectores de expresion se detalla en la secciéon 3.2.1

de Materiales y Métodos.
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mRuby3

Figura 28. Modelo 3D de rxmRuby2 y otras proteinas fluorescentes con corrimiento al rojo. A)
Representacion de rxmRuby2 generada a partir de la estructura cristalografica de mRuby2 (Protein Data
Bank code 3UOL). Los residuos discutidos en el texto son mostrados como esferas y palillos en colores
llamativos, mientras que el croméforo se encuentra representado en un gris lustroso. El estado reducido
y el estado oxidado de la proteina se muestran como ampliaciones a la izquierda y a la derecha,
respectivamente. B) Superficie de potencial electrostatico sobre el esqueleto de diferentes proteinas
con corrimiento al rojo. Las superficies estan dibujadas como +25 mV (azul) y =25 mV (rojo), y los

residuos de cisteinas se muestran como esferas y palillos.

4.1.2. Expresion y purificacion de la proteina rxmRuby?2

Se procedié a la expresion y purificaciéon de la forma recombinante del rxmRuby2 a partir de

bacterias E. coli BL21 (Figura 29) tal como fue descrito en la seccién 3.3.1.
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Figura 29. Esquema del proceso de expresion, purificacion y analisis del sensor rxmRuby2.

En primer lugar, la produccion y correcta maduracién del cromdéforo de la rxmRuby2 en
bacterias inducidas para expresar el biosensor fue confirmada mediante microscopia de
fluorescencia (Figura 30 A). El analisis de electroforesis en gel de poliacrilamida bajo
condiciones desnaturalizantes de muestras de estas bacterias mostrd la presencia de una
banda predominante cercana a los 29 kDa en la fraccidn soluble del lisado celular (Figura 30 B).
Este peso molecular es compatible con el estimado para la rxmRuby2 recombinante (27,4
KDa), lo cual sugiere que la proteina de interés fue expresada en forma soluble. Ademas, esto
fue confirmado macroscépicamente por la tincidon roja adquirida por la columna de IMAC
(Figura 30 B). Durante el proceso de purificacién la banda de interés representé una
proporcién minoritaria en muestras de fraccion no unida (FNU), lo cual indica una retencion
eficiente de la proteina etiquetada a la resina de niquel. Por otro lado, el lavado con imidazol
10 mM (L) logré eliminar una gran cantidad de proteinas contaminantes que se unieron de
manera inespecifica y con menor afinidad a la columna HisTrap. La elucién completa de la
proteina recombinante se logré a concentraciones de imidazol de 250 mM, fracciones E2A -
E2D (Figura 30 B). Las fracciones con mayor contenido de rxmRuby2 (E2A - E2C) fueron
recolectadas (Figura 30 C) y, luego de realizarles un cambio de buffer, sometidas a

cromatografia de exclusion molecular para mejorar la pureza y estimar el estado oligomérico
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de la proteina. A partir de la preparacion de mas de 10 lotes, estimamos un rendimiento

promedio de rxmRuby2 de 5 mg por litro de medio de cultivo, con un nivel de pureza > 90%.
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Figura 30. Expresion y purificacion de rxmRuby2 recombinante. A. Imagen tomada en el microscopio
de epifluorescencia de bacterias E. coli BL21 crecidas en presencia de IPTG 500 uM durante 18 horas. B.
Fotografias de columna de IMAC cargada o no con muestra conteniendo 6xHis-rxmRuby2 y de tubo
Falcon con muestra de proteina recombinante proveniente de cromatografia de exclusién molecular
(SEC). C. Analisis por electroforesis en gel (SDS-PAGE 15%) del proceso de purificacién por cromatografia
de afinidad a metales (IMAC). MPM: marcador de peso molecular (Benchmark Protein Ladder); PS:
lisado celular total; PC: fraccion soluble de lisado celular (pre-columna); FNU: fraccidon no unida a la

IMAC; L: lavado; E2A -E2E: fracciones de percolado.

Por cromatografia de exclusion molecular se observd que la proteina rxmRuby2 oxidada eluye
con un volumen de retencidn correspondiente al de la especie monomérica (masa molecular
aparente vs tedrica, 28,3 kDa vs 27,4 kDa, respectivamente; Figura 31 A). Esta cromatografia
también permitié eliminar de la muestra a un contaminante de alto peso molecular que eluye

con un volumen de retencidn cercano a los 8 mL y no presenta absorcién a 560 nm.

En un gel de SDS-PAGE 15% (m/v) realizado bajo condiciones desnaturalizantes, la forma
reducida y oxidada de la rxmRuby2 muestran un patrén de migracion similar (Figura 31 B). Esto
difiere del comportamiento descrito para los biosensores redox basados en las proteinas GFP e
YFP, cuya forma reducida y oxidada (disulfuro) presentan diferente movilidad electroforética

(Ostergaard, 2001) (Kojer, 2012).
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Figura 31. Analisis cromatografico y electroforético de rxmRuby2. A. Cromatografia de exclusion
molecular. Los ejes Y indican las unidades de absorbancia a 280 nm (leyenda negra) y 560 nm (leyenda
roja). B. Gel SDS-PAGE 15% (m/v) correspondiente a rxmRuby2 en forma reducida (carril 2, muestra

tratada con DTT 2 mM) y oxidada (carril 3, muestra tratada con GSSG 1 mM). Carril 1, MPM.

4.1.3. Caracterizacion in vitro del sensor rxmRuby2 a diferentes estimulos

redox.

Todos los ensayos bioquimicos descritos en esta seccidn fueron realizados con muestras de

H6-rxmRuby2 que presentaban alto grado de homogeneidad (> 90%) luego de cromografia de

exclusiéon molecular.

Un barrido espectral mostré que a pH fisioldgico (pH 7,0) el espectro de excitacidon y emision
tanto de la forma reducida como oxidada de la rxmRuby2 es idéntico al reportado para la
mRuby2 (Lam, 2012), (Bajar, 2016) (Figura 32). rxmRuby2 presenta un maximo de excitacién y
emision a 560 y 600 nm, respectivamente, asi como un pico de excitacién a menor intensidad a
520 nm. Ademsds, la intensidad de los picos de excitacidon y emisidon de la forma oxidada de
rxmRuby2 fue notoriamente inferior a la de su forma reducida (Figura 32). Por lo tanto, de
manera similar a la rxYFP (Ostergaard, 2001) y a la rxRFP (Fan, 2015), (Fan Y., 2016), pero
opuesto a la roGFP2 (Dooley, 2004), los cambios redox-dependientes del espectro de

fluorescencia de la rmRuby2 son de caracter intensiométrico y no ratiométrico.
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Figura 32. Caracterizacion espectral del biosensor rxmRuby2. Cambios redox-dependientes en el
espectro de excitacidon (trazo gris) y emision (trazo negro) de rxmRuby2 en estado reducido (linea

entera) y oxidado (linea punteada).

Para determinar la especificidad de la rxmRuby2 por oxidantes, la proteina previamente pre-
reducida fue tratada con un exceso (50 veces) de perdxido de hidrégeno, diamida, y GSSG, o
(20 veces) de ONOOH. Aunque con diferentes cinéticas e intensidad, todas estas moléculas
produjeron una disminucién tiempo-dependiente y reversible en la intensidad de fluorescencia
de la proteina, y por lo tanto una oxidacién de la misma (Figura 33 A). Para estos oxidantes se
distinguen al menos dos fases de oxidacién, una rapida que tiene lugar al cabo de la primera
medicidn (2 min) e implicaria condiciones de estado estacionario, y otra mas lenta a partir de
los 2 minutos (2 a 46 min), donde se alcanzarian condiciones de equilibrio entre algunas de las
especies formadas durante la primera fase. Tomando como referencia los valores de velocidad
inicial de oxidacion (estado estacionario), los compuestos muestran el siguiente orden de
capacidad oxidativa de rxmRuby2, o, dicho de otra forma, rxmRuby2 muestra el siguiente
orden de sensibilidad por estos oxidantes: GSSG (19,8% ox/min) > diamida (14,7% ox/min) >

H20; (11,1% ox/min) ~ ONOOH (10,6% ox/min).

Ma3s alld que para algunos oxidantes la segunda fase (2 - 46 min) podria descomponerse en
sub-fases con distintas velocidades de oxidacidn, durante esta fase la cinética de oxidacion del
biosensor se enlentecié 21 (GSSG), 17 (Diamida), 24 (H.02) y 46 (ONOOH) -veces, aunque
mantuvo las mismas tendencias oxidante-especificas observadas en la primera fase (GSSG
0,96% ox/min > diamida 0,90% ox/min > H,0, 0,46% ox/min ~ ONOOH 0,23% ox/min). En un
contexto celular las glutarredoxinas catalizan la oxidorreduccion de tioles proteicos por

GSH/GSSG (Chai, 2023).
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Teniendo eso en cuenta y que rxmRuby2 mostré preferencia por GSSG como sustrato
oxidante, decidimos poner a prueba esa hipodtesis incubando el biosensor pre-reducido con
una concentracién equimolar de hGrx (5 uM) en ausencia o presencia de un exceso de GSSG
(250 uM). En presencia de hGrx y GSSG la velocidad inicial de oxidacién del biosensor (45,9%
ox/min) fue al menos 2,3-veces superior respecto a la reaccion espontdnea entre rxmRuby2 y
GSSG (19,8% ox/min). Bajo estas condiciones, se logré un 90% de oxidacion del biosensor en
los primeros 2 minutos, alcanzando niveles minimos de reduccién al cabo de 10 minutos. Por
otro lado, en ausencia de GSSG, la oxidacion directa de rxmRuby2 por hGrx es insignificante
(2,1% ox/min), lo cual confirma que el proceso de oxidacion del biosensor es mediado por un
tiol de bajo peso molecular. Esto demuestra que la redoxina cataliza eficientemente la
oxidacion de rxmRuby2 dependiente de GSSG, como ya ha sido reportado para otros

biosensores. (Bjornberg, 2006), (Muller, 2017).
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Figura 33. Oxidoreduccion del biosensor rxmRuby2. A. Cursos temporales de oxidoreduccién de
rxmRuby2 (5 uM) pre-reducida con DTT y tratada con 100 uM peroxinitrito (ONOOH), o 250 uM H20:
diamida o GSSG, o 5 UM hGrx en ausencia o presencia de GSSG (250 uM). Una muestra de rxmRuby?2
reducida (5 uM) y sin tratar se incluye como control. Luego de 46 min, a todas las muestras se les agrega

DTT (5mM, flecha negra). B. Cursos temporales de reduccion de rxmRuby2 oxidada (1 uM) no tratada
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(control), o tratada con GSH (250 uM) y hGrx1 (1 uM), NADPH (250 uM), DTT (5 mM), o con E. coli Trx

reducida (10 uM) en ausencia (cuadrado azul) o presencia de 5 mM DTT (triangulo celeste).

Transcurridos 46 minutos de incubacién, la reversibilidad del fenédmeno de pérdida de
fluorescencia del biosensor ocasionado por los distintos oxidantes fue estudiado mediante el
agregado de un exceso de agente reductor (DTT, 1000 X respecto a rxmRuby2; Figura 33 A). En
todos los casos se pudo apreciar una recuperacion casi completa de la fluorescencia basal,
aunque con cinéticas diferentes dependiendo del oxidante. Este resultado es de suma
relevancia porque confirma que el cambio en intensidad de fluorescencia del biosensor
inducido por los oxidantes (varios de ellos fisioldgicos) es de origen redox. Para las muestras
tratadas con GSSG y diamida, y de manera similar a lo observado en la fase de oxidacién, se
distinguid un comportamiento bifasico (estado estacionario seguido de equilibrio) de
reduccion del biosensor. Durante la primera fase, la velocidad de reduccién del biosensor en la
muestra que contenia GSSG (16,1% red/min) fue al menos 2,5 veces superior a la de la
muestra con diamida (6,20% red/min). En la segunda fase, la velocidad de reduccién del
biosensor fue similar para ambas muestras. (0,92% red/min). Para la condiciéon con GSSG,
cuando la hGrx forma parte del sistema, también se aprecian al menos dos fases de reduccidn
con cinéticas (17 fase: 21,1% red/min y 2% fase: 1,22% red/min) similares a las descritas
anteriormente para GSSG y diamida. No obstante, la magnitud de los cambios redox en
rxmRuby2 en presencia de la oxidorreductasa (ej. 90% reduccién de rxmRuby2 en 20 min) es
notoriamente superior a la registrada en su ausencia (ej. 56% - 45% de reduccidn en el mismo

lapso de tiempo para GSSG y diamida).

Por otro lado, la reduccion del biosensor oxidado con ONOOH fue casi completa (68% a 92%) al
cabo de 2 minutos de exposiciéon a DTT, y con una velocidad (11,8% red/min) equiparable a la
observada en la primera fase de reduccién de las muestras tratadas con diamida o GSSG. A
diferencia de las muestras expuestas a los demas oxidantes, la cinética de reduccién del
biosensor oxidado por H,0, mostrd una primera fase lenta (0,43% red/min, de los 46 - 85 min)
y una segunda con una marcada aceleracién (2,1% red/min, de los 85 - 95 min). Para la
condicién con H,0,, la lenta cinética de oxidacidon del biosensor estaria indicando una reaccion
no favorable entre los tioles de rxmRuby2 y este oxidante. Mientras que la igualmente lenta
reduccién del mismo por DTT sugiere la formacién de una especie intermediaria que nos es
facilmente reducible. La reaccién de un tiol proteico con H,0; da lugar a la formacién de un

acido sulfénico (y H20), el cual a su vez podria reaccionar con un segundo tiol para producir un

100



101

disulfuro (y H20) o bien con una segunda o tercera molécula de peréxido para dar lugar a una
especie sobreoxidada del tiol, un dacido sulfinico y un &cido sulfénico, respectivamente
(Alvarez, 2022). Mientras que el acido sulfénico es reducible por DTT, el sulfinico y el sulfénico
no lo son. Solo en ciertas peroxidasas del tipo peroxirredoxina, las sulfirredoxinas catalizan la
lenta reversion al estadio tiol del acido sulfinico (Woo, 2003). En principio, cualquiera de los
dos tioles de la rxmRuby2 podria reaccionar indistintamente con H,0,. Se desconoce si la
formacién de uno o dos acidos sulfénicos en rxmRuby2 es capaz de inducir los cambios
conformacionales en la proteina que modifican sus propiedades espectrales como cuando se
forma el disulfuro intramolecular. Pero asumiendo que ello fuera asi, claramente la formacién

y reduccién de alguna de estas especies es el cuello de botella cinético.

Al igual que H,0,, ONOOH es capaz de inducir la sobreoxidacidn de tioles (Reddie, 2008). Esta
reaccién generalmente se ve favorecida en exceso de oxidante. En caso de tener lugar una
sobreoxidacion del biosensor, éste se volveria insensible a la reduccién, lo cual afectaria su
capacidad de deteccién dinamica de las especies de interés. Por lo tanto, en condiciones
bioldgicas la restauracion de la fraccién reducida del mismo dependeria exclusivamente de su
tasa de recambio traduccional. Como lo muestran los resultados de la Figura 33 A, el
tratamiento con DTT logra revertir de manera casi completa (90 - 97%) la oxidacidon generada
por exposicién a un exceso de ONOOH (20 X) y H,0; (50 X) durante un total de 92 minutos.
Esto indica que rxmRuby2 no es susceptible a sobreoxidacion por estos oxidantes y podria ser

aplicado en modelos biolédgicos exigentes.

Finalmente, para determinar los sistemas que podrian reducir a rxmRuby2, la forma oxidada
del biosensor (1 uM) fue incubada con un exceso de GSH (250 uM) en presencia de una
concentracion estequiométrica de hGrx1, con un exceso de tiorredoxina (10 X) o de NADPH
(250 X) en presencia o ausencia de DTT (5 mM). Como se aprecia en la Figura 33 B, solo cuando
la dupla GSH/hGrx1 o DTT formaban parte de la muestra se logré un curso temporal de
reduccién completa del biosensor. De hecho, a pesar que la concentracion de tiol de bajo peso
molecular libre en la muestra con GSH (250 uM de tiol libre) / hGrx1 era 40 veces inferior a la
presente en la que contenia DTT (10 mM de tiol libre), la cinética de reduccidn del biosensor

fue 2 veces superior durante la fase inicial (estado estacionario) y rapida de la reaccién.

Este conjunto de datos demuestra que, al igual que para otros biosensores basados en
proteinas fluorescentes como la rxYFP (@stergaard, 2004), (Ostergaard, 2001), (Bjérnberg,
2006) y la roGFP2 (Gutscher, 2008), (Muller, 2017), el sistema Grx/GSSG-GSH cataliza
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eficientemente la oxido-reduccidon de rxmRuby2. Ademas de la selectividad de rxmRuby2 por

GSSG/GSH, se destaca su insensibilidad a la super-oxidacién por oxidantes fisioldgicos.

El control catalitico ejercido por Grx sobre la oxido-reduccion de la rxmRuby2 sugiere que la
deteccién en tiempo real de cambios en la relacién GSH/GSSG deberia ser llevada a cabo en

células o compartimentos intracelulares donde esta oxidorreductasa esté presente.

Otras propiedades que consideramos importante estudiar del biosensor fueron su potencial
redox respecto al par redox con el cual este se equilibrard (GSH/GSSG; Figura 34) y la

sensibilidad al pH de su cromdforo (Figura 35).

Para determinar su potencial redox, el biosensor fue incubado con distintas relaciones de
GSH/GSSG bajo condiciones de semi anaerobiosis y a pH 7,0, por un tiempo suficiente (4 h)
para que se alcancen condiciones de equilibrio. Como se puede observar en la Figura 34, bajo
estas condiciones no fue posible obtener el biosensor 100% reducido para la mayor relacién
GSH/GSSG testeada, pudiendo explicarse esto por una oxidacidon espontanea de una pequefia

fraccion de GSH a pH fisioldgico.

No obstante, a partir de los resultados de esta titulacion se obtuvo un valor de potencial redox
estandar (E°’) de -275 + 22 mV para rxmRuby2 (Figura 34), el cual se asemeja al reportado
para la proteina rxYFP (-261 mV) (Ostergaard, 2001), y es apenas menos negativo que el
determinado para roGFP2 (-272 mV (Hanson, 2004)). Dado que el potencial redox del GSH en
el citosol de células eucariotas varia en el rango de -240 mV a -320 mV (Meyer, 2010),
(Schwarzlander, 2016), rxmRuby2 resulta apto para detectar variaciones en la relacion

GSH/GSSG en estas células.

E%rxmRuby2 = -275 + 20 mV
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Figura 34. Potencial redox del biosensor rxmRuby2. Titulacion de rxmRuby2 (5 uM) con diferentes
relaciones de [GSH]/[GSSG] en PBS pH 7,0 at 25°C. La fraccion de proteina oxidada fue calculada como
se describe en Materiales y métodos (seccion 3.4.4). Se muestra el valor del potencial redox estandar

experimental.

Para determinar la sensibilidad del cromoforo de la rxmRuby2 al pH y establecer su rango de
aplicabilidad, el biosensor (100% reducido u oxidado) fue incubado en soluciones a diferentes
pHs y fuerza idnica constante. A partir del andlisis de los datos mostrados en la Figura 35, se
obtuvo un valor de pKa para el croméforo de 5,8 y 6,95, para la forma reducida y oxidada,
respectivamente de rxmRuby2. El pKa de la forma reducida de rxmRuby2 es menos acido que
el reportado para su congénere mRuby (pKa 4,4) o mRuby2 (pKa 5,3), lo cual sugiere que las
mutaciones introducidas alteraron el entorno electrostatico del croméforo favoreciendo su
desprotonacion en el rango de pH fisioldgico (7,0 - 7,4). Por otro lado, la formacidon del puente
disulfuro estaria favoreciendo la protonacién del croméforo acompanado de una pérdida en la

intensidad de fluorescencia.
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Figura 35. Curva de titulacion de pH del biosensor rxmRuby2. Fluorescencia relativa de rxmRuby2 (1
uM) totalmente reducida (m) y oxidada (®) en funcién del pH y los correspondientes valores de pKa

determinados para el croméforo (detalles metodoldgicos y anélisis en la seccién 3.4.3).

De todos modos, y no menos importante, este estudio muestra que independientemente de
su estado redox la intensidad de fluorescencia de rxmRuby2 es > 75% en un rango fisioldgico

de pH (7,0 - 7,4) que prevalece a nivel del citosol de células eucariotas.

4.1.4. Generacion de una linea celular de T. brucei reportera del estado redox

de tioles de bajo peso molecular.
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Como lo mostraron los resultados de la caracterizacidn funcional de la forma recombinante de
rxmRuby2, la Grx acelera la oxidorreduccién del biosensor por la dupla GSH/GSSG. Para no
depender de la biodisponibilidad de la Grx enddgena y asegurar una proximidad espacial entre
el traductor de la sefal (Grx) y el médulo sensor (proteina fluorescente redox sensible), y
teniendo en cuenta que la concentracion intracelular de la isoforma citosdlica de la Grx de T.
brucei es relativamente baja (~2 uM; (Ceylan, 2010)). Se propuso generar un biosensor con
corrimiento al rojo (rxmRuby2) fusionado a la glutarredoxina 1 humana, ya varios estudios
validaron la funcionalidad del biosensor roGFP2 fusionado a la hGrx1 (Gutscher, 2008) (Meyer,

2010) (Meyer A., 2007).

Luego de la nucleofeccidn (sistema Amaxa) de la forma infectiva de T. b. brucei (cepa 427, linea
celular 449) con el plasmido pHD1700-hGrx-rxmRuby2 y del proceso de seleccion mediante
técnica de dilucion limite, se obtuvo un total de 7 clones resistentes al antibidtico de seleccion
(higromicina). Estos clones fueron crecidos en ausencia y en presencia de oxitetraciclina
(Figura 36) con el fin de inducir la expresidn de rxmRuby2 y analizados por microscopia de
epifluorescencia y citometria de flujo. En ninguna de las muestras analizadas por la técnica de
microscopia se detectd sefial de fluorescencia del biosensor. Por el contrario, el analisis por
citometria de flujo reveld que todos los clones crecidos en presencia del inductor expresan la
rxmRuby?2 (Figura 36). Tomando como referencia la sefial de fluorescencia basal que presentan
tanto los clones no inducidos como parasitos que no fueron transfectados con el vector de
expresion, el nivel de intensidad de fluorescencia de la rxmRuby2 en los 7 clones inducidos es

alrededor de 10 veces superior.
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Figura 36. Expresion de hGrx-rxmRuby2 en la forma sanguinea de T. brucei. A) Analisis por citometria
de flujo (Exc 561 nm, Em 610/20 nm) de 7 clones incubados durante 24 h en ausencia (No inducido) o

presencia (Inducido) de oxitetraciclina (1 pg/ml). La linea no transfectada (WT) se incluye como control.
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B) Grafica de histograma (nimero de eventos vs. intensidad de fluorescencia de rxmRuby2) para los 7
clones inducidos y la linea celular no transfectada. Se utiliza la misma referencia de colores para los 7

clones y para la linea no transfectada en el panel Ay en el B.

Como se puede apreciar en la Figura 36 B, los 7 clones mostraron un nivel de expresion
homogéneo de rxmRuby2 con el 90% de la poblacidn celular presentando niveles de
intensidad de fluorescencia similares. Esto podria explicarse por la caracteristica clonal de
estas lineas celulares. En concordancia con esto, una poblacién no clonal de T. cruzi mostré
niveles sumamente heterogéneos de expresion del biosensor hGrx-roGFP2 empleando un
vector integrativo e inducible por tetraciclina (Sardi, 2016). Para esta linea celular reportera se
identificaron tres subpoblaciones con niveles de expresion del biosensor nulos, bajos y medios,

y altos, las cuales representaban un 20%, 20% y 60% de la poblacidn celular, respectivamente.

4.1.5. Caracterizacion de la linea reportera hGrx-rxmRuby2 de T. brucei.

Para 5 de los 7 clones de la linea T. brucei hGrx-rxmRuby2 (clon B6, C3, C4, D4 y D6), se evalud
la respuesta del biosensor luego de un tratamiento por 10 minutos con diamida y/o DTT
(Figura 37). En primer lugar, se observa que en todos estos clones, el biosensor presenta un
nivel basal de oxidacidon que va del 30 al 55%. La incubacidn con el agente reductor revierte
este estado, lograndose obtener en todos los casos maximos de intensidad de fluorescencia, y
por lo tanto, de reduccién del biosensor. También en todos los clones, la exposicidn al agente
oxidante produce un descenso marcado de la fluorescencia, y por lo tanto del nivel de
reduccién, del biosensor. Estos resultados indican que en estas cinco lineas reporteras, el
biosensor responde de manera eficiente y cuantitativa a los estimulos redox. Llamativamente,
el agregado de DTT (5 mM) a muestras que previamente habian sido tratadas con diamida (250
UM, 0% rxmRuby?2 reducida) logré una reversidn parcial de la oxidacién (8 - 28% rxmRuby?2
reducida) o directamente no tuvo efecto (clon C4). Los clones que mostraron mayor nivel de
reversion fueron el B6 (22%) y D6 (28%). Dado que durante el tratamiento con DTT la diamida
no fue eliminada del medio, esta capacidad parcial de recuperar el estado reducido de
rxmRuby2 podria deberse a una competencia entre oxidante y reductor que en el lapso de
tiempo de la medicién (30 min) aun no llegé a un equilibrio. En condiciones de equilibrio, el
exceso (20 veces) de DTT por sobre diamida deberia favorecer la reduccion completa del

biosensor. Los ensayos que se describen a continuacidn avalan esta hipdtesis.
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Figura 37. Respuesta a estimulos redox de la linea reportera hGrx-rxmRuby2 de T. brucei. Parasitos de
diferentes clones, en fase exponencial de crecimiento y pre-inducidos con 1 pg/mL tet durante 24 h
fueron expuestos a diamida (250 uM) o DTT (5 mM) durante 20 minutos. La condicién “control” refiere a
células no tratadas. La condicién “diamida 250 uM + DTT 5mM” refiere a muestras que fueron expuestas
por 20 minutos a diamida con un posterior agregado de DTT por 10 minutos previo a su analisis. Las
muestras fueron analizadas por citometria de flujo (FACSAria Fusion BD) empleando A Ex/Em 561/
(610/20) nm. Los valores se expresan como unidad porcentual de reduccidn de rxmRuby2 normalizada a
condiciones que producen una reduccidén maxima (DTT 5 mM) y minima (diamida 250 uM) del

biosensor. Ver ecuacion en la seccion 3.5.1.

Las lineas reporteras B6 y D6 fueron seleccionadas para realizar una caracterizacion mas
detallada de la funcionalidad del biosensor. Con ese objetivo, parasitos cultivados en presencia
de tetraciclina fueron estimulados con distintos oxidantes (diamida y menadiona) y/o DTT, y
los cambios en la fluorescencia del biosensor se monitorearon en el curso del tiempo (total de
70 min) mediante citometria de flujo. Estos agentes oxidantes fueron seleccionados
intencionalmente porque difieren en el modo por el cual generan estrés oxidativo: la diamida
reacciona directamente con tioles e induce la formacién de disulfuros (Kosower, 1969)
mientras que menadiona (al ser un ciclador redox) debe ser metabolizada para poder generar
especies reactivas del oxigeno (0., el cual luego dismuta a H.O. por accién de superdxido

dismutasas) y consumir equivalentes de reduccion como NADPH vy tioles (Criddle, 2006).

En primer lugar y reproduciendo lo observado en ensayos anteriores (Figura 37), en ausencia
de estimulo, ambos clones presentan un nivel basal de oxidacién del biosensor de alrededor
del 40 - 45% que permanece relativamente estable en el lapso de 30 minutos (Control; Figura
38). Solo para el clon D6 se observa una ligera tendencia decreciente. El agregado de 2 mM
DTT revierte este estado de oxidacién con una cinética lenta, ya que se precisan 30 minutos de

incubacién para aproximarse al 100% de reduccién del biosensor (Figura 38 A). La respuesta
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del biosensor frente a los estimulos oxidativos fue similar en ambos clones, observandose que,
a idénticas concentraciones (250 uM), la diamida causa una oxidacion mucho mas marcada y
sostenida que la inducida por menadiona. Por ejemplo, con diamida, el nivel de reduccion de
hGrx-rxmRuby2 es minimo (0%) al cabo de 30 o 20 minutos en el clon B6 y D§,
respectivamente (Figura 38 A y 38 B). Para este ultimo clon, este estado de oxidacion persiste
por los siguientes 10 minutos. Ademas, la oxidacion del biosensor durante los primeros 10
minutos es mas marcada en el clon D6 (delta de oxidacidon 51%) que en el clon B6 (delta de

oxidacion 40%).

A diferencia de diamida, menadiona produjo un maximo de oxidacién del biosensor
significativamente menor (en torno al 30 y 40%), el cual se alcanza al cabo de 20 o 10 minutos
en el clon B6 y D6, respectivamente. En el caso de esta Ultima linea reportera, ese estado de
oxidacion se mantiene relativamente estable durante los siguientes 20 minutos, mientras que,
para la primera linea reportera, éste inicia un proceso de reversidon espontanea en los

siguientes 10 minutos (Figura 38).
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Figura 38. Cinética de respuesta de hGrx-rxmRuby2 en lineas reporteras de T. b. brucei. Parasitos del
clon B6 (A) y del clon D6 (B) de la forma sanguinea de T. brucei-hGrx-rxmRuby2 en fase exponencial de
crecimiento y pre-inducidos con 1 pg/mL tetraciclina durante 24 h fueron expuestos a 2 mM de DTT, a
Diamida y a menadiona durante 30 minutos. Las células (1 x 10° eventos/muestra) fueron analizadas por
citometria de flujo (FACSAria Fusion BD) empleando A Ex/Em 561/ (610/20) nm. Los valores se expresan
como unidad porcentual de la intensidad de fluorescencia relativa al tratamiento con DTT 2 mM vy al

tratamiento con diamida para cada caso, de acuerdo a la ecuacidn de la seccion 3.5.1.

Al agregar DTT (2 mM) a las muestras tratadas con estos oxidantes durante 30 minutos, para

ambos clones se observa una reduccidn del biosensor que difiere en magnitud y cinética.

En el clon B6, la cinética de reduccidn del biosensor se compone de dos o una Unica fase para

las muestras pre-tratadas con diamida y menadiona, respectivamente. Para la primera
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condicion, entre los 30-50 minutos, se observa una primera fase lenta (0,60% reducciéon/min)
que en los siguientes 20 minutos se acelera notoriamente (1,29% reduccidon/min). En cambio,
la adiciéon de DTT no alteré significativamente la cinética de reduccidon espontanea que se
registré entre los minutos 20 y 30 del ensayo en el cultivo expuesto a menadiona (1%
reduccién/min). Para ambas condiciones, al finalizar el ensayo (minuto 70) se alcanza un
maximo de reduccién del biosensor del 71 - 76%, el cual es un 10% superior al nivel basal
registrado a tiempo 0 y significativamente inferior al 100% de reduccidon que se obtiene al

tratar esta misma linea reportera solo con DTT durante 30 minutos (Figura 38 A).

En la linea reportera D6, a los 10 minutos de agregado el DTT se observa una rapida reduccién
del biosensor en parasitos tratados con diamida (5,2% reduccion/min) y menadiona (2,35%
reduccion/min) que luego de un estancamiento transitorio en los siguientes 10 minutos
recupera una cinética algo mas lenta y similar para ambas condiciones (1,08% reduccion/min).
Al finalizar el ensayo (minuto 70) se alcanza un 80 y 94% de reduccidn del biosensor en las
muestras previamente tratadas con diamida y menadiona, respectivamente, siendo ambos
valores significativamente superiores a los registrados al inicio del mismo (65% reduccién,

Figura 38 B).

Al comparar la capacidad de respuesta a estimulos redox del biosensor en ambas lineas
reporteras, se nota una mayor sensibilidad a la oxido-reduccién por parte del clon D6. Dado
gue ambas lineas reporteras presentaban niveles de expresién similares del biosensor (Figura
38), este comportamiento podria deberse a diferencias en el contenido de algunos
componentes del sistema antioxidante del parasito. Independientemente de estas diferencias,
la funcionalidad del biosensor para detectar perturbaciones en la relacién tiol/disulfuro del
contenido de tioles de bajo peso molecular del citosol de la forma infectiva de T. brucei quedd
demostrada. Por otro lado, los resultados obtenidos con ambos oxidantes, otro dato
importante que revelaron estos ensayos, es la capacidad que tuvo el biosensor de discriminar
la potencia oxidante de diamida y menadiona, la cual esta estrechamente ligada a los distintos
mecanismos de accidn mediante los cuales perturban la homeostasis del metabolismo redox

dependiente de tioles.

4.1.6 Andlisis comparativo de respuesta a diamida de lineas reporteras

hGrx-roGFP2 y TXN-roGFP2 de T. brucei.
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Tal como se discutiera anteriormente, la cinética de oxido-reduccién diferencial con la cual
hGrx-rxmRuby2 respondié en los clones B6 y D6 podria deberse a diferencias en la
concentracién intracelular de alguno de los componentes claves del sistema antioxidante
dependiente de tioles de este organismo. TXN, es una oxidorreductasa que cumple un rol
fundamental al catalizar la transferencia de equivalentes de reduccién a distintas proteinas
blanco a partir del tripanotion (Lidemann, 1998). Ademas, la isoforma citosdlica de esta
proteina respalda la funcién de la glutarredoxina 1 en mantener el pool de GSH a expensas del

poder reductor del tripanotiéon (Manta, 2019).

Por lo tanto con el fin de explorar la hipdtesis anterior y a la vez determinar si el biosensor
rxmRuby2 es en parte responsable de dicho comportamiento, realizamos un estudio
comparativo de la respuesta a diamida y DTT de lineas reporteras cuyo biosensor redox se
compone de la ampliamente caracterizada proteina fluorescente roGFP2 fusionada a la hGrx1
o a la TXN. En T. brucei, estos sensores mostraron responder a perturbaciones en la relacion
tiol:disulfuro preferentemente del glutatidn y tripanotién, respectivamente (Ebersoll S., 2020),
(Sardi, 2016). Estas lineas reporteras fueron generadas sobre la misma cepa de la forma
infectiva de T. brucei en la cual se expresd rxmRuby2, y la seleccién clonal se llevd a cabo tal

como se describe en (Sardi, 2016) y en la seccién 3.6.6.

Los clones D3 y 2D5 de hGrx1-roGFP2 y TXN-roGFP2, respectivamente, fueron tratados con
diamida (250 pM) y/o DTT (2 mM) y tanto la citotoxicidad como los cambios en intensidad de

fluorescencia del biosensor fueron analizados cada 5 minutos mediante Citometria de flujo

(Figura 39).
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Figura 39. Cinética de respuesta redox de las lineas reporteras TXN-roGFP2 y hGrx-roGFP2 de T. brucei.
Parasitos de la forma sanguinea de T. brucei que expresan el biosensor A) TXN-roGFP2 (clon 2D5) y B)
hGrx-roGFP2 (clon D3) en fase exponencial de crecimiento y pre-inducidos con 1 ug/mL tet durante 24

horas fueron expuestos a diamida (250 uM) y/o DTT (2 mM). Se analizaron 1 x 10° eventos/muestra por
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citometria de flujo (Accuri C6 BD) empleando A Ex/Em 488/ (510/20) nm. Los valores se expresan como
unidad porcentual del nivel de reduccidn de los biosensores relativo a las condiciones de tratamiento
con DTT y diamida que indujeron maxima y minima reduccion de la roGFP2, respectivamente, en cada

linea reportera (seccion 3.5.1.)

En primer lugar se nota una diferencia en el estado basal de reduccidn de los biosensores,
siendo éste de 60% para TXN-roGFP2 (Figura 39A) y 90% para hGrx1-roGFP2 (Figura 39B). El
nivel de oxidacién basal del primer biosensor es similar al que hemos observado en las lineas
reporteras B6 y D6 de hGrx1-rxmRuby2 (Figura 37 y 38). DTT logrd revertir este estado
alcanzandose niveles maximos de reduccién de los biosensores a los 30 minutos. No obstante
la cinética de ese proceso difiere entre ambas lineas reporteras, siendo 3,7 veces mas rapido el
biosensor TXN-roGFP2 (1,25% reduccién/min) que para el hGrxl-roGFP2 (0,33%
reduccion/min). Probablemente, esta diferencia es consecuencia de los distintos estados
basales de oxidacién del biosensor mas que a reactividades diferenciales de los mismos, como

se discutira a continuacion.

En segundo lugar, al cabo de 5 minutos de exposicidon a diamida, el nivel de reduccién de
ambos biosensores alcanza valores minimos (0%) para luego estabilizarse en valores en torno
al 10 - 20% durante los préoximos 25 minutos de incubacién. La cinética de oxidacidn de las
lineas reporteras TXN-roGFP2 (11,9% oxidacion/min) y hGrx1-roGFP2 (17,4% oxidacién/min) es
3,3 veces superior a la registrada para hGrx1-rxmRuby2 en los clones B6 y D6 (4,4%
oxidacién/min). Al agregar DTT a estas muestras, ambos biosensores incrementan su estado de
reduccidn con cinéticas gobernadas por una funcién hiperbdlica que al cabo de 60 minutos
tiende a alcanzar un valor plateau (73% reduccién TXN-roGFP2 y 85% reduccién hGrx1-roGFP2)
que supera o se aproxima a los niveles basales (tiempo 0). Las velocidades de reduccion fueron
de 2,06 % reduccion/min para TXN-roGFP2 y de 2,49 % reduccién/min hGrx1-roGFP2, lo cual

las hace 2 veces mas rapidas que las registradas para hGrx1-rkmRuby2 en los clones B6 y D6.

La respuesta similar de las lineas reporteras que expresan el biosensor roGFP2 fusionado a las
oxidorreductasas hGrx1 o TXN sugiere que no existirian componentes enddgenos que
estuvieran limitando la reactividad de los mismos a los estimulos redox. Por lo tanto, la menor
capacidad de respuesta de hGrx1-rxmRuby2 probablemente se explique por una cinética mas
lenta de intercambio tiol-disulfuro entre los médulos que componen dicho biosensor, respecto
de aquellos basados en roGFP2. Si bien los ensayos con proteina recombinante muestran
claramente que hGrx1 acelera la oxido-reduccién de rxmRuby2 mediada por GSH/GSSG (Figura

32), debe recordarse que los mismos fueron realizados con proteinas libres, es decir no
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fusionadas. Por lo tanto para verificar que en la configuracion de biosensor elegida, donde la
hGrx1 se ubica N-terminal a la rxmRuby2, la cual emula a la de los biosensores de fusion a
roGFP2, la interaccién entre la oxidorreductasa y la rxmRuby2 no se ve limitada o
desfavorecida, trabajos futuros deberian abordar la caracterizacién de una nueva fusién
invertida de sus médulos (ej. rxmRuby2-hGrx1) asi como la generacion de una linea celular
reportera que solo exprese rxmRuby2 y/o rxmRuby2-hGrx1 para el estudio de su funcionalidad

en un contexto fisioldgico.

4.1.7. Desempeiio in vivo de la linea reportera T. brucei hGrx-rxmRuby?2

Con el fin de explorar el desempefio del nuevo biosensor bajo condiciones in vivo, ratones de
la cepa BalbC/J (n=2) fueron infectados con parasitos de la linea redox reportera hGrx-
rxmRuby2 (clon D6) y el progreso de la infeccién fue monitoreado ex vivo (analisis de muestras
de sangre por citometria de flujo; Figura 40) e in vivo (imagenologia de cuerpo completo;

Figura 41).

T. b. brucei es un patégeno extracelular que reside principalmente en la sangre y otros fluidos
del huésped mamifero. La variante monomérfica de la cepa sobre la cual se generé la linea
reportera produce una infeccién aguda en ratones, la cual se caracteriza por alcanzar altos
niveles de parasitemia y desencadenar la muerte de los animales en un corto tiempo (2
semanas aproximadamente) debido a sepsis y colapso funcional (MacGregor, 2013). En este
modelo de infeccion, no se observa colonizacidn del sistema nervioso central (Benitez, 2024)

como sucede en la etapa crénica de la enfermedad (McLatchie, 2013).

Si bien no se realizd6 seguimiento de la parasitemia durante la infeccidn, hubiera sido de
esperar que la parasitemia mostrara el tipico perfil reportado en estudios anteriores con esta
cepa (Manta, 2013); (Hiller, 2014); (Musunda, 2015), destacandose valores elevados al dia 4
para luego caer a valores minimos al dia 8 y finalmente ascender significativamente en los dias
posteriores. Con respecto al estado redox del biosensor en muestras de parasitos aislados de
sangre (Figura 40 B), en ambos animales se nota una marcada oxidacion de hGrx1-rxmRuby2
que alcanza niveles de reduccién del 20 — 30 % al dia 4 post-infeccidn. La tendencia a una
mayor oxidacion del biosensor persiste durante los préximos dias alcanzando un maximo al dia
11 post-infeccidn (3 - 10 % reduccion). La significativa oxidacién del biosensor en parasitos que
infectan ratones, la cual en magnitud seria equiparable a la observada en exposiciones cortas a
250 uM diamida (Figura 38), podria tener diferentes origenes: (1) un fendémeno redox

originado por la respuesta oxidativa montada por el sistema inmune del animal, o (2) niveles
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sub-6ptimos de expresidn del biosensor por baja concentracion efectiva (o biodisponibilidad)
de oxitetraciclina a nivel in vivo o por pérdida o silenciamiento del gen de la hGrx-rxmRuby2 ya
que no es posible mantener la presion selectiva que retenga su integracidon genémica en el
curso de la infeccidn (ej. por administracidon de higromicina a los animales). Esta ultima opcién
quedd descartada por los siguientes motivos: 1) cada dia las muestras de sangre eran
fraccionadas y tratadas con DTT (y diamida) con el fin de normalizar los valores de intensidad
de fluorescencia; observandose siempre una recuperacién de la IF o reduccion del biosensor, y
2) la recuperacion total (animal 2, 95 % reduccién) o parcial (animal 1, 30 % reduccién) de la
intensidad de fluorescencia que tiene lugar el dia 13 post-infeccion, coincidente con la recaida
y la exacerbacién de la infeccidn, demuestra que la capacidad de expresion del biosensor esta

practicamente intacta en los parasitos.
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Figura 40. Monitoreo de estado redox de T. brucei hGrx-rxmRuby2 durante la infeccién animal. Para
inducir la expresién del biosensor antes y durante la infeccién, se administré oxitetraciclina al cultivo de
T. brucei hGrx-rxmRuby2 (1 pg/mL) y a los animales infectados (1 mg/mL en agua de bebida). A

diferentes dias post-infeccion (DPI) se extrajeron muestras de sangre en las cuales se analizé el estado
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redox del biosensor por citometria de flujo. A) Dot plots (FSC vs SSC) y gréficas de histograma (IF
rxmRuby2 vs eventos) de parasitos aislados al dia 0, 4, 11 y 13 post-infeccion (TO, T4, T11 y T13,
respectivamente) a modo representativo. B) Grafica del estado redox del biosensor hGrx-rxmRuby?2. Los
glébulos rojos de las muestras de sangre fueron lisados previos al andlisis por citometria y lavado con
PBS. Para normalizar los valores de intensidad de fluorescencia de cada muestra (TO, T4, T11y T13; linea
naranja), una fraccién de las mismas fue tratada con DTT (IFmax, linea celeste) y diamida (IFmin, linea roja).

Se grafica el % de reduccion de rxmRuby2 respecto al valor obtenido a tiempo 0.

Ademas, vale la pena resaltar que resultados casi idénticos a los descritos arriba para la linea
reportera hGrx1-rxmRuby2 fueron obtenidos en ensayos de infeccién realizados con parasitos
de la linea reportera hGrx1-roGFP2 (Sardi, 2016). Por lo tanto, podemos inferir que, en este
contexto bioldgico, el patégeno estaria sometido a estrés oxidativo lo cual desencadena la

disminucion de la fluorescencia u oxidacion de hGrx1-rxmRuby2 (y de hGrx1-roGFP2).

Con respecto a los eventos moleculares y biolégicos que ocurren en el huésped durante la
infeccién por T. brucei, la fase aguda de la misma se caracteriza por una marcada activacion de
linfocitos T-independientes y T-dependientes de células B como respuesta a las altamente
antigénicas glicoproteinas de superficie (Variable Surface Glycoprotein) que envuelven la
membrana plasmatica del pardsito (Stockdale, 2008). Los linfocitos T activados liberan IFN-y,
una citoquina que activa a los macréfagos circulantes o residentes en diferentes tejidos a
producir una gran cantidad y variedad de factores tripanocidas como son las especies reactivas
del nitrégeno y el oxigeno, y citoquinas como el TNF-a. Todas estas moléculas son citotéxicas y
contribuyen al control de la infeccién mediante la eliminacion de parasitos. Los macrofagos
son la primera linea de defensa junto con las células dendriticas, donde la activacién mediada
por receptor representa uno de los primeros eventos de la respuesta inmune innata,
provocando liberacidon de citoquinas pro-inflamatorias que inicia la respuesta inflamatoria
(Mansfield, 2005). Diversos estudios del modelo de infeccion murino por tripanosoma africano
han reportado que el pico de la respuesta inmune innata ocurre aproximadamente al dia 7
post-infeccién (Namangala, 2011), (Nishimura, 2011), (Salmon, 2012) y se sostiene por al
menos una semana, lo cual temporalmente coincide con el maximo nivel de oxidacién

observado para hGrx1-rxmRuby? (Figura 40 B).

La reversion espontanea en el estado de oxidacion del biosensor que se observa sobre el final
del experimento (interrumpido por razones éticas, dia 13), podria deberse a una mayor
activacién de células monociticas con perfil de expresién de citoquinas tipo-Il que predomina

por sobre el perfil de expresién de citoquinas tipo-I (Namangala, 2011). Las citoquinas de tipo

113



114

Il (IL-4,IL-10, IL-13) inducen un perfil de respuesta anti-inflamatorio, que a la vez activa a la
arginina sintasa. Esta enzima contrarresta la sintesis de éxido nitrico ya que compite con la
Oxido Nitrico sintasa por el sustrato, L-arginina (Namangala, 2011). Una menor disponibilidad
de oxido nitrico desfavoreceria la formacién de de peroxinitrito, el cual es un potente
oxidante. Estas condiciones mas favorables podrian estar contribuyendo a recomponer la
homeostasis redox intracelular de los tioles de bajo peso molecular y explicarian la

recuperacioén del estado reducido de la hGrx-rxmRuby2.

Como se mencionara anteriormente, uno de los motivos por el cual decidimos generar un
biosensor redox con corrimiento espectral hacia el rojo fue con la finalidad de poder emplearlo
en estudios de imagenologia in vivo. De ser funcional, esto posibilitaria el monitoreo en tiempo
real y no invasivo del estado redox de los tioles de bajo peso molecular en los parasitos en los
diferentes sitios donde la infeccién va teniendo lugar. Para confirmar si esto es posible, a los 4
y 14 dias post-infeccion dos animales (infectado con T. brucei hGrx1-rxmRuby2 y no infectado)
fueron anestesiados y se les tomaron imagenes de fluorescencia y rayos X. Al dia 4 post-
infeccién no fue posible detectar sefial de fluorescencia diferencial entre ambos animales (no
mostrado), probablemente por los bajos niveles de parasitemia en el animal infectado (1
millédn de parasitos/mL). Sin embargo al dia 14, cuando la parasitemia alcanza valores de 116
millones de parasitos/mL sangre, se logra observar sefial en la zona abdominal inferior del
animal infectado luego de 1 minuto de exposicidn. Esta sefial de fluorescencia no solo es
superior a la fluorescencia basal detectada en el animal no infectado, sino que abarca una
superficie mucho mayor (Figura 41). Vale la pena destacar que en estados avanzados de la
infeccién aguda, y empleando parasitos bioluminiscentes, esa zona presenta niveles altos de
sefial que estan asociados a la presencia de parasitos en el intersticio del tejido graso
abdominal (Trindade, 2016) (Benitez, 2024). A pesar de estos resultados promisorios, el nivel
de sefial obtenido es extremadamente bajo, si se lo compara con sistemas reporteros de
mayor sensibilidad como la bioluminiscencia, y limitaria el uso de esta herramienta a estadios
avanzados de la infeccidon. Este condicionamiento podria superarse con sistemas de expresion
del transgen mas potentes. Sin embargo, desde el punto de vista fisioldgico, niveles elevados
de expresion de proteinas redox activas podria alterar la fisiologia intracelular del parasito,

conduciendo a una interpretacion sesgada de los resultados.
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Figura 41. Imagenologia in vivo de ratones infectados con linea reportera hGrx-rxmRuby2 de T. brucei.
Superposicion de imagenes de fluorescencia (Aex/Aem 540 nm/600 nm) y rayos X de animales en posicion
ventral anestesiados e infectado (A; dia 14 post-infeccion) o no (B) con la forma sanguinea de T. b.
brucei hGrx1-rxmRuby2. Las imagenes fueron adquiridas en un equipo Bruker In-Vivo Xtreme Il System.
La induccidn de la expresién de hGrx1-rxmRuby2 fue inducida 24 horas previo a la infeccidon (1 pug/mL
oxitetraciclina en el medio de cultivo) y el animal infectado fue alimentado con agua con 1 mg/mL

oxitetraciclina durante el curso del experimento.

4.1.8. Conclusiones objetivo especifico 1

Los ensayos realizados in vitro indican que el potencial redox y la especificidad de sustrato
hacen a rxmRuby2 ideal para detectar perturbaciones en la relacion GSH/GSSG en
compartimentos subcelulares con altas concentraciones de GSH (al menos 3 digitos uM) y
predominantemente reductor. Como se discutird mas adelante, si bien no ampliamos los
ensayos de oxidaciéon a otros disulfuros fisiolégicos como el TS;, resultados indirectos podrian

indicar que esta especie también podria estar siendo detectada por rxmRuby2.

La oxidorreductasa Grx acelera el intercambio tiol/disulfuro entre la rxmRuby2 y el par
GSH/GSSG, por lo tanto, para realizar determinaciones cinéticas confiables el biosensor debe
expresarse en células y/o compartimentos subcelulares que contengan glutarredoxina. Para
independizarse de los niveles enddgenos de Grx, es factible expresar esta oxidorreductasa
fusionada a la proteina rxmRuby2, lo cual proporciona un control cinético de la dxido-

reduccion del biosensor.
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La sensibilidad que tiene la rxmRuby2 al pH (pKa del croméforo oxidado y reducido es de 7 y 6,
respectivamente) limita su uso a organelos con pHs > 7,0 (ej. citosol, nlcleo, matriz
mitocondrial), en donde se garantiza un maximo de intensidad de fluorescencia (= 75%) del

biosensor.

Se generd y se caracterizé con éxito una linea celular transgénicas de la forma infectiva de T.
brucei, la cual posee integrado en su genoma de manera estable el gen de hGrx-rxmRuby2. La
expresion del biosensor en los parasitos T. b. brucei fue inferior a la necesaria para poder
observar la fluorescencia por microscopia, y si bien esto no impidié la realizacién de diversos
ensayos, estos estuvieron limitados a lecturas por técnica de citometria de flujo. La linea
reportera fue capaz de detectar cambios redox intracelulares de manera rdpida (min) y
reversible, sea esta espontanea o inducida por tratamiento con un agente reductor. En
conjunto con ensayos realizados con lineas reporteras basadas en otros biosensores (TXN-
roGFP2 y hGrx1-roGFP2), la hGrx1-rxmRuby2 nos permitié explorar de manera preliminar la
forma en la que la forma infectiva de T. brucei responde a estimulos redox. Pudimos observar
diferencias marcadas en la cinética de respuesta a la oxido-reduccion por la fusién de hGrx1 a
rxmRuby2 o a roGFP2 y/o de TXN a roGFP2, siendo estos ultimos biosensores sensiblemente
mas rdpidos que el primero. Una conclusidn interesante que emergié de esos datos
experimentales es que en condiciones basales, la relacién TS,/T(SH), es mayor a la de
GSSG/GSH en la forma sanguinea de T. brucei. Un nivel casi idéntico de oxidacion basal de
hGrx1-rxmRuby2 fue observada en diferentes clones de T. brucei, lo cual podria estar
sugiriendo que este biosensor se equilibra con el par TSy/T(SH), a expensas de la TXN
enddgena, la cual estd presente a concentraciones intracelulares elevadas en este estadio del
parasito (2 50 uM; (Comini M. A., 2007)). No obstante, para confirmar esta especulacion
deberia estudiarse la reactividad de rxmRuby2 con TS,/T(SH), y la respuesta de lineas

reporteras que expresen rxmRuby2 no fusionada o fusionada a TXN.

Un resultado de gran relevancia fue el poder demostrar la aplicabilidad de la linea reportera de
T. b. brucei para llevar a cabo estudios in vivo en un modelo de infeccion murino. Esta
subespecie es no patogénica para humanos pero teniendo en cuenta que es un muy buen
modelo de estudio de la infecciéon aguda provocada por T. b. rhodesiense en humanos. El
modelo murino de tripanosomiasis africana por T. b. brucei se ha utilizado con diferentes
objetivos y en diversos proyectos en el laboratorio de biologia redox de tripanosomatidos
(Manta, 2013), (Hiller, 2014), (Musunda, 2015), (Bonilla, 2016). Logramos detectar la expresion

del biosensor bajo condiciones fisioldgicas (ex vivo, parasitos aislados de animales infectados)
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y comprobamos que la misma no altera la infectividad y virulencia del patégeno. Totalmente
compatible con el curso del proceso infeccioso y los mecanismos de defensa montados por el
huésped, el biosensor indicd que el patdgeno aislado de sangre esta sometido a estrés
oxidativo. Estos resultados son de gran relevancia dado que posibilitan la realizacién de
estudios de monitoreo de cambios redox intracelulares tendientes a entender el proceso de
interaccion huésped-patdgeno asi como la evaluacion de compuestos y terapias en modelos de

infeccién complejos.

Debido a que el cromdéforo de la rxmRuby2 carece de un espectro ratiométrico,
determinaciones cuantitativas requieren de una calibracion in situ del maximo y minimo de
intensidad de fluorescencia del biosensor en el medio fisiolégico y al ser tratado con un
reductor de disulfuros y un oxidante de tioles, respectivamente. El DTT y la diamida,
respectivamente, pueden ser utilizados para calibrar in situ el biosensor asi como para verificar
gue los cambios en la intensidad de fluorescencia reportados por la rkxmRuby2 son de base
redox. Tanto para los ensayos en lineas celulares de mamifero (Piattoni & Sardi, 2019), como
los obtenidos en esta tesis con T. brucei y los ensayos in vivo en ratones, fue necesario calibrar
el biosensor con el fin de obtener un valor intensidad de fluorescencia asignable a una cierta
respuesta. Esto a su vez permite convertir los niveles de intensidad de fluorescencia en % de
reduccién (u oxidacion) del biosensor. De alguna forma, esto representa una limitacién de la
aplicabilidad de rxmRuby2 en ensayos de tejido profundo o imagenologia in vivo, ya que la
calibracion se volveria inviable: Se explord la posibilidad de generar un biosensor rxmRuby2
ratiométrico, basado en las modificaciones realizadas sobre la proteina fluorescente verde
Clover (roCloverl; (Campbell, 2018)). Estos resultados preliminares (no mostrados) dejaron en
evidencia que la estrategia de disefio no es directamente transferible, al menos para
rxmRuby2. La fluorescencia con corrimiento al rojo de rxmRuby2, es compatible con el uso
simultaneo de otros fluoréforos o proteinas fluorescentes que no tengan solapamiento
espectral. Si bien esa posibilidad no fue explorada en esta tesis sobre el modelo
tripanosomatido, la factibilidad de esta aplicaciéon fue demostrada en (Piattoni & Sardi, 2019)
al co-expresar el biosensor redox rxYFP o al agregar una sonda fluorescente quimica (RealThiol

(RT) (Jiang X., 2017)) a células que expresan rxmRuby?2.

En resumen, los estudios realizados en este objetivo especifico permitieron el desarrollo del
biosensor redox hGrx-rxmRuby2 con corrimiento al rojo que es capaz de medir cambios redox
intracelulares en tripanosomatidos. Por otro lado, se generé una herramienta de trabajo

(lineas reportera redox) con gran potencial de aplicacidn tanto en estudios de investigacion
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basica de la biologia de tripanosomatidos, incluyendo la interaccidn con el hospedero a nivel
celular y de organismo, asi como al descubrimiento y caracterizacion de farmacos contra
especies patogénicas. Por lo pronto, y en el modelo T. brucei vemos inviable su aplicacion en

imagenologia de tejido profundo.
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4.2 Objetivo especifico 2: Biosensor dual redox y de GMPc, CFP-
GMPc-rxYFP (rxCUTie2)

4.2.1 Diseifio molecular y generacion del biosensor CUTie2

Recientemente se reporté el desarrollo y validacién de funcionalidad biolégica del biosensor
FRET de AMPc, denominado CUTie, empleando modelado computacional (Surdo, 2017).
Aplicando una estrategia de disefio similar, aqui procedimos a disefiar y caracterizar un nuevo

biosensor con alta especificidad y sensibilidad por el segundo mensajero GMPc.

Como dominio de reconocimiento de cGMP sobre el cual construir el nuevo sensor de cGMP
seleccionamos al dominio B de la proteina quinasa G humana (PKG), isoforma I, (secuencia 1
de la Figura 42 A; (Butt, 1993), (Hofmann, 2009), (Huang, 2014) por presentar buena afinidad y
selectividad por cGMP y poseer la misma arquitectura y organizacidon del CNBD del biosensor
CUTie (Vaandrager, 2005) (Campbell J. C., 2016). Al igual que sus homdlogos, el CNBD de la
PKG-I se compone de un barril de 8 hojas B, rodeado por dos alfa hélices (la hélice Ay la hélice
B) y una hélice C-terminal (hélice C) que sufre cambios conformacionales que impiden (cuando
une al ligando) o facilitan (en ausencia de ligando) la exposicién del sitio activo al solvente
(Berman, 2004); Figura 42 B). Esta hélice actia como una tapa que cuando la PKG-I pasa del
estado apo al holo (unién de cGMP) se cierra sobre el sitio activo del CNBD, impidiendo que el
cGMP escape al solvente. En la forma apo de la enzima, la hélice C es altamente movil lo cual
explica porque su estructura no ha podido ser resuelta por cristalografia de rayos X en
ausencia de ligando. Este tipo de comportamiento alostérico fue explotado en CUTie para

facilitar la aproximacion de los modulos fluorescentes mediada por unidn a ligando.

Con el fin de identificar los sitios de CNBD de PKG-I mas adecuados para incorporar las
proteinas fluorescentes del par FRET CFP/YFP, se realizd un alineamiento multiple de
diferentes secuencias de proteinas con dominio de unién a nucleétidos ciclicos (CNBDs) de
diferentes organismos (mamiferos, insectos, aracnidos, crustaceos, anélidos, entre otros)
(Figura 42 A). Las secuencias fueron tomadas de la base de datos UniProt

(https://www.uniprot.org) y alineadas utilizando ClustalW con las herramientas

bioinformaticas MPI Bioinformatics Toolkit (Bioinformatics Toolkit, 2020). Al igual que lo
reportado por (Surdo, 2017), encontramos que el loop que conecta las hojas B 4-5
(denominado loop 4-5) del CNBD seria un sitio apto para la insercién de una de las proteinas

fluorescentes (YFP) ya que es muy poco conservado entre diferentes especies y suele contener
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inserciones (Figura 42 A). Mas precisamente, planteamos sustituir los aminoacidos Asp286-
Ser-Pro-Ser-Glu 282 del loop 4-5 por la secuencia de la YFP flanqueada por las mismas
secuencias espaciadoras empleadas en CUTie. Al no ser estructuradas, estas secuencias
permiten que no haya interferencia mutua en el correcto plegamiento de la YFP y las regiones
vecinas al loop 4-5. Con respecto al sitio de insercidon de la segunda proteina fluorescente
(CFP), también de manera similar a la aproximacion utilizada por (Surdo, 2017) optamos por
insertar la secuencia de la CFP a continuacién de la hélice C-terminal del CNBD, de manera tal
que este elemento estructural dirija el desplazamiento de la proteina fluorescente hacia las
hojas B 4-5, es decir donde se encuentra inserta la YFP, cuando tenga lugar la unién de cGMP

al sitio activo del CNBD.

Una representacion esquematica del sensor CUTie2 y su secuencia primaria se pueden

observar en la Figura 42 By 42 C, respectivamente.

cGMP

KGTVNVTRE

CAMP

QNTPIGDGPVLLPDNHYLSTQSALSKDPNEKRDHMVLLQFVTAAGITL

Figura 42. Disefio del sensor CUTie2. (A) Estructura secundaria general de un CNBD y alineamiento de
secuencias multiples de dominios relacionados. Los rectdangulos y flechas indican a-hélices y cadenas-B.
Las secuencias del 1 al 12, y las del 13 al 24 corresponden a dominios de unién para GMPc y AMPc,
respectivamente. Los cédigos de UNIPROT para los dominios de unién a GMPc son: 1) Q13976, 2)
Q13237, 3) A0A444U9Q8, 4) A0A443SJC3, 5) BOX970, 6) AOA4Y2N1F1, 7) AOA4Y2BIM3, 8) AOA419PY19,
9) AOA2P8Y1R0, 10) AOA3R7JPEQ, 11) AOA444UAH2, 12) AOAOM4ENXS y para los dominios de unidén a
AMPc son: 13 y 14) P00514, 15 y 16) P12369, 17) AOA2J8TG41, 18) EOVRT6, 19 y 20) AOA091CJC2, 21)
AOA556UFG6, 22) ASQQ52, 23 y 24) AOA384A0R8. Los aminoacidos estan coloreados de acuerdo a sus
caracteristicas fisicoquimicas segin CLUSTAL. (B) Esquema y estructura tridimensional representativas

del sensor CUTie2 generado en esta tesis. El N-terminal de la proteina admite su fusion a otros dominios
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o péptidos de sefializacion. (C) Secuencia aminoacidica de CUTie2. Cada dominio del sensor se
encuentra identificado con diferente color: CNBD (violeta), linkers (gris), YFP (Amarillo) y CFP (celeste).

Tomado y modificado de (Klein, 2021).

4.2.2 Expresion y purificacion del sensor CUTie2

La forma recombinante del sensor CUTie2 con etiqueta N-terminal de seis residuos de histidina
fue producida en bacterias E. coli BL21 y purificada tal como se describié en el punto 3.3.2. La
expresion del biosensor fue detectada mediante microscopia de epifluorescencia en muestras
de cultivo de bacteria inducidos con IPTG (Figura 43 A). Este analisis preliminar también
permitié confirmar la funcionalidad de ambos mdédulos fluorescentes dado que se pudo
observar fluorescencia a Aem 460-500 nm (CFP) y Aem 510-550 nm (YFP) luego de excitar con
filtros de Aex 426-446 nm y Aex 470-495 nm, respectivamente. El andlisis electroforético en
condiciones desnaturalizantes de la fraccidn soluble del lisado de bacterias inducidas muestra
la presencia de una banda prominente cercana a los 70 kDa (Figura 43 B) que es compatible
con el peso molecular estimado para el sensor CUTie2 recombinante (72 kDa). Durante el
proceso de purificacién por IMAC, esta misma banda se encuentra en una proporcion
minoritaria en muestras de fraccidon no unida (FNU), lo cual indica una retencidn eficiente de la
proteina etiquetada a la resina de niquel. En la primera fraccién del lavado con imidazol 10
mM (L1) se puede apreciar la remocién de proteinas contaminantes que se unieron de manera
inespecifica y con menor afinidad a la columna HisTrap. La elucion completa de la proteina
recombinante se logra a concentraciones de imidazol mayores a 250 mM, fracciones E2 — E4.
Del andlisis de las fracciones (Figura 43 B), se observa que la mayor parte de la proteina eluyé
principalmente en las fracciones E2A - E2B y E3 - E4. En todas estas fracciones, el nivel de
pureza del biosensor es bajo, por lo que se procedié a un segundo paso de purificacién por
cromatografia de exclusién molecular (SEC). Para ello, estas fracciones fueron concentradas e
inyectadas a una columna Superdex200 previamente equilibrada con amortiguador fosfato de
sodio 100 mM pH 7,4 con 150 mM NaCl. Tal cual lo refleja el resultado de la electroforesis en
gel (Figura 43 C), el monitoreo de absorcidn de luz a 510 nm durante la cromatografia de SEC
confirmé que la fraccion F4 (Figura 43 D) contiene mayoritariamente al biosensor
recombinante con una pureza cercana al 90%. Ademas de incrementar su nivel de pureza, este
paso cromatografico permitié determinar que CUTie2 eluye con un volumen de retencién
compatible con el de la especie monomérica (masa molecular aparente vs tedrica, 74,2 kDa vs

72 kDa, respectivamente; Figura 43 D). Esta ligera diferencia en masa molecular se explicaria
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por un mayor radio hidrodindmico del biosensor en solucidn, el cual posiblemente no adopte
una conformacién estrictamente globular (como la ilustrada en la Figura 42 B). Finalmente, el
analisis del espectro de fluorescencia de la fraccion F6 confirmé la presencia de picos de
emision a 475 nm y 527 nm, y por lo tanto la correcta maduracién y funcionalidad de los

grupos cromoforos de cada proteina fluorescente del biosensor (Figura 43 E).
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Figura 43. Expresion y purificacion del biosensor CUTie2. (A) Imagen tomada en el microscopio de
epifluorescencia de bacterias E. coli BL21 inducidas 18 horas con IPTG 500 uM, utilizando el objetivo
100x de inmersidn en aceite y los filtros ECFP y FITC para visualizar la fluorescencia de la proteina CFP e
YFP, respectivamente. (B) SDS-PAGE 10 % de muestras de las diferentes etapas de la IMAC. MPM:
marcador de peso molecular (Benchmark Protein Ladder); PS: lisado celular; PC: pre-columna; FNU:
fraccion no unida; E1: eluido 1 (50 mM imidazol); E2A-E2C: eluido 2, fraccién A-C (100 mM imidazol); E3:
eluido 3 (250 mM imidazol) y E4: eluido 4 (400 mM imidazol). (C) SDS-PAGE 12 % de fracciones de la

SEC. MPM: marcador de peso molecular; PC: muestra de CUTie2 purificada por IMAC y concentrada
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(E2A - E2B - E3 - E4); F1 - F6: fracciones de SEC correspondiente a los volumenes de retencién, 12, 12,5,
13, 13,5, 14 y 14,5 ml, respectivamente. (D). Cromatograma de exclusion de molecular. El registro de
absorbancia a 280 nm y 510 nm se representa con trazos negro y verde, respectivamente. (E) Espectro
de emisién de la forma recombinante CUTie2 purificada por IMAC y SEC. Condiciones de adquisicién:

fotomultiplicador 700 volts, ancho de banda de 5 nm para cada monocromador y Aexc 456 nm.

Muestras de CUTie2 recombinante con estas caracteristicas fueron empleadas en los ensayos

que se presentan en la préxima seccién.

4.2.3 Caracterizacion in vitro del biosensor CUTie2.

El analisis del espectro de emisién de la forma recombinante de CUTie2 adquirido a pH
fisiolégico (pH 7,0) fue esencialmente idéntico al reportado para el par FRET CFP-YFP (Lam,
2012) (Figura 43 E), mostrando maximos de emisién a 475 nm y 527 nm, correspondientes a la
proteina CFP y YFP, respectivamente.

Con el fin de confirmar la funcionalidad y especificidad del biosensor, se realizaron tres

ensayos independientes con la proteina recombinante y diferentes concentraciones de GMPcy

AMPc (Figura 44).
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Figura 44. Curvas de titulacion del biosensor CUTie2 con GMPc y AMPc. Graficas dosis respuesta
obtenidas para tres ensayos independientes. Las tablas debajo de los gréficos muestran los valores para
los diferentes parametros evaluados. ND: no determinado. Los datos fueron ajustados utilizando la

ecuacion de Boltzmann.

Se determind que la concentracion de GMPc a la que CUTie2 tiene una respuesta de FRET
equivalente al 50 % (concentracion efectiva 50 o ECso) es de 277 £ 60 nM, la cual coincide con

el valor reportado para este médulo CNBD utilizando polarizacién de fluorescencia (Huang,
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2014). El coeficiente de Hill (o la pendiente de las curvas) arrojé un valor promedio de 1,5
0,4, el cual se encuentra dentro del rango de valores reportados para PKG | (Huang, 2014) y
para un sensor FRET de caracteristicas similares (Honda 2001). Como era de esperar para la
interaccion del GMPc con el CNBD, valores mayores a 1 son indicativos de un efecto alostérico
positivo por parte del ligando, lo cual confirma que la configuracion elegida para insertar los
modulos fluorescentes al CNBD no afectd sus propiedades de reconocimiento de ligando ni los

cambios conformacionales que este induce en el receptor.

En los ensayos de titulacion de CUTie2 con AMPc, el valor de ECso fue de 167 + 54 uM. Esto
indica que el biosensor es al menos 600 veces mas selectivo por GMPc que por AMPc. Este
resultado es de gran relevancia ya que permitiria el uso del biosensor en sistemas bioldgicos,
donde en gran parte de los compartimentos subcelulares la concentracién de AMPc supera a la

de GMPc de 10 - 100 veces (Turko, 1999); (Stangherlin, 2012).

Estos experimentos mostraron que el maximo de eficiencia FRET obtenido a concentraciones
de saturacion de GMPc (FRET 26 — 30%, Figura 44) es comparable con las predicciones hechas
por modelos computacionales (21%, (Klein, 2021), Figura 45 A). En estos modelos se
generaron dos conjuntos de simulaciones con diferentes conférmeros del biosensor en loa
estados holo (unido a GMPc) y apo (libre de GMPc). Luego de 10 ps de simulacién, se
concatenaron las trayectorias y se calculd la eficiencia de FRET promedio en la corrida (Figura

45A).
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Figura 45. Eficiencia de FRET del biosensor CUTie2. A. Valores promedio de FRET calculados a partir de
diferentes conférmeros vs. tiempo de simulacién para el conjunto de simulaciones con el complejo
biosensor-GMPc o biosensor libre. El cambio de FRET entre ambos estados fue estimado en un 21%. B.
Valoracién de la totalidad de muestras conformacionales en una simulaciéon del biosensor unido a
GMPc. La eficiencia de FRET se expresa en funcién de D y de k2 para cada uno de los conféormeros
(trayectorias representadas con diferentes colores). A modo representativo, se muestran las estructuras
de seis conférmeros correspondientes a tres trayectorias diferentes. Figura tomada y modificada de

Klein 2021.

La capacidad de ambos mddulos fluorescentes de producir FRET frente a diferentes
concentraciones de GMPc es similar a resultados con la proteina intacta (solo par FRET;
(Kremers G.-J., 2006), (Rizzo, 2006). Esto indica que ambas proteinas fluorescentes adoptan el
plegamiento correcto en esta configuracién del biosensor y, como se mencionara
anteriormente, no afectan la estructura y funcionalidad del CNBD, confirmando de esta forma
las predicciones tedricas. En ese sentido, debe destacarse el rol de las secuencias espaciadoras
que flanquean a la YFP del CNBD, las cuales, al igual que en el biosensor CUTie original,
probaron ser las adecuadas para evitar interacciones o efectos indeseados entre esos médulos

del biosensor.

El haber confirmado que esta estrategia de generacion de biosensores de nucledtidos ciclicos
es reproducible para distintas secuencias de CNBDs, siempre y cuando estas conserven la
forma de interaccién con ligando y la misma mecdnica de cambios conformacionales inducidos

por esta interaccién, abre la posibilidad de generar un portfolio de biosensores con afinidades
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por diferentes ligandos basados en CNBDs caracterizados bioquimicamente u otros dominios

especificos de ligando que sufren cambios conformacionales similares (Klein, 2022).

4.2.4 Disefio del biosensor dual (redox y cGMP) rxCUTie2

Con el fin de desarrollar un sensor que fuera capaz de detectar en simultdneo cambios en la
relacion GSH/GSSG y en los niveles de cGMP, se procedié a la estrategia molecular de
sustituir el médulo YFP de CUTie2 por una versidon redox sensible de la proteina YFP (rxYFP,
(Ostergaard, 2001), manteniendo la arquitectura y organizacién del biosensor CUTie2 (descrito

en las secciones anteriores y en (Klein F., 2021); Figura 42).

Por medio del alineamiento de secuencias primarias entre CUTie2 y la rxYFP (Ostergaard,
2001) se identificaron cuatro residuos aminoacidicos que deberian ser mutados para generar
la proteina YFP redox sensible (Asn225Cys y Ser278Cys) y evitar la posible formacién de
disulfuros inespecificos intra- o inter-moleculares entre la rxYFP (Cys128Ser) y la CFP
(Cys428Ser). Vale la pena destacar que estas precauciones se tomaron para minimizar
respuestas sub-éptimas del méddulo redox del sensor rxCUTie2 ya que los ensayos de
caracterizacién funcional presentados en las secciones anteriores para el biosensor CUTie2,
realizados bajo condiciones no reductoras, no mostraron alteraciones en la estructura

cuaternaria ni en la respuesta del biosensor a los nucleétidos ciclicos.

El modelo estructural del biosensor rxCUTie2 muestra la ubicacidn de las cisteinas redox
sensibles (Cys225 y Cys278) y permite inferir que su oxidacién a disulfuro mediada por
reaccién con GSSG no deberia interferir con los cambios alostéricos mediados por el dominio
CNBD que aproximarian rxYFP a CFP durante la unién del GMPc (Figura 46 A-B). La sintesis de
la secuencia de ADN codificante para rxCUTie2 y su clonado en el vector de expresion

procariota pET28a fue ordenada a Genscript (ver seccién 4.2.5).
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Figura 46. Diseiio del biosensor dual rxCUTie2. A. Modelo tridimensional construido in silico a partir de
la secuencia del CUTie2. La estructura de la rxYFP (Asn225Cys, Ser278Cys y Cys128Ser), CFP (Cys428Ser)
y el CNBD se colorean en amarillo, celeste y marrén claro, respectivamente. Con palillos se sefialan los
residuos de cisteina que tornan a la YFP redox sensible, y al GMPc unido al CNBD. B. Esquema
representativo del sensor rxCUTie2 y su funcionamiento frente a la unidn del ligando GMPc. C.
Secuencia aminoacidica de rxCUTie2. Se usan diferentes colores para identificar las secuencias del CNBD
(violeta), espaciadores (gris), rxYFP (amarillo) y CFP (celeste). Los 4 residuos mutados se identifican en

letras mayusculas rojas. Imagen modificada de (Klein F., 2021).

4.2.5 Expresion y purificacion del biosensor rxCUTie2

Con el fin de obtener la forma recombinante de rxCUTie2 con etiqueta N-terminal de seis
residuos de histidina, en primer lugar, se probaron las mismas condiciones empleadas para la
expresion del sensor CUTie2 (ver seccion 4.2.2). Sin embargo, esta estrategia no tuvo éxito ya
que la cantidad de rxCUTie2 tanto en fraccién soluble del extracto celular como en la
purificacién por IMAC fue practicamente nula y carecia de los picos de emisién de

fluorescencia esperados a para CFP (475 nm) y rxXYFP (527 nm).

Una re-secuenciacion parcial del constructo generado por la empresa Genscript permitio

confirmar que tanto la secuencia N-terminal (aminoacido 1 - 180) como C-terminal
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(aminoacido 465 - 636) del biosensor tenian un 100% de identidad de secuencia con la

secuencia tedrica (Anexo Figura 53).

Por lo tanto, decidimos volcar nuestros esfuerzos a explorar diferentes métodos de expresion
de la proteina recombinante. Para ello, empleamos las cepas de expresion BL21 DE3, Rosetta
DE3 y C41 DE3 de E. coli. Elegimos la cepa Rosetta (Novagen) porque esta fue disefiada para
potenciar la expresion de proteinas eucariotas que contienen codones raramente utilizados en
E. coli. Mediante la co-expresidon de un plasmido que codifica para secuencias de ARNts para
los codones AGG, AGA, AUA, CUA, CCC, GGA, este sistema expande el panel de genes a ser
expresados en E. coli sin que la traduccién de codones poco abundantes se convierta en un
cuello de botella. Por otro lado, la cepa C41 (Lucigen) fue desarrollada para expresar proteinas
téxicas de diverso origen filogenético (plantas, mamiferos, levadura, virus). La cepa C41 (DE3),
que deriva de la cepa BL21 (DE3) estandar, contiene mutaciones genéticas fenotipicamente
seleccionadas para proporcionar tolerancia a proteinas toxicas (Miroux, 2004) (Dumon-
Seignovert, 2004). Una de las mutaciones genéticas provoca la reduccién de la actividad T7
RNAP, previniendo de esta manera, la muerte celular asociada con la sobreexpresion de
proteinas recombinantes tdxicas. Al igual que para la cepa estandar BL21 (DE3), la cepa C41
(DE3) es lisogeno de ADE3 y contiene una copia cromosomal del gen de la ARN polimerasa de
T7 bajo el control del promotor lacUV5 que permite la expresidon de la proteina de interés

mediante induccién por IPTG.

En los sistemas de expresién inducible, una tasa alta de expresién del transgen puede afectar
los niveles de productividad de biomasa total, el rendimiento de cantidad de proteina / célula
(teniendo un potencial efecto inhibitorio en el crecimiento celular) y afectar el plegamiento
proteico (Rizkia, 2015). Ante la sospecha que este factor podria ser uno de los causantes (por
toxicidad intrinseca de rxCUTie2 o por agregacién intracelular del biosensor) de la frustrada
expresion del biosensor en E. coli, es que decidimos evaluar concentraciones mas bajas de

IPTG durante el proceso de produccién de la proteina recombinante.

Otro factor que también nos parecid importante considerar es el método de lisis de la bacteria.
Existen diferentes métodos de lisar la membrana celular y la pared bacteriana para extraer las
proteinas (Tabla 3). La eleccion del método va a depender del tipo de célula, el volumen de
muestra y la sensibilidad de las proteinas que son extraidas (Walker, 2009). En los métodos de
disrupcion fisica, las membranas celulares son fisicamente rotas por fuerzas externas o de
rozamiento para liberar los componentes celulares. A pesar que los métodos mecanicos han

sido utilizados por décadas, presentan ciertas desventajas como el calentamiento de la
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muestra, que puede provocar agregado o desnaturalizacién de la proteina de interés. En parte,
esto es evitable o minimizado si la muestra y los implementos del equipo se mantienen
refrigerados durante el proceso completo. Otra desventaja es la reproducibilidad, ya que la
ruptura de las células se da de manera continua, por lo que la viscosidad del medio cambia

constantemente.

Los detergentes o agentes caotrdpicos que promueven la lisis celular son una alternativa mas
sencilla a la disrupcidén fisica. No obstante, ambos métodos suelen usarse de manera
combinada. Los detergentes rompen la barrera lipidica que rodea a la célula al solubilizar las
proteinas y romper las interacciones lipido-lipido, proteina-proteina y proteina-lipido.
Diferentes tipos y concentraciones de detergentes, buffers, y agentes reductores se han
desarrollado para obtener los mejores resultados para distintas especies y tipos celulares.

La homogeneizacion liquida es la técnica de disrupcion mas utilizada para pequefios
volimenes de suspensiones celulares. Las células son lisadas al forzar el pasaje de las células a
través de un espacio angosto, rompiendo de esa manera las membranas. Tres tipos diferentes
de homogeneizadores son cominmente usados. EIl homogeneizador de tipo Dounce consiste
en un émbolo de vidrio que manualmente es introducido en un tubo de vidrio. El
homogeneizador de tejidos tipo Potter-Elvehjem en vidrio de borosilicato tiene superficie
cilindrica para reducir eficazmente la masa de tejido y producir un homogeneizado uniforme.
El espacio entre el mango y el tubo es entre 0,1 y 0,15 mm. Es de construccién fuerte y esta
disefiado para ser impulsado por una unidad motora. La prensa francesa consiste en un piston
que es utilizado para aplicar alta presidon a una muestra de un volumen de 40-250 mL, forzando
el pasaje de la muestra a través de un pequefio espacio. Solamente dos ciclos son necesarios
para una lisis eficiente debido a la alta presiéon utilizada en el proceso. El equipamiento es
costoso, pero la prensa francesa es el método de eleccion para romper mecanicamente células

bacterianas.

Ademas, las células pueden ser tratadas con varios agentes que favorezcan el proceso de
disrupcidon como puede ser una solucion hipotdnica o con lisozima (200 pg/ml) que digiere los
componentes polisacdridos de la pared de levaduras o bacterias. La viscosidad de la muestra
normalmente aumenta durante la lisis debido a la liberacién del acido nucleico, lo cual se
neutraliza con el agregado de ADNasa (25 — 50 pg/mL) y ARNasa (50 pg/mL) a las muestras.
Finalmente la protedlisis puede ser un problema cuando las células son manipuladas, por lo

gue el agregado de inhibidores de proteasas es generalmente recomendado.

Método Equipamiento Descripcion Uso
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Mecanica Waring  Blender | Cuchillas rotantes trituran las células y | Tejidos complejos (higado,
Polytron tejidos musculo)

Homogeneizacion Homogeneizador Suspensiones de células o tejidos son | Pequefios volumenes, cultivo
liquida Potter-Elvehjem cortadas al ser forzadas a pasar por un | celular.

Prensa francesa espacio angosto. ,
Prensa Francesa: células

bacterianas

Sonicador Sonicador Ondas de ultrasonido rompen las | Células bacterianas o levaduras
células.
Congelado/ Freezer o hielo | Ciclos repetidos de | Células de mamifero
seco congelado/descongelado rompen las
descongelado . i -
células a través de formacién de
cristales.
Trituracion manual | Mortero Trituracién de tejido congelado en | Tejidos resistentes (ej. Plantas}

nitrégeno liquido.

Tabla 3. Métodos de disrupcion fisica para obtener la lisis celular.

De las formas de lisis presentadas anteriormente, se optd por utilizar la prensa francesa ya
que, a diferencia de la lisis por ultrasonido (sonicacién), no deberia producir un
sobrecalentamiento del lisado, favoreciendo el plegamiento proteico y disminuyendo la

formacién de agregados.

Como se puede observar en la Figura 47 B, las tres cepas de E. coli mostraron una buena
expresion de la proteina recombinante a la menor concentracion de IPTG ensayada (0,1 mM).
Luego de la lisis mediante prensa francesa y clarificado por centrifugacion, se logré identificar
en la fraccion soluble de los extractos de la cepa C41 (carril 5, Figura 47 B) y, aunque en menor
medida, la cepa BL21 (carril 3, Figura 47 B), una banda de proteina que se corresponde con el
peso molecular de la rxCUTie2 (70 kDa). Se confirmd la mejoria en la recuperacion de la
proteina recombinante en la fraccién soluble al utilizar la cepa C41, con 0,1 mM IPTG a 20°Cy
lisis mediante prensa francesa (carril 4, Figura 47 C), en comparacién a las mismas condiciones,

pero con 0,5 mM IPTG (carril 2, Figura 47 C).

Basados en estos resultados, decidimos proceder a escalar la expresion del sensor rxCUTie2
empleando la cepa C41-DE3 inducida con 0,1 mM IPTG a 20°C durante aproximadamente 18
horas con agitacién vigorosa (200 rpm), y lisis mediante prensa francesa. El andlisis de
microscopia de epifluorescencia confirmé expresiéon funcional de ambos mddulos

fluorescentes del biosensor (Figura 48 A). La electroforesis en gel de poliacrilamida de bajo
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condiciones desnaturalizantes y reductoras reveld la una banda prominente cercana a los 70

kDa en la fraccidn soluble del lisado de bacterias.

A 0.1 mM IPTG
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Figura 47. Evaluacion de diferentes condiciones de expresion del biosensor dual rxCUTle2. A. Esquema
de los pasos de expresion y extraccidon en bacterias E. coli cepas BL21-DE3, C41-DE3 y Rosetta-DE3
transformadas con el plasmido pET28a rxCUTie2. B. Gel SDS-PAGE al 10% en condiciones reductoras.
carril 1: vacio; carril 2 y 3: pellet y fraccion soluble, respectivamente, de expresién en BL21-DE3; carril 4
y 5: pellet y fraccidn soluble, respectivamente, de expresién en C41-DE3; carril 6: vacio; carril 7 y 8:
pellet y fraccion soluble, respectivamente, de expresién en Rosetta-DE3. C. Gel SDS-PAGE al 10% en
condiciones reductoras donde: carril 1y carril 2: Pellet y fraccion soluble, respectivamente, de expresion
en C41-DE3 inducida con 0,5mM IPTG; carril 3 y carril 4: Pellet y fraccidén soluble, respectivamente, de

expresion en C41-DE3 inducida con 0,1 mM IPTG.

inducidas (Figura 48 B). El peso molecular de esta banda es compatible con el estimado para la
secuencia primaria del biosensor rxCUTie2 (72 kDa). A continuacién, se procedio a purificar por

IMAC la proteina recombinante, identificdndose esta misma banda, aunque en una proporcion
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minoritaria, en la fraccidon no unida (FNU), lo cual indica una retencidn eficiente de la proteina
etiquetada a la resina de niquel. En la primera fraccidn del lavado con imidazol 10 mM (L1) se
puede apreciar la eliminacién de proteinas contaminantes que se unieron de manera
inespecifica y con menor afinidad a la columna HisTrap. La elucién completa de la proteina
recombinante se logra a concentraciones de imidazol de 250 mM, fracciones E2 (E2A - E2B -
E2C). Del analisis de las fracciones (Figura 48 B), se observa que la mayor parte de la proteina
eluyé principalmente en las fracciones E2A - E2C, por lo que las mismas fueron juntadas para
proceder con el cambio de buffer y posterior cuantificacion. Se estimé un rendimiento
promedio por preparacion de 1 mg de proteina por litro de medio de cultivo, siempre

obteniéndose valores de pureza > 90%. (Figura 48).

B C rxYFP
AmEEm 527 nm
MPM PS PL FNU L1 El E2A E2B E2C 800~
CFP
d  Amaxem 475
80 kDa — 000 "
60 kDa =
- & 400- l
e 400
- 2004
0 . . . . . .
i 450 500 550 600

T —
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Figura 48. Expresion y purificacion del biosensor dual rxCUTie2. (A) Imagen tomada en el microscopio
de epifluorescencia de bacterias E. coli C41 inducidas 18 horas con IPTG 100 uM, utilizando el objetivo
100x de inmersion en aceite y los filtros ECFP (CFP; Aex 426 - 446 nm / Aem 460 - 500 nm) y FITC (rXYFP; Aex
470 - 495 nm / Aem 510 - 550 nm). (B) SDS-PAGE 10% de muestras pre- y post-IMAC. MPM: marcador de
peso molecular (Benchmark Protein Ladder); PS: post-sonicado; PL: pellet; FNU: fraccién no unida; E1:
eluido 1 (50 mM imidazol); E2A-E2C: eluido 2, fraccidon A-C (250 mM imidazol) (C) Espectro de emision
de la forma recombinante rxCUTie2 purificada por IMAC. Condiciones de adquisicidn: fotomultiplicador

700 volts, ancho de banda de 5 nm para cada monocromador y Aexc 456 nm.
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4.2.6 Caracterizacion in vitro de la funcionalidad del biosensor

rxCUTie2 a estimulos redox y nucledtido ciclico.

La caracterizacion funcional de rxCUTie2 in vitro se abordd mediante ensayos de titulacién con
diferentes concentraciones de GMPc y bajo condiciones donde el médulo redox sensible del
biosensor (la rxYFP) se encontrara reducido (en presencia de DTT) u oxidado (en presencia de
GSSG). El estudio de diferentes condiciones redox es de gran relevancia para determinar la
sensibilidad del par FRET ya que la oxidacién de rxYFP se acompafa de una disminucién en su

intensidad de fluorescencia, lo cual podria comprometer la deteccion de cGMP.

Tomando como base el disefio de los ensayos realizados para el sensor CUTie2 (seccion 4.2.3),
la experiencia con el sensor rxmRuby2 y con otros biosensores fluorescentes caracterizados en

(Sardi, 2016), como el sensor hGrx1-roGFP2, es que se evaluaron las siguientes condiciones:

1) rxCUTie2 (5 uM) totalmente reducido y titulado con GMPc (Figura 49 A)
2) rxCUTie2 (5 uM) totalmente oxidado y titulado con GMPc (Figura 49 D)
3) rxCUTie2 (5 uM) totalmente reducido y titulado con GSSG (Figura 51 A).

En todos estos ensayos y previo a las correspondientes titulaciones, el exceso de DTT (5 mM) y

GSSG (2 mM) que fue empleado para obtener la forma totalmente reducida y oxidada,

respectivamente. El biosensor fue removido por SEC (columna sefarosa G25).
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Figura 49. Caracterizacion de la respuesta de FRET del biosensor rxCUTie2. El biosensor (5 uM)
totalmente (A) reducido (5 mM DTT) y (D) oxidado (2mM GSSG) fue incubado con diferentes
concentraciones de GMPc (0 - 10 uM) por 20 minutos en microplaca 96 pocillos, registrandose el curso
temporal del espectro de emision (Aex/Aem 454/466-600 nm) en un equipo Cary Eclipse. (B y E) Se grafica
el % FRET (YFP/CFP) vs tiempo (min) en relacion al valor de FRET a tiempo 0. Los datos de ECso fueron

obtenidos por ajuste utilizando la ecuacion de Boltzmann (R?>0,98) (Cy F).

Como se aprecia en la Figura 49 B, ante el agregado de GMPc, la sefial de FRET de la forma
reducida de rxCUTie2 sufre un incremento que depende del tiempo y concentracidon de
nucledtido ciclico. Tanto la velocidad de respuesta (2% FRET/min (25 nM), 5% FRET/min (250
nM), 5,8% FRET/min (500 nM), 6% FRET/min (1 uM)) como el tiempo al cual se alcanza un
plateau de maxima sefal de FRET (ej. entre los 5 - 10 minutos post-estimulo, 20 — 40%) son
directamente correlativos con la concentracion de nucleétido ciclico. Luego de alcanzar el
maximo de FRET, y hasta los 20 minutos, la sefial de FRET permanecié relativamente estable
para todas las concentraciones de GMPc ensayadas. Otro dato importante es que el % de FRET
maximo alcanzado por el biosensor dual a una concentracién de saturacion de GMPc (10 uM;

27% FRET), estd dentro del rango de valores obtenidos para CUTie2 (26 — 30% FRET; Figura 44).
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A partir de la curva [GMPc] vs % FRET se calculé un ECso de 234 + 14 nM GMPc para rxCUTie2
(Figura 49 C), el cual es casi idéntico al obtenido para CUTle2 (ECso de 277 nM; Figura 44).
Estos resultados demuestran que las mutaciones realizadas al biosensor dual no modificaron la
afinidad del CNBD por GMPc ni los cambios alostéricos disparados por esta interaccién, ni

tampoco la capacidad de las proteinas fluorescentes para hacer FRET.

Cuando la titulacién se realiza sobre el biosensor dual cuyo mdédulo aceptor de FRET y redox
sensible, la rxYFP, ha sido oxidado con GSSG (Figura 49 D y E), se observan sefiales de FRET
mas bajas en todo el rango de concentraciones de GMPc ensayadas y cinéticas de respuesta
significativamente mas lentas que las registradas para la forma reducida de rxCUTie2 (excepto
a la concentracion de 10 uM GMPc). Por ejemplo, es practicamente indistinguible en magnitud
y velocidad la respuesta del biosensor oxidado para concentraciones de 25 - 500 nM de GMPc
(0 — 3% FRET y 0 — 0,3% FRET/min, respectivamente). A 1 y 10 uM de GMPc se observa una
cinética y maximo de sefal de FRET que es concentracién dependiente. Los % de FRET
obtenidos a estas concentraciones de GMPc para el biosensor oxidado (19 y 26%) fueron
levemente inferiores a los registrado para la forma reducida de rxCUTie2 (27%), lo cual sugiere
una menor eficiencia de FRET en la primera condicién. A partir de la curva [GMPc] vs % FRET se
calculd un ECso de 1,7+ 0,1 uM GMPc para la forma oxidada de rxCUTie2 (Figura 49 F), el cual
es 7 veces mas alto que el estimado para la forma reducida del biosensor. Estd marcada
disminucién en la afinidad por GMPc del biosensor oxidado podria ser aparente y deberse solo
a la disminuida eficiencia de la rxYFP a absorber y emitir luz cuando se encuentra oxidada
(Ostergaard, 2001), (Bjérnberg, 2006), (Meyer, 2010) y/o bien a una afectacion del croméforo
de la CFP bajo estas condiciones. Cualquiera de estos fendmenos afectaria la sensibilidad de Ia
sefial FRET pero no necesariamente los otros eventos moleculares que tienen lugar en el
biosensor como lo son la afinidad por el ligando y el cambio conformacional del CNBD que
acompafia a esta interaccion, o el dngulo y distancia adoptadas por los médulos fluorescentes.
La sefial de IF de la CFP para el biosensor totalmente reducido y oxidado en ausencia de GMPc
tuvo valores similares: 514 y 521 URF, lo cual indica que el médulo dador de fluorescencia no
seria responsable de las bajas sefiales de FRET (ej. por baja emisién para excitar al aceptor) y
que la mutacién realizada al médulo CFP (Cys428Ser) no alterd las propiedades espectrales del
mismo bajo condiciones oxidantes. Al analizar la IF de CFP bajo condiciones de preoxidacidn en
funcién de [GMPc] (Figura 50 C y D) se observa un comportamiento similar a la grafica de %
FRET vs [GMPc] (Figura 49 E y F), bajas concentraciones de GMPc (25 nM — 500 nM) no
provocan una disminucion en la IF de la proteina CFP, mientras que concentraciones mas altas

(1 y 10 pM) desencadenan una disminucidn del 50% de la IF luego de dos minutos de
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exposicion (Figura 50 C). Si se compara este resultado con la IF de la proteina CFP en el
biosensor prereducido (Figura 50 A) se observa que dos minutos de tratamiento con 25 nM de
GPMc ya es suficiente para alcanzar un valor similar al obtenido con el biosensor preoxidado
con 10 uM de GPMc. Las graficas de IF CFP vs [GMPc] reflejan esta diferencia en el
comportamiento entre ambas formas redox del biosensor (Figura 50 B y D), se calculdé un ECso
de 190 + 20 nM GMPc para rxCUTie2 prereducido y un ECso de 901 + 30 nM GMPc para
rxCUTie2 preoxidado. Tomando en cuenta este ultimo valor y el obtenido para % FRET vs
c¢GMP (1,7 £ 0,1 uM) para el biosensor preoxidado, se podria decir que una menor relacién
entre la excitacion y la emision de la forma oxidada de la rxYFP es la que podria estar

comprometiendo la sefial de FRET.
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Figura 50. Caracterizacion de la respuesta de IF de la proteina CFP del biosensor rxCUTie2. Se grafica la
IF CFP (438nm) del biosensor (5 uM) totalmente (A) reducido (5 mM DTT) y (C) oxidado (2mM GSSG)
incubado con diferentes concentraciones de GMPc (0 - 10 uM) por 20 min en microplaca 96 pocillos,
registrandose el curso temporal del espectro de emision (Aex/Aem 454/466-600 nm) en un equipo Cary
Eclipse. Los datos de ECso fueron obtenidos por ajuste utilizando la ecuacidn de Boltzmann (R? > 0.98) (B

y D).

Dado que el biosensor rxYFP fue previamente caracterizado demostrandose su selectividad por

GSH/GSSG (Ostergaard, 2001); (Bjornberg, 2006), en esta tesis restringimos los ensayos de
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funcionalidad redox a determinar si rxCUTie2 se oxida reversiblemente con, y por ende es
capaz de detectar, GSSG (Figura 51 A). Para ello, el biosensor dual pre-reducido (3 uM) fue
incubado con diferentes concentraciones de GSSG (0,012 - 1 mM) durante 30 minutos, luego
de lo cual todas las muestras fueron tratadas con un exceso de DTT (2 mM) y la incubacién se
extendié por 30 minutos adicionales. En estos ensayos de curso temporal solo se midid la
fluorescencia de rxYFP (Aexx 510 nm / Aem 525 nm). Se pudo observar una oxidacion
concentracion dependiente del biosensor con una cinética monofdsica para concentraciones
bajas de GSSG (12 y 62 uM) y cinéticas de dos fases (una inicial rdpida seguida de una lenta)
para el rango de concentraciones altas de oxidante (> 125 uM), similar al comportamiento de
la rxmRuby2 (Figura 33). En ese sentido, la velocidad inicial de oxidacion de rxYFP por 0,25y 1
mM GSSG fue indistinguible entre si, siendo ligeramente mas marcada para esta ultima
concentracion en la segunda fase. No obstante en ambos casos se alcanzan valores maximos
de oxidacién del biosensor similares (55 — 60% reduccién), para obtener un 100% de oxidacion
hubiera sido necesario tratar al biosensor con 10 mM de GSSG (@stergaard, 2004). Para las
concentraciones mas bajas de GSSG (12 - 125 uM) el nivel de oxidacién del biosensor oscila
entre un 10 — 20%. Al agregar DTT se observa una recuperacion rdpida (< 5 min) de la
intensidad de fluorescencia de la rxYFP y por lo tanto del estado reducido del biosensor en las
muestras expuestas a concentraciones bajas de GSSG (12 - 125 uM). También se distingue una
reduccidn significativa y rdpida de la rxYFP (90% reduccién en 5 minutos) para las muestras
tratadas con 0,25 y 1 mM GSSG, la cual persiste con una tendencia alcista pero de cinética
lenta los restantes 25 minutos. En su conjunto, estos resultados confirman la funcionalidad del
moédulo rxYFP inserto en el CNBD del biosensor rxCUTie2. Los resultados obtenidos son
comparables con los observados por (Ostergaard, 2001) y (@stergaard, 2004), donde se
reporta una oxidacion directa por GSSG lenta (72 M minl), la exposicién de la proteina rxYFP
a 100 uM de GSSG es dificilmente detectable en un marco temporal de pocos minutos, recién

luego del transcurso de 25 minutos se observa una disminucién de ~ 15 % de reduccién.

Finalmente, se procedid a titular el biosensor dual con diferentes concentraciones de GMPc
(0,025 - 10 uM) y en presencia de 1 mM GSSG (Figura 51 C). Bajo estas condiciones, rxCUTie2
se comportd de manera similar al biosensor reducido (Figura 49 B), mostrando una velocidad y
respuesta de FRET que correlaciond positivamente con la concentracion de GMPc. Para todas
las concentraciones de GMPc se produjo un marcado incremento de FRET (20 — 40%) en los
primeros 10 minutos de incubacion (2,25% FRET/min, 3% FRET/min, 4% FRET/min, 4,75%
FRET/min y 5% FRET/min. Luego de este tiempo y hasta los 20 minutos, la sefial de FRET

permanecié relativamente estable para todas las concentraciones de GMPc ensayadas.
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El monitoreo simultdneo de la sefial no FRET del mddulo rxYFP del biosensor dual incubado
con las diferentes concentraciones de GMPc (Figura 51 D) mostré una oxidacién marcada del
mismo (50 — 60% reduccidn rxYFP) en los primeros 2 minutos de incubacién, la cual, al igual
que lo comentado para la sefial de FRET, se mantiene relativamente estable hasta finalizado el
ensayo (20 min). No obstante, resulté llamativo que el nivel de oxidacién del biosensor en
presencia de 1y 10 uM GMPc fue menor (reduccién rxYFP de 65% y 70%, respectivamente)
que el registrado a concentraciones bajas del ligando nucleotidico (25 - 500 nM; 50% reduccién
rxYFP). Esto sugiere que concentraciones altas de GMPc podrian interferir con la oxidacion del

maodulo rxYFP.
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Figura 51. Caracterizacion de la respuesta del biosensor rxCUTie2 a estimulos redox y de GMPc
simultaneos. (A). Curso temporal (60 min) de la oxidacion del médulo rxYFP tratado con diferentes
concentraciones de GSSG y luego del agregado de 2 mM DTT al minuto 30 (indicado con flecha). El % de
reduccion de rxYFP se calcula normalizado a una muestra totalmente reducida (5 mM DTT/ 60 min) y
oxidada (10 mM GSSG/ 60 min). (B) Curso temporal (20 min) de la respuesta del biosensor previamente
reducido (5 mM DTT) y luego incubado con GSSG (1 mM) y con diferentes concentraciones de GMPc (0 -
10 pM). Se grafica: B) el % FRET vs tiempo (min) normalizado al valor de FRET a tiempo O, C) el % de
reduccion de rxYFP vs tiempo (min) normalizado como se indicé en A), y D) el % FRET vs log [GMPc]. Los
datos fueron ajustados a la ecuacién de Boltzmann para obtener los valores de ECso y el coeficiente de

Hill.
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A partir de la curva de % FRET vs. [GMPc], el valor de ECsq para GMPc fue de 568 nM para
rxCUTie2 en presencia de 1 mM GSSG (Figura 51 E). Este valor es al menos dos veces superior
al calculado para la forma reducida del biosensor dual, lo cual sugiere una menor afinidad por
GMPc de la forma oxidada de rxCUTie2. Sin embargo, debe tenerse en cuenta que a bajas
concentraciones de GMPc la sefial de FRET podria estar siendo subestimada debido a la menor

capacidad de absorber y emitir fluorescencia de la forma oxidada de rxYFP.

Tanto la menor sensibilidad de la forma oxidada de rxCUTie2 por GMPc como el efecto
protector contra su oxidacion por GSSG mediada por altas concentraciones de este nucledtido
ciclico sugieren una interaccidon especifica entre la especie oxidada de la rxYFP y el CNBD.
Como fue descrito en el articulo de (Klein F. , 2021), las simulaciones moleculares fueron
realizadas sobre el sensor CUTie2 en su forma apo y holo. Luego de 10 us de simulacidn, se
concatenaron las trayectorias de cada una de estas especies y se calcularon las eficiencias de
FRET. De los conférmeros unidos a GMPc se graficaron las eficiencias de FRET en funcién de la
D (distancia entre cromdforos) y la k2 (orientacion de los croméforos) (Machado, 2016). Los
conférmeros se distribuyeron en diferentes poblaciones, distinguiéndose tres conformaciones
iniciales: 1) la de un grupo de conférmeros que permanece bloqueado en una configuracidn de
alto FRET (Figura 45 B, grupo a), 2) otra donde los conférmeros exploran un rango mds amplio
de configuraciones (con D entre 4 — 6 nm; Figura 45 B, grupo b) y 3) un grupo que permanece
la mayor parte del tiempo con los dos médulos fluorescentes alejados uno del otro,

presentando pocas instancias de FRET (Figura 45 B, grupo c).

Teniendo en cuenta esas predicciones computacionales, podemos inferir para rxCUTie2 que la
oxidacion de las cisteinas de la rxYFP favoreceria el enriquecimiento de la poblacién de
confdérmeros del grupo b y en menor medida del ¢, y que para desplazar dicho equilibrio hacia
conférmeros con mayor eficiencia de FRET (grupo a) sean necesarias concentraciones mas
elevadas de GMPc. De la misma manera, al desplazar el equilibrio hacia conférmeros del grupo
a, concentraciones elevadas de GMPc desfavorecerian la oxidacion del moédulo rxYFP. No
obstante, las bases moleculares de estos fenédmenos son desconocidos y requieren de mas

estudios.
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4.2.7 Generacion de lineas celulares de T. bruceiy de T. cruzi

que expresen el biosensor rxCUTie2

La forma sanguinea de T. brucei (cepa 427), linea celular 449 (que codifica una copia del gen de
la proteina represora de tetraciclina, ya descripto en la seccién 4.1.4), fue transfectada con el
plasmido pHD1700 CFP-cGMP-rxYFP que permite la integracidén sitio-dirigida y expresion
inducible de la secuencia del biosensor dual. En este vector, la expresion del transgen estd bajo
el control de la secuencia del promotor del gen de prociclina de T. brucei (PARP: procyclic
acidic repetitive protein, una proteina altamente expresada en la forma no infectiva de este
parasito; (Hotz, 1998), (Wirtz, 1999), (Tyler-Cross, 1995)). A su vez, esta secuencia promotora
esta precedida del operdn bacteriano de tetraciclina que une con alta afinidad a la proteina
represora de tetraciclina, la cual reprime estéricamente la union de la ARNpol a la secuencia
promotora contigua impidiendo la transcripcién del gen vecino (Hotz, 1995). Ante el agregado
de tetraciclina, este antibidtico se unird a la proteina represora produciendo un cambio
conformacional que le hara perder afinidad por la secuencia del operén permitiendo asi que

ocurra la transcripcion del gen de interés.

Luego de la transfeccion por nucleofeccidon (sistema Amaxa), los parasitos transfectantes
fueron seleccionados con higromicina y mediante el método de dilucién limite se logaron
obtener 6 clones en los cuales se evalud la expresion del biosensor por citometria de flujo
(Figura 52 A). Cada clon fue crecido durante 24 horas en ausencia y presencia de 1 pug/ml de
oxitetraciclina, y la intensidad de fluorescencia fue registrada utilizando el cittmetro ATTUNE
(Aex 488 nm / Aem 530 nm) en busca de sefial fluorescente de la rxYFP. Para este ensayo se
utiliz6 como control parasitos de la linea celular 449 que expresan, también de manera

inducible, el biosensor hGrx-roGFP2.
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Figura 52. Expresion del biosensor rxCUTie2 en la forma sanguinea de T. brucei. (A) Intensidad de

fluorescencia relativa de la rxYFP registrada por citometria de flujo (Aex 488 nm, Aem 530/30 nm) para 6
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clones previamente inducidos (24 h) o no con oxitetraciclina (1 pg/ml). Como control se incluye a la linea
celular de T. brucei que expresa hGrx-roGFP2 y fue crecida e inducida bajo las mismas condiciones. (B) IF

de la rxYFP para el clon B6 y el clon A6 inducidos con diferentes concentraciones de oxitetraciclina.

Como se puede observar en la Figura 52 A, ninguno de los 6 clones mostrd diferencias
significativas de sefal de fluorescencia de rxYFP entre la condicién inducida y no inducida. Por
el contrario, el control correspondiente a la linea celular reportera hGrx1-roGFP2 crecida en
presencia del inductor presentd una sefial de fluorescencia al menos 7 veces superior a la de

estos mismos parasitos cultivados en ausencia del mismo.

Dos de los clones (A6 y B6) fueron crecidos durante 24 horas en presencia de concentraciones
mas altas del inductor (2, 5 y 10 pg/ml; Figura 52 B) para establecer si la concentracion de
oxitetraciclina anteriormente empleada fue insuficiente para inducir la expresion del transgen.
Para ambos clones, los niveles de fluorescencia fueron bajos y practicamente idénticos en todo
el rango de concentraciones de oxitetraciclina ensayados, confirmando que la baja o nula
expresion de rxCUTie2 por estas lineas celulares es una propiedad intrinseca de las mismas y

no debida a biodisponibilidad del agente inductor.

Como se mencioné al inicio de esta seccidn, la linea celular empleada para generar las lineas
reporteras codifica para una Unica copia de la proteina represora de la tetraciclina. Ante la
sospecha que la expresiéon del biosensor dual otorgara una desventaja selectiva a la forma
sanguinea de T. brucei (ej. citotoxicidad o interferencia con procesos celulares) y que la misma
tuviera lugar durante el proceso de seleccion clonal debido a una ineficiente represion de la
expresion por la proteina represora de tetraciclina, es que decidimos transfectar parasitos que
tienen integrado en su genoma dos copias de este gen (linea celular 514-1313). Esta linea
celular fue desarrollada con tal fin de y mostrd una mayor eficiencia en reprimir la expresién
de genes regulada por el operdn de tetraciclina (Alibu, 2005). Producto de la transfeccién de
esta linea celular con la construccidn para expresar el biosensor dual se obtuvieron 8 clones
resistentes a higromicina, ninguno de los cuales mostré sefial de fluorescencia cuando fueron
cultivados con oxitetraciclina (1 pg/ml; no mostrado). Dado que para ambas lineas celulares
fue posible obtener pardsitos resistentes al antibidtico de seleccién, esto sugiere que la
integracion gendmica del casete de expresidén de rxCUTie2 no es la etapa problematica de este
proceso. No obstante, el andlisis molecular (ej. genotipado por PCR o Southern blot) de estos
clones seria necesario para confirmar la presencia o ausencia completa o parcial del gen de
rxCUTie2 en su genoma y de los elementos que controlan su expresion (secuencia promotora,

regiones no traducidas 5" y 3°). En ese sentido, se ha reportado que T. brucei es capaz de
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introducir mutaciones (sustituciones, inserciones, delecién o transposicidn en sitio gendomico
transcripcionalmente silente) en secuencias ectdpicas que representan una desventaja para su

crecimiento (Ammerman, 2013) (Hashimi, 2009) (Chen, 2003) (Fisk, 2008) (Motyka, 2004).

Considerando la refractariedad mostrada por T. brucei para expresar el biosensor dual,
optamos por cambiar la especie y estadio de tripanosoma sobre la cual generar lineas
reporteras de rxCUTie2. La especie seleccionada fue T. cruzi (cepa CL Brenner), que causa la
enfermedad de Chagas en humanos, y mas especificamente una linea celular transfectada
establemente con el vector pLewl3 que integra en el locus de B-tubulina del genoma del
parasito una copia de los genes de la T7 ARN polimerasa y de la TetR, ambos bajo el control del
promotor fuerte del ARNr (Taylor, 2006). El estadio epimastigota de esta especie no es
infectivo y puede cultivarse de manera axénica y prolongada, alcanzando altas densidades
celulares. Como vector de expresién se seleccioné el plasmido pTcINDEX el cual se integra de
manera estable en un locus transcripcionalmente quiescente (non transcribed ribosomal RNA
spacer) del genoma de T. cruzi y posee un promotor de T7 ARNpol y un operon de tetraciclina
que dirigen la expresién inducible del gen de interés (Taylor, 2006). Esta linea celular fue
transfectada con el pladsmido pTcINDEX-rxCUTie2 linealizado con Spel (para favorecer el
proceso de integracidon al genoma por recombinacion homéloga, Figura 43C) o con PBS
(control), y la selecciéon de la poblacién de pardsitos con vector integrado a su genoma se

realizé con higromicina.

Se realizaron dos ensayos independientes de transfeccion con ADN fresco obtenido de un kit
de Maxiprep (Sigma) pero en ninguno de ellos se recuperaron parasitos viables luego del
tratamiento con antibidtico de seleccidn (200 pg/ml higromicina). Esto mismo ocurrié con los
controles de parasitos sin transfectar y los transfectados con PBS. Por lo tanto, estos

resultados indican que el plasmido pTcINDEX-rxCUTie2 no se integrd al genoma del pardasito.

Las razones de estos resultados negativos dificilmente puedan atribuirse a los diferentes
vectores de expresion o lineas celulares empleadas ya que estos sistemas fueron utilizados con
éxito para la expresion o silenciamiento de genes tanto por nuestro laboratorio como por
diferentes grupos de investigacién (Comini, 2008), (Manta, 2013), (Hiller, 2014), (Alibu, 2005),
(Voncken, 2003), (Sardi, 2016), (Alloatti, 2010), (Basu, 2013), (Gould, 2013), (Wickstead, 2002).
Probablemente mecanismos de regulacién epigenética y post-transcripcionales (Clayton,
2019), estén contribuyendo a los nulos niveles de expresion del biosensor en T. brucei o a la

fallida integracidn del vector de expresidn en el genoma de T. cruzi.
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Otra alternativa aplicable a T. brucei, podria haber sido el empleo de un vector (pHD1034) que
integra en el locus transcripcionalmente quiescente del espaciador del ARN ribosomal (non
transcribed ribosomal RNA spacer) y controla la expresién constitutiva del gen de interés
mediante un promotor PARP. Este sitio de integracién difiere al del vector pHD1700 que
eventualmente podria ser menos propenso a silenciamiento o recombinacion por factores

epigenéticos.

La continuacion de esta linea de trabajo deberia abordar estas cuestiones, asi como explorar
otras especies de tripanosomdtidos (como Leishmania sp, ver seccién 1.5.1) para lograr el

objetivo de obtener lineas reporteras duales de cambios redox y GMPc.

4.2.8 Conclusiones objetivo especifico 2

En este capitulo se presentaron los resultados del desarrollo de un sensor de GMPc disefiado
computacionalmente. Esta metodologia generé simulaciones de la eficiencia de FRET que
fueron contrastadas con los datos experimentales obtenidos sobre la forma recombinante del
biosensor CUTie2. Este biosensor respondié de manera especifica y sensible (ECso GMPc = 277
1+ 60 nM vs ECso AMPc = 167 + 54 uM) generando sefial de FRET cuando fue estimulado con
GMPc, lo cual confirmd que tanto las proteinas fluorescentes como el CNBD adoptaron el

plegamiento y funcionalidad esperados.

El disefio modular de este biosensor abre la posibilidad de generar un portfolio de sensores
compuestos por diferentes pares FRET y por dominios con afinidad por diferentes ligandos
(sean estos basados en CNBDs u otros dominios relacionados), siempre y cuando la interaccion
con sus sustratos de lugar a cambios conformacionales similares a los del CNBD. Otra
caracteristica interesante del disefio molecular de este biosensor es que admite la inclusién de
secuencias tanto en su N- como C-terminal las que podrian dirigir el mismo a diferentes
compartimentos subcelulares o bien permitir la detecciéon de este segundo mensajero en el

microambiente donde la proteina de fusién elegida esté cumpliendo su rol bioldgico.

Con la finalidad de expandir el espectro de eventos bioquimicos a ser investigados con estos
tipos de biosensores, es que decidimos modificar el médulo YFP para tonarlo capaz de detectar
variaciones en la relacion GSH/GSSG. Mediante 3 mutaciones especificas convertimos a la YFP
en una proteina fluorescente redox sensible (rxYFP). Una exploracién sistematica de diferentes
cepas y protocolos de expresion nos permitié encontrar condiciones satisfactorias para

producir la forma recombinante de rxCUTie2 y proceder a su caracterizacion. Nos resultd
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llamativo que a pesar que rxCUTie2 difiere en solo 4 aminoacidos de CUTie2, fueran necesarias
condiciones de expresion y preparacion de extractos diferentes para la produccién de cada
uno de ellos. Por ejemplo, rxCUTie2 logré ser expresado en una cepa especial de E. coli que
soporta la expresion de proteinas téxicas y empleando concentraciones bajas de inductor (100
MM IPTG). Como se discutird mas adelante, esto estaria indicando un procesamiento diferente

del biosensor rxCUTie2 y una interaccidon no deseada con procesos celulares.

Este biosensor dual respondié al estimulo oxidativo generado por distintas concentraciones de
GSSG (visualizado por una disminucion de la fluorescencia del médulo rxYFP) y dicha oxidacién
fue revertida por un agente reductor, demostrando que la misma implica la formacién de un
enlace disulfuro. El rxCUTie2 fue capaz de realizar FRET al ser titulado con GMPc,
determinandose valores de ECso de 234 + 14 nM y 1,7+ 0,1 uM, para la forma reducida y
oxidada del biosensor. Esta diferencia sugiere que la oxidacion del médulo rxYFP de rxCUTie2
afecta la afinidad del CNBD por GMPc y/o estabiliza conférmeros donde CFP y rxYFP se ubican
a distancias de bajo a mediano FRET. Por otro lado, la magnitud de la oxidacién inducida por 1
mM GSSG dependié de la concentracion de GMPc siendo ésta mdas marcada a bajas
concentraciones del nucleétido ciclico. Este comportamiento refuerza la idea de una influencia
mutua entre el dominio CNBD y la forma oxidada de la rxYFP la cual es modulada por la unién
de ligando. No obstante, esta interaccion no afectd la cinética de respuesta del biosensor, el
cual mostré cambios significativos en su fluorescencia en <2 minutos tanto cuando fue
enfrentado a un estimulo oxidativo (1 mM GSSG) como a GMPc (0,025 - 10 uM). Respecto a la
respuesta al GSSG, es importante aclarar, que al igual que fue demostrado para la proteina
rXYFP (Ostergaard, 2001), roGFP2 (Gutscher M. , 2009), se espera que en condiciones
fisiolégicas la oxido-reduccién del biosensor por el par GSH/GSSG sea catalizada por las

glutaredoxinas celulares enddégenas.

A pesar de varios intentos no se logré obtener ninguna linea de tripanosomatido que exprese
rxCUTie2. Dado que la secuencia de ADN que codifica para este biosensor fue optimizada con
codones altamente representados T. brucei, podemos descartar que el uso de codones haya
sido un cuello de botella para la transcripcién de este gen. No obstante, no podemos descartar
qgue el ARNm de rxCUTie2 se haya transcripto en niveles muy bajos o que sea inestable y posea
una vida media muy corta, o bien que el biosensor sea citotdxico, obligando al parasito a
retener el casete de resistencia al antibidtico de seleccién pero concomitantemente a silenciar
la expresién del transgen (ej. mediante mutaciones o deleciones que interfieran con su
correcta expresion o mediante la expulsién de la secuencia de interés). Un caso mas extremo

fue el de T. cruzi, especie para la cual ni siquiera fue posible obtener poblaciones resistentes al
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antibidtico de seleccidn, indicando que la construccién no se logré integrar al genoma del

parasito.

Los resultados preliminares de caracterizacion de la forma recombinante de rxCUTie2
brindaron informaciéon relevante para predecir tanto la respuesta como las limitaciones que
presentaria a nivel intracelular este novedoso biosensor dual. A partir de los ensayos in vitro
reconocimos la dificultad de separar y discriminar las sefiales generadas por el par FRET
CFP/YFP debido al solapamiento espectral que las mismas presentan. Esto podria ser
problematico si los instrumentos de medida a ser empleados en ensayos celulares (ej
citdbmetros o microscopios) trabajan con filtros con limitada resolucién espectral. La
discriminacién de FRET respecto de cambios redox en la rxYFP puede resolverse mediante el
andlisis de la IF del mddulo rxYFP excitado de manera independiente (no FRET, Aexc 488 NnM, Aem
530 nm) para luego proceder a medir sefial FRET (Aexc 405 nm, Aem 530). Con los datos de
oxidacidn de obtenidos para rxYFP podria corregirse el valor de FRET y viceversa. No obstante,
estos ensayos celulares requieren de controles de calibracidn redox que incluyan la adquisicién
de datos de las mismas muestras tratadas con un agente reductor y un oxidante. Protocolos
similares al aqui descripto fue aplicado por (Voyton, 2018), para un biosensor FRET CFP-
mCitrine que mide cambios intracelulares (citosol y glicosomal) en los niveles de glucosa en T.
brucei. Otra aproximacion para cuantificar la sefial del reportero dual puede ser aquella basada
en la microscopia hiperespectral y el analisis espectral de fasores. Esta técnica de analisis fue
aplicada en ensayos ex vivo sobre muestras de tejido de moscas que expresaban CUTie2

(Gonzalez, 2023).

Otra potencial desventaja del par FRET CFP/YFP es que, si los niveles de expresion del
biosensor fueran bajos, la autofluorescencia celular podria comprometer la deteccidn de la
sefial intrinseca de rxCUTie2. Por este motivo, el tercer objetivo especifico de esta tesis de
Doctorado apuntd hacia el desarrollo de un biosensor dual basado en el par Clover/rxmRuby?2.
Este par FRET presenta un corrimiento espectral hacia el rojo, incrementado el coeficiente
sefial/ruido, ademdas de presentar menor foto-toxicidad y ser compatible con el uso de laser
azul y filtros de excitacion comunes en la mayoria de los microscopios de fluorescencia y

citometros de flujo (Lam, 2012).

145



146

4.2.9 Anexo

Score Expect Method Identities Positives Gaps
373 bits(958) 1e-125 Compositional matrix adjust. 180/180(100%) 180/180(100%) 0/180(0%)

Query 1 MRTGLIKHTEYMEFLKSVPTFQSLPEEILSKLADVLEETHYENGEYIIRQGARGDTFFII 60
MRTGLIKHTEYMEFLKSVPTFQSLPEEILSKLADVLEETHYENGEYIIRQGARGDTFFII
Sbjct 1 MRTGLIKHTEYMEFLKSVPTFQSLPEEILSKLADVLEETHYENGEYIIRQGARGDTFFII 60

Query 61  SKGTVNVTMKRKGKSPVATMVSKGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFSVSGEGEGDATYG 120
SKGTVNVTMKRKGKSPVATMVSKGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFSVSGEGEGDATYG
Sbjct 61  SKGTVNVTMKRKGKSPVATMVSKGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFSVSGEGEGDATYG 120

Query 121 KLTLKFIVTTGKLPVPWPTLVTTFGYGLQCFARYPDHMKQHDFFKSAMPEGYVQERTIFF 180

KLTLKFIVTTGKLPVPWPTLVTTFGYGLQCFARYPDHMKQHDFFKSAMPEGYVQERTIFF
Sbjct 121 KLTLKFIVTTGKLPVPWPTLVTTFGYGLQCFARYPDHMKQHDFFKSAMPEGYVQERTIFF 180

Score Expect Method Identities Positives Gaps
357 bits(917) 2e-119 Compositional matrix adjust. 170/172(99%) 170/172(98%) 0/172(0%)

Query 465 GVQCFSRYPXHMKQHDFFKSAMPEGYVQERTIFFKDDGNYKTRXEVKFEGDTLVNRIELK 524
GVQCFSRYP HMKQHDFFKSAMPEGYVQERTIFFKDDGNYKTR EVKFEGDTLVNRIELK
Sbjct 465 GVQCFSRYPDHMKQHDFFKSAMPEGYVQERTIFFKDDGNYKTRAEVKFEGDTLVNRIELK 524
Query 525 GIDFKEDGNILGHKLEYNYISHNVYITADKQKNGIKAHFKIRHNIEDGSVQLADHYQQNT 584
GIDFKEDGNILGHKLEYNYISHNVYITADKQKNGIKAHFKIRHNIEDGSVQLADHYQQNT
Sbjct 525 GIDFKEDGNILGHKLEYNYISHNVYITADKQKNGIKAHFKIRHNIEDGSVQLADHYQQNT 584
Query 585 PIGDGPVLLPDNHYLSTQSALSKDPNEKRDHMVLLEFVTAAGITLGMDELYK 636

PIGDGPVLLPDNHYLSTQSALSKDPNEKRDHMVLLEFVTAAGITLGMDELYK
Sbjct 585 PIGDGPVLLPDNHYLSTQSALSKDPNEKRDHMVLLEFVTAAGITLGMDELYK 636

Figura 53. Alineamiento de secuencia de la construccion pET288a rxCUTie2. La secuencia Query es la
obtenida por el secuenciador del IPMon, mientras que la secuencia Sbhject corresponde a la secuencia
enviada por genscript. Se observa un 100 % y 98 % de homologia para los segmentos 1 - 180 y 465 - 636,

respectivamente.

146



147

4.3 Objetivo especifico 3: Biosensor dual redox y de AMPc, Clover-
AMPc-rxmRuby?2 (INF-RXM)

4.3.1 Diseifio molecular y generacion del biosensor Clover-AMPc-rxmRuby2

A la fecha, no existen reportes sobre la generacién de biosensores FRET de nucleétidos ciclicos
con corrimiento espectral al rojo y capaces de medir simultdneamente la relacion
glutation/glutatién disulfuro. El disefio de este biosensor lo abordamos computacionalmente,
utilizando herramientas de bioinformatica y modelado molecular. En primer lugar, se realizé
una construccién andloga al sensor CFP-GMPc-rxYFP (mddulo 2 de resultados) obteniendo una
nueva arquitectura de sensor FRET para AMPc que se compone del dominio de enlace a AMPc
de la donde subunidad regulatoria llb de PKA como mddulo alostérico y el par FRET
Clover/rxmRuby2 (denominado INF-RXM, Figura 54). Este par FRET presenta uno de los
cambios de Stokes mds grandes reportados en la literatura (Lam, 2012). Los resultados
obtenidos para rxCUTie mostraron una afectacién reciproca de la capacidad de respuesta y
afinidad del médulo de CNBD y la proteina fluorescente redox sensible y receptora de FRET.
Nuestra hipotesis es que esto se debe a la insercion de la secuencia de la proteina redox
sensible en el CNBD, lo cual podria estar afectando la dindmica de los cambios
conformacionales y el equilibrio de las especies resultantes que acompaiian ambos eventos de
deteccidn: union de GMPc por CNBD y oxidacidn de cisteinas de rxYFP. Por lo tanto, para evitar
esta interferencia y comprobar nuestra hipdtesis, en la configuracién del nuevo biosensor la
proteina fluorescente dadora de FRET e insensible a cambios redox, Clover (Lam, 2012), fue
inserta en el CNBD y el médulo aceptor de FRET, la proteina redox sensible rxmRuby2, fue
colocada en posicion C-terminal (Figura 54 A y B). Se realizé una sustituciéon puntual en la
secuencia de Clover (Cys49Thr) para evitar la posible formacién de disulfuros inespecificos
intra- o inter-moleculares entre las proteinas fluorescentes, al igual que fue previsto para el
sensor rxCutie2 (seccion 4.2.4). Como dominio de unién a AMPc se seleccioné a la subunidad
reguladora 1IB de la proteina quinasa A (PKA), la cual sufre cambios conformacionales

importantes luego de unir AMPc (Figura 54 C).

Al igual que lo reportado para el biosensor CUTie, es posible incluir secuencias de localizacion

subcelular tanto en el N- como el C-terminal (Figura 54 B).
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La secuencia que codifica para este biosensor dual se insertd en los vectores de expresiéon
pET28a, pTcINDEX y pLexsy Hyg2 los cuales permiten su expresién en E. coli (inducible),
Trypanosoma cruzi (inducible) y Leishmania spp. (constitutiva). Se optd por optimizar la
secuencia de codones para las construcciones a expresar en estos Ultimos organismos
(empresa Genscript). La integridad de las nuevas construcciones fue confirmada mediante

secuenciacién de la doble hebra de ADN codificante (Figura 55).

[CAWIP_
S W[/ rxmRuby2 B
™ Clover

YESFIESLPFLKSLEVSERLKVVDVIGTKVYNDGEQIIAQGDSADSFFIVESGEVRIT!
MVSKGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFSVRGEGEGDATNGKLTLKFISTTGKL

PVPWPTLVTTFGYGVACFSRYPDHMKQHDFFKSAMPEGYVQERTISFKDDGTYKTRAEV
KFEGDTLVNRIELKGIDFKEDGNILGHKLEYNFNSHNVYITADKQKNGIKANFKIRHNVED
GSVQLADHYQQNTPIGDGPVLLPDNHYLSHQSALSKDPNEKRDHMVLLEFVTAAGITHG
MDELYK QASNSDIEENGAVEIARCLRGQYFGELALVTNKPRAASAHAIGTVKC
LAMDVQAFERLLGPCMEIMKRNIATYEEQLVALFGTNMDIVDVSKGEELIKENMRMKV
VMEGSVNGHQFKCTGEGEGNPYMGTQTMRIKVIEGGPLPFAFDILATSFMYGSRTFIKY
PKGIPDFFKQSFPEGFTWERVTRYEDGGVVTVMQDTSLEDGSLVYHVQVRGVNFPSNG
PVMQKKTKGWEPNCEMMYPADGGLRGYTHMALKVDGGGHLSCSFVTTYRSKKTVGN
IKMPGIHAVCHRLERLEESDNEMFVVQREHAVAKFAGLGGGMDELYK

PKA-RIIB ;
(CNBD B)
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Figura 54. Disefio de INF-RXM (A) Modelo tridimensional construido in silico mediante PyMol a partir de
la secuencia de la proteina Clover (verde), el sensor rxCUTie2 (CNBD gris) y la proteina rxmRuby2 (rojo).
Se indica la posicidn de los residuos de cisteina de rxmRuby2 (Cys 148 y Cys 200), asi como el ligando
AMPc unido al CNBD de PKA-Ilb. (B) Esquema representativo y secuencia de aminodcidos de INF-RXM.
Cada dominio del sensor se encuentra identificado con diferente color: CNBD (violeta), espaciadores
(gris), rxmRuby2 (Rojo) y Clover (verde). (C) Modelo del biosensor en forma holo (izquierda, FRET) y apo
(derecha, no FRET), donde con bolas verdes se representa al ligando AMPc y en naranja el extremo N-

terminal (Nr).

4.3.2 Expresion y purificacion del sensor Clover-AMPc-

rxmRuby2
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Como una primera aproximacidon para obtener la forma recombinante de INF-RXM se

utilizaron las mismas condiciones de expresion optimizadas para rxCUTie2 (ver seccion 4.2.5).

Sin embargo, no se detecté la proteina de interés en la fraccion soluble del extracto celular

durante la purificacién ni tampoco durante la purificacion por IMAC.

Para descartar que esto se debiera a errores de secuencia como ser micro-deleciones, -

inserciones y/o corrimiento del marco de lectura, la secuencia del gen de interés en la

construccion sintetizada por Genscript fue analizada mediante secuenciado (servicio del

Institut Pasteur de Montevideo). Este analisis confirmé que la misma era la correcta (Figura

55), determinandose un 100% de identidad a nivel de aminoacidos entre la secuencia

originalmente prevista y la obtenida.

Score

Expect Method Identities Positives

1331 bits(3445) 0.0  Compositional matrix adjust. 640/640(100%) 640/640(100%)
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Figura 55. Alineamiento de secuencia de la construccion pET28a INF-RXM. La secuencia Query y la
Sbhject corresponden a las secuencias traducidas que fueron obtenidas por secuenciado de ADN en el IP-

Montevideo y en Genscript. La secuencia de amindacidos de esta ultima es idéntica a la ordenada.

Habiendo confirmado la integridad de la secuencia de interés en el vector de expresion,
procedimos a evaluar diferentes condiciones de expresidon y purificacién de la proteina
recombinante. Esto incluyd distintas cepas de expresion de E. coli y vectores de expresion
(pET28a y pET32a), diferentes condiciones de induccién (IPTG 0,1, 0,5y 0,7 mM), y crecimiento
post-induccién (18°C, 20°C y 25°C), co-expresidn de chaperonas (GroEL/ES), distintos métodos

de lisis (ultrasonido y prensa francesa) y medios de cultivo (LB y 2YT)).

En la Tabla 4 se resumen las diferentes condiciones ensayadas para poner a punto la expresién
y purificacidn de la forma recombinante de INF-RXM. Si bien se realizaron mas de 15 pruebas,
como resultado de combinar las diferentes condiciones antes mencionadas, solamente se van
a detallar en la tesis tres bloques de resultados, ya que en todas las oportunidades se obtuvo

el mismo resultado.

Tabla 4. Condiciones de expresion y purificacion del biosensor INF-RXM en E. coli.

BL21 (DE3) pET28a 18°C 0,1 mM Sonicado

BL21 (DE3) + GroEL/ES pET32a 20 °C 0,5mM 2YT Prensa Francesa
BL21 codon plus pT7pelB 25°C 0,7 mM

Rosetta (DE3) 1mM

C41 (DE3, Lucigen)

Una primera aproximacion fue utilizar la cepa de E. coli BL21 DE3 transformada con el

pldsmido pET28a resistente a kanamicina, crecer las bacterias en LB a 37°C hasta OD 0,7 e
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inducir la expresién de la proteina recombinante con 0,5 mM IPTG a 20 °C por 16 - 18 h

(overnight) (Figura 56 A).

El andlisis por microscopia de epifluorescencia de muestras de cultivo sin inducir e inducidos,
confirmd en estas Ultimas la presencia de bacterias que expresan el biosensor ya que fue
posible observar sefial fluorescente utilizando los filtros FITC para Clover y Rodamina para
rxmRuby2 (Figura 56 B). Ademas, dichas sefiales co-localizaban lo cual garantizaba la
integridad estructural del biosensor expresado por las bacterias. También se pudo inferir la
presencia del biosensor en la fraccidén soluble de extractos celulares ya que el espectro de
absorcion de fluorescencia mostré dos picos: 503 nm y 560 nm, que se corresponden con los
de Clover y rxmRuby2, respectivamente (Figura 56 C). Sin embargo, al analizar el espectro de
emision de fluorescencia de esta muestra solo se observa sefial correspondiente a Clover (525

nm) y no para rxmRuby?2.
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Figura 56. Expresion de INF-RXM en cepa BL21 (DE3) y medio LB. A) Esquema del proceso de expresion
y purificacion (creado utilizando BioRender). B) Imagenes de epifluorescencia de una muestra del cultivo
previo a la cosecha, adquiridas en el microscopio Olympus IX81 con el objetivo de inmersidn 100x:
Clover (Aexc 470 - 495 nm / Aem 510 - 550 nm) y rxmRuby2 (Aexc 530 - 550 nm / Aem 570 nm). C) Espectro
de excitacidn del sensor FRET (izquierda, Aem 600 nm) y de emisidn (derecha, Aexc 503 nm) del extracto de

proteina lisado.

Estos resultados fueron algo contradictorios ya que por un lado muestran que el mddulo
rxmRuby2 es funcional, desde el punto de vista de sus propiedades de fluorescencia, cuando
es expresado por E. coli, y que retiene la capacidad de absorber luz a 560 nm cuando se lo aisla
de la célula, pero que este proceso conlleva una afectacién del cromdéforo que pierde la

capacidad de emitir fluorescencia. Por otro lado, si bien la expresidon del biosensor bajo las
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condiciones indicadas en la Figura 56 fue excelente, éste se recuperaba mayoritariamente en

la fraccion insoluble del extracto celular (ver como referencia Figura 57).

Por lo tanto, para evaluar si el proceso de lisis celular impacta negativamente sobre el
cromoforo de rxmRuby2 y si era posible incrementar la fraccion soluble del biosensor,
probamos llevar a cabo la misma incorporando el agregado a baja concentracion de Triton X-
100 y de un agente reductor, el DTT. Triton X-100 es un detergente surfactante no iénico que
no sélo permeabiliza membranas sino que desfavorece las interacciones hidrofébicas entre
macromoléculas y por tanto la agregacion de proteinas. El agregado de DTT pretende
mantener las cisteinas de rxmRuby2 (y las de otras proteinas de E. coli) en estado reducido de
manera de evitar la formaciéon de hetero-complejos covalentes enlazados por puentes
disulfuro que puedan tanto contribuir a la agregacién del biosensor y/o a interferir con la

emision de fluorescencia de rxmRuby2.

De las diferentes condiciones de lisis probadas (Figura 57 A), solo se destacan la 1 (lisozima +
DTT + sonicado) y la 3 (lisozima + DTT + Tritéon + sonicado) por dar lugar a un mayor
rendimiento de proteinas solubles totales (carriles C de la Figura 57 B). Estas dos condiciones
se diferencian de las otras tres en que incorporan el tratamiento enzimatico (lisozima) para
degradar la pared celular. Un barrido espectral de los extractos solubles de estas muestras
indica la presencia de los mddulos fluorescentes del biosensor principalmente en la muestra 3,
en la cual se observa un claro pico de absorciéon a ~ 505 nm y uno menor y ancho a 560 nm
(Figura 57 C). Si bien de mucho menor intensidad, la muestra 1 presenta un patrén espectral
similar. En el resto de las muestras, la sefial de fluorescencia es muy baja y solo se observa un
incremento de IF préximo a los 510 nm. Al realizar el barrido espectral de emisidon de
fluorescencia (Aexc 503 Nm), en todas las muestras se observa un pico de emisién a 516 nm, el
cual satura el detector para la muestra 3, correspondiente a la Clover, pero no un maximo a
600 nm que corresponderia a la rxmRuby2. Dada la buena sefial de fluorescencia presente en
la muestra 3, se ensayé de manera preliminar la capacidad del biosensor recombinante por
realizar FRET frente a la exposicion a AMPc (250 uM) y en presencia de agente reductor (DTT 1
mM) para asegurar mdxima capacidad de absorcién de fluorescencia por la rxmRuby2 (Figura
57 D). El espectro de emisién muestra un marcado apagado de la sefial de Clover solo cuando
AMPc esta presente, lo cual sugiere que ha tenido lugar el fendmeno de FRET ya que la
fluorescencia emitida por Clover fue capturada eficientemente por la rxmRuby2. Si bien estos
resultados son promisorios respecto a la funcionalidad del biosensor con el ligando
nucleotidico, aun persiste la imposibilidad de detectar la fluorescencia emitida por rkmRuby2,

lo cual impediria uso como biosensor redox.
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Figura 57. Estrategias de lisis celular y purificacion de INF-RXM por IMAC. A) Esquema de las diferentes
condiciones (1 a 5) de preparacion de extractos de bacterias para aislamiento de biosensor
recombinante (creado utilizando BioRender). B) Gel SDS-PAGE 10% de las fracciones A (post-lisis), B
(pellet) y C (sobrenadante) para cada una de las condiciones de lisis. C) Espectro de excitacion
(izquierda, Aem 600 nm) y emision (derecha, Aexc 503 nm) de las muestras. D) Espectro de emision (Aexc
503 nm) de la muestra 3 no tratada (linea sdlida), o incubada 10 min con DTT (1 mM; linea rayada) o DTT

y AMPc (250 uM; linea punteada).

En el segundo conjunto de experimentos decidimos explorar otras variables que podrian
mejorar tanto la expresidon como la integridad estructural de la forma soluble del biosensor.
Por un lado y de manera similar a lo aplicado durante el proceso de purificacién de rxCUTie2,
optamos por sustituir el método de lisis por ultrasonido por el de la prensa francesa ante la

eventualidad que el primero estuviera desnaturalizando parcialmente a la proteina biosensora.

Por otro lado, exploramos sistemas de co-expresion de chaperonas del tipo GroEL/ES que
favorecerian el plegamiento de proteinas insolubles. Las chaperonas son proteinas que se
unen a la cadena de polipéptido saliente del ribosoma, asisten al correcto plegamiento de la
estructura nativa de la proteina blanco y de esa forma evitan su agregacién por mal
plegamiento. E. coli cuenta con dos sistemas de chaperonas, el GroES (HSP60) - GroEL y el
DnaK (HSP70) / Dnal / GrpE. Son numerosos los reportes que muestran la mejoria en la
produccién de diferentes proteinas solubles mediante la co-expresion de chaperonas (Saibil,
2013). La sobreproduccién de proteinas recombinantes heterdlogas esta frecuentemente
asociada con su mal plegamiento y agregacién (De Marco, 2007). En otros casos, la agregacién
de proteinas durante su sintesis, lo cual da lugar a los cuerpos de inclusién, puede ocurrir
como un mecanismo intrinseco para contrarrestar la toxicidad de una proteina o evitar su
protedlisis. Los problemas de plegamiento pueden deberse a una limitada capacidad de las
chaperonas de las células huésped a asistir ese proceso demandante. En el trabajo de (De
Marco, 2007), se proponen cinco diferentes combinaciones de pldsmidos para sobre-expresar
de manera controlada las chaperonas en E. coli bajo induccién por IPTG. En este contexto se
seleccioné el plasmido pBB542 (combinacién 4) que sobre-expresa KJE, ClpB y ELS en grandes

cantidades, el mismo fue adquirido de AddGene.

Ademads, dentro de la misma estrategia, se evalud la posibilidad de realizar una induccién
enddgena de chaperonas en la bacteria sometiéndola a un shock térmico, ya reportado por
(Arsene, 2000) y (Yura, 2019). También decidimos incluir como huésped de expresion a la cepa
BL21 C3010 que fue ingenierizada para ser deficiente en proteasas y para evitar la expresién

basal (es decir no inducidas) de secuencias ectdpicas que se hayan bajo el control de expresién
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de un promotor de T7. Se ha reportado que de esta forma se logran evitar potenciales efectos

toxicos de proteinas exdgenas (New England Biolabs).

Una tercera variable que exploramos fue la velocidad de agitacién. Una etapa critica en la
sintesis de la mayoria de las proteinas fluorescentes es la maduracién de su croméforo. Este
proceso suele ocurrir post-traduccionalmente e implica una secuencia de reacciones
autocatalizadas que incluye una etapa de plegamiento (t12 ~ 10 min), una etapa de ciclacion y
deshidratacion (ti2 ~3 min) y finalmente una etapa de oxidacién aerdbica (ti2 ~ 19 — 83 min)
(Tsien, 1998) de los tres residuos que forman parte del cromdéforo. Completado este proceso la
proteina es capaz de absorber y emitir fluorescencia. La cinética de maduracién es muy
variable para diferentes proteinas fluorescentes (lizuka, 2011), (Balleza, 2017), se ha visto que
factores externos como la temperatura, el pH, o la especie de bacteria seleccionada para

expresar la proteina fluorescente pueden afectarla (Hebisch, 2013).

En vista de esta diversidad, si comparamos los datos reportados para las proteinas
fluorescentes que componen el biosensor IFN-RXM podemos notar que el tiempo de
maduracion media (tso) es de 22 minutos para Clover y de 130 minutos para mRuby3 (Balleza,
2017). Estimamos que la rxmRuby2 posee un tiempo similar de maduracién que la mRuby3,
mas teniendo en cuenta que para otras proteinas fluorescentes con corrimiento al rojo, como
mCherry (Hebisch, 2013) o DsRed (Shaner, 2004), también se reportan ts mayores a 70
minutos. A pesar de que poco se conoce sobre el mecanismo detrds de las diferentes cinéticas
de maduracidn, se intuye que en el entorno de aminodcidos que rodean al cromdforo tienen
un rol clave en la maduracién del mismo. La proteina mRuby2, al igual que la GFP inicia el
proceso de maduracién con una reacciéon de ciclacién, sin embargo, requiere de mas
reacciones en comparacion a la maduracién de la GFP (Lam, 2012). Por otro lado, se ha visto
qgue la maduraciéon de mCherry es fuertemente dependiente de la disponibilidad de oxigeno
(Hebisch, 2013). Si esto también fuera trasladable a la rxmRuby2, en condiciones de alto nivel
de expresidon de la proteina recombinante, el oxigeno podria tornarse el cuello de botella
afectando o retrasando la maduracion del croméforo. Teniendo esto en cuenta, decidimos
incrementar la velocidad de agitaciéon de 160 (Figura 56 A) a 200 rpm (Figura 58 A) durante la

etapa de induccion de la expresion.

Por otro lado, recientemente se reportaron condiciones de expresién en E. coli para un
biosensor basado en el par ECFP-mCitrine para detectar niveles de glucosa, que fue
caracterizado in vitro y luego empleado como reportero en Trypanosoma brucei (Voyton,

2018). El sistema de expresion incluye al vector pRSET y bacterias BL21 (DE3), mientras que el
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protocolo de produccion se realiza en medio LB con crecimiento a 30°C hasta densidad optica
de 0,6 seguido de induccién con 0,7 mM IPTG a 18°C por 24 h. La lisis se realiza con prensa
francesa y la purificacién por IMAC. Considerando esas evidencias satisfactorias, decidimos

replicar dichas condiciones para la expresion de IFN-RXM.

A manera de resumen y como se esquematiza en la Figura 58 A, empleamos como huésped de
expresion E. coli BL21 C3010 (T7 express LysY; NEB) y BL21 (DE3) pBB542 (Addgene; co-expresa
GroEL/GroES, DnaK/Dnal), medio de cultivo LB, y temperatura de crecimiento exponencial de
las bacterias de 30°C, y no 37°C como se venia utilizando, hasta alcanzar una OD de 0,4 (aprox.
3 - 4 h) para luego inducir la expresion con 0,7 mM IPTG durante 20 h a 18°C. Las células se

lisaron por prensa francesa y la proteina fue purificada por IMAC.

Con estas cepas y protocolo de expresion se pudo obtener una banda de 70 kDa (compatible
con el peso molecular de IFN-RXM = 72 kDa) en la fraccidn final de elucién de la cromatografia
de afinidad (Eluido 3, pureza > 85%, Figura 58 B), que al ser analizada por espectrofluorimetria
mostro los picos de excitacion y emisién de Clover y solo uno de excitacidn significativamente

menor que corresponde a rxmRuby?2 (Figura 58 C).
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Figura 58. Expresion y purificacion de IFN-RXM a partir de cepas de E. coli BL21 C3010 y pBB5442. A)
Esquema de los protocolos de expresion y purificacién utilizados (creado en Biorender). B) Gel SDS-PAGE
10% correspondiente a muestras de sistema de expresién BL21 C3010/pET28a INF-RXM (izquierda) y
BL21 pBB542/pET28a INF-RXM (derecha). MPM (marcador de peso molecular), PS (post-sonicado), PL
(pellet), PC (pre-columna), FNU (Fraccion no unida), L1 (Lavado 1), E1-E3 (Eluido 1-3). C) Espectro de
excitacion (izquierda, Aem 600 nm) y emision (derecha, Aexc 505 nm) representativo de IFN-RXM

expresado y purificado en la cepa BL21 pBB542.

Finalmente, el tercer experimento consistié en evaluar la expresidon de IFN-RXM en la cepa de
bacterias C41 (DE3; OverExpress® de Lucigen). Las bacterias C41 (DE3) OverExpress® derivan
de la cepa BL21 (DE3), la cual posee una mutacién que reduce el nivel de actividad de la T7
ARN Polimerasa, previniendo la muerta celular asociada a la sobreexpresidon de diferentes
proteinas recombinantes téxicas. Ademas, la cepa C41 contiene otras mutaciones genéticas
que fueron seleccionadas fenotipicamente para proveer tolerancia a proteinas toxicas (Miroux,

2004) (Studier, 2005) (Dumon-Seignovert, 2004). Esta cepa permitié la expresion eficiente de
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proteinas toxicas de distintas clases de organismos (ej. bacteria, levadura, plantas, virus y
mamiferos; (Biosearch technologies)). Al igual que la cepa BL21 (DE3), la C41 (DE3) es un
liségeno de ADE3, que porta una copia cromosomal del gen de la T7 ARN polimerasa bajo el
control del promotor lacUV5. Por ende, para expresar genes heterélogos se deben emplear
vectores donde la secuencia génica de interés esté corriente abajo de un promotor de T7. Es
importante mencionar que el nivel de expresién esperable utilizando la cepa OverExpress®

puede llegar a ser menor que el alcanzado en la cepa BL21 (DE3).

Luego de transformar las bacterias quimiocompetentes, se emplearon las condiciones de
crecimiento e induccién indicadas en la Figura 59 A. Una muestra de la suspensién de bacterias
previo al paso de lisis fue analizada al microscopio de epifluorescencia (Olympus IX81, 100x)
pudiéndose observar fluorescencia de Clover y rxmRuby2, con un buen grado de solapamiento
(Figura 59 B). El espectro de fluorescencia de la fraccidn soluble del extracto celular clarificado
por centrifugacion mostrd los picos de excitacién y emisién correspondientes a la Clover, y solo
el de absorcion de la rxmRuby2 (Figura 59 C). Con el fin de descartar que la ausencia del pico
de emisidon de rxmRuby2 se debiera a la oxidacion de la proteina, lo cual disminuye su
intensidad de fluorescencia (Figura 32), la muestra fue incubada con 2 mM de DTT durante 5y
10 minutos. Como se observa en el panel derecho de la Figura 59 C, no se observa la aparicion

de un pico de emisién en la regidn de los 600 nm en la muestra con agente reductor.

Un estudio detallado sobre la maduracidon de Clover-mRuby2 realizado por (Fussell, 2018)
destacdé que mRuby2 es el factor limitante en la maduracién de este par FRET. La proteina
mRuby2 requiere de al menos 6 horas para madurar por completo a 30°C. Esto se verificd
mediante el incremento temporal de la intensidad de fluorescencia de mRuby2 (Aem 595 nm)
tanto excitando directamente a esta proteina (Aexc 559 nm) o Clover (Aexc 505 nm) y midiendo el

FRET.

Sin embargo, mRuby2 es altamente sensible al calor iniciando su autodegradacion luego de 10
h a 30°C. También encontré que la maduracién de mRuby2 muestra un comportamiento

erratico
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Figura 59. Experimento 3 de expresion del sensor dual INF-RXM. A) Esquema del proceso de expresion
y purificacion (creado utilizando BioRender). B) Imagenes de epifluorescencia de una muestra del cultivo
previo a la cosecha, adquiridas en el microscopio Olympus IX81 con el objetivo de inmersidn 100x:
Clover (Aexc 470-495 nm / Aem 510-550 nm) y rxmRuby2 (Aexc 530-550 nm / Aem 570 nm). C) Espectro de
excitacion del sensor FRET (izquierda, Aem 600 nm) y de emision (derecha, Aexc 505 nm) del extracto de

proteina lisado y clarificado.
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e impredecible a concentraciones de sales 2 12 mM NacCl (Fussell, 2018).

Nuestros resultados no sugieren problemas de maduracién del croméforo de la rxmRuby2
tanto en su forma libre (Figura 32) o como parte integral de IFN-RXM (Figura 56B y 59B), ya
que bajo diferentes condiciones de expresidén logramos observar su fluorescencia en muestras
de bacterias intactas, en el ultimo caso, co-localizando con la sefial de Clover. Ademas, por
espectrofluorimetria pudimos comprobar que el cromoéforo de rxmRuy2 de IFN-RXM tiene
capacidad de absorber fluorescencia en la longitud de onda esperada sea que por excitacién
directa de su croméforo (Figura 56 C, 57 C, 58 C y 59 C) o por FRET luego de excitar a Clover
(Figura 57 D). Por otro lado, para la extraccidn y purificacion de rxmRuby2 empleamos altas
concentraciones de NaCl (300 mM) sin que esto tuviera un efecto aparente negativo en la
recuperacién de proteina funcional (ver seccién 3.3.1). Por lo tanto, en principio, podriamos
descartar estos factores como principales causas del apantallamiento de emisién de
fluorescencia de rxmRuby2 observado cuando IFN-RXM se extrae y purifica de las bacterias. Sin
embargo, un factor limitante en la produccion del biosensor comun a todas las aproximaciones
antes ensayadas es el muy bajo rendimiento de proteina recombinante soluble, obteniéndose
de manera sistematica una gran cantidad de la misma en la fraccién insoluble, como cuerpos

de inclusion.

Con la finalidad de mejorar ese condicionante, estudiamos la expresion de IFN-RXM a partir de
los vectores pET32a (+) (Novagen) y pT7pelB (Ortega, 2018). El primero de ellos, permite la
expresion del gen de interés como fusion a la proteina tiorredoxina de E. coli. Esta es una
proteina de bajo peso molecular (109 aminodcidos) y altamente soluble que se puede expresar
en muy altos niveles y facilita la solubilizacién de proteinas que formen parte del mismo
polipéptido (Correa, 2015). El vector pT7pelB desarrollado por (Ortega, 2018) dirige la
expresion de la proteina de interés al periplasma bacteriano, el cual es un ambiente oxidativo
que favorece la formacion e isomerizacién de disulfuros mediado por enzimas especializadas
(Berkmen, 2012). Para lograr esto, el vector posee una secuencia lider de 22 aminodcidos,
pelB, correspondiente al extremo N-terminal de la proteina pectato liasa B de Erwinia
carotovora CE (Lei, 1987) que durante la translocacién de la proteina al periplasma es
removida por una peptidasa. La purificacidon de las proteinas del periplasma es mas sencillo
que a partir del citosol bacteriano, por el menor contenido de proteinas que existe en el

primer compartimento (Ortega, 2018).

La secuencia codificante para INF-RXM fue insertada en estos vectores mediante una técnica

gue no emplea enzimas de restriccion o RFC (del inglés Restriction free cloning, (Unger, 2010).
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Brevemente, los cebadores se disefaron de acuerdo con (Unger, 2010), se optimizaron los
parametros para la primera reaccién de PCR y los megacebadores obtenidos se purificaron
(Figura 60 A) y emplearon en la segunda reaccién de PCR. El ADN obtenido de esta ultima PCR
fue digerido con Dpnl para eliminar el ADN parental y empleado para transformar bacterias
competentes XL1 o DH5. El ADN plasmidico obtenido de estas bacterias fue digerido con
enzimas de restriccidon y visualizado en gel de agarosa para confirmar la insercidon de la

secuencia de interés.

La construccién pET32a (+) - INF-RXM fue obtenida de manera exitosa confirmandose la

presencia del inserto (banda 2000 pb) en 5 colonias luego de la digestién con BamHI (Figura 60

B).
A vem 1 2 3 B mpvm 1 2 3 4 s 6 7 8 9 10 11 12
2000 pb — - ‘ po s o
3
-
-

Figura 60. Generacion de la construccion pET32a(+) - INF-RXM. Geles de agarosa al 0,8%
correspondientes a: A) mega-cebador purificado de la primera reaccién de PCR obtenido empleando
temperaturas de hibridacion de 66, 68, 70 y 72 °C y 10"* moléculas de ADN (carril 1) o 10 moléculas de
ADN (carril 2) del ADN molde. Carril 3: ADN molde utilizado en la primera PCR (pTCINDEX INF-RXM)
digerido con BamHI (90 min a 37°C), se observa banda de 2000 pb (inserto) y esqueleto del vector (5900
pb). MPM (marcador de peso molecular 1kb). B) ADN plasmidico extraido de 5 colonias de bacterias XL1
transformadas con el producto de la segunda PCR. MPM (marcador de peso molecular 1kb); carril 1y 2:
vector vacio; carril 3 y 4: colonia 1; carril 5y 6: colonia 2; carril 7 y 8: colonia 3; carril 9 y 10: colonia 4;
carril 11 y 12: colonia 5. Los carriles con nimeros impares corresponden a muestras sin digerir y los

pares a las mismas muestras digeridas con BamHI (90 min a 37°C).

Con este plasmido se transformaron las cepas de expresiéon de E. coli: BL21 (DE3), Rosetta
(DE3) y BL21 codon plus. Se evaluaron diferentes condiciones de expresién (temperatura de
escalado, concentraciéon de IPTG, temperatura de induccién). En todos los casos el biosensor se
expresé en muy buenos niveles pero principalmente cuerpos de inclusién, siendo la cantidad
del mismo en la fraccion soluble (Figura 61 A-E) similar a la obtenida con los sistemas

explorados anteriormente. En una oportunidad (Figura 61 E) una pequeiia porcién soluble de
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la proteina fue evaluada por fluorimetria (Figura 61 F), ddnde se obtuvo un perfil espectral
similar a los observados anteriormente (Figura 56 a 59).
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Figura 61. Expresion y purificacion de IFN-RXM a partir del vector pET32a(+). Geles SDS-PAGE 10 %
correspondientes a: A) muestras de bacterias BL21 (DE3) inducidas con 0,5 mM IPTG a 20 °C (carril 1y 3)
y 30 °C (carril 2 y 4); los carriles 1y 2 corresponde a la colonia 2, y el 3y 4 a la colonia 4; B) purificacion
por IMAC de extracto de bacterias BL21(DE3) inducidas con 0,5 mM IPTG por 16-18 h a 20 °C. PS (post-
sonicado), PC (pre-columna), FNU (Fracciéon no unida), L1 (Lavado 1), E1-E3 (Eluido 1-3); C) bacterias
BL21 codon plus sin inducir (carril 1) o crecidas a 18°C por 16-18 h con 0,1 mM IPTG (carril 2: pellet y
carril 3: sobrenadante) o 1 mM IPTG (carril 4: pellet y carril 5: sobrenadante), o bien crecidas a 25°C por
16 - 18 horas con 0,1 mM IPTG (carril 6: pellet y carril 7: sobrenadante) o con 1 mM IPTG (carril 8:
sobrenadante y carril 9: pellet); D) purificacién por IMAC de extracto de bacterias Rosetta (DE3)
inducidas con 0,5 mM IPTG por 16 - 18 horas a 20°C. MPM (marcador de peso molecular), PS (post-
sonicado), PL (pellet), PC (pre-columna), FNU (Fraccién no unida), L1 (Lavado 1), E1 - E4 (Eluido 1-4); E)
purificacién por IMAC de extracto de bacterias BL21 (DE3) inducidas a 20°C o 25°C. MPM (marcador de
peso molecular); PS 20°C / PL 20°C / PC 20°C: muestra de post-sonicado, pellet y pre-columna de
bacterias crecidas e inducidas a 20°C con 0,2 mM IPTG 16 - 18 h, respectivamente; PS 25°C / PL 25°C / PC

25°C: muestra de post-sonicado, pellet y pre-columna de bacterias crecidas e inducidas a 25°C con 0,2
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mM IPTG 16 - 18 horas, respectivamente; FNU (fraccidn no unida); E1 - E2 (Eluido 1y 2). En todos los
casos MPM refiere al marcador de peso molecular. F) Espectro excitacién (izquierda, Aem 600 nm) y

espectro de emisidn (derecha, Aexc 503 nm) de la fraccién Eluido 1 (E1) del panel E.

Mientras que para la construccidon pT7pelB INF-RXM se logré obtener los megacebadores y
obtener colonias XL1 transformadas con el ADN proveniente del producto de la segunda PCR
(al igual que Figura 60), no se logré obtener colonias de bacterias BL21 (DE3) transformadas

con el pldasmido extraido de las bacterias XL1.

Una alternativa que quedé sin explorar en este trabajo de tesis de doctorado es la purificacién
y re-naturalizacién del sensor dual a partir de los cuerpos de inclusidon. Los cuerpos de
inclusién recuperados del lisado celular por centrifugacidn a baja velocidad pueden presentar
un gran contenido de proteinas contaminantes provenientes de componentes de la pared
celular y de la membrana externa. Estos contaminantes pueden ser removidos mediante
lavados por centrifugacion con bajas concentraciones de detergentes o agentes caotrdpicos
como la Urea o el cloruro de guanidinio. Estos tratamientos mejoran significativamente la
pureza de la proteina recombinante, pudiéndose obtener un 60 — 70% del pellet enriquecido
en la proteina de interés. Sin embargo, el desafio de trabajar con cuerpos de inclusién no
radica en el paso de purificacién de la proteina recombinante sino tener éxito en las etapas de
solubilizaciéon y renaturalizacion para obtener una proteina biolégicamente activa (Correa,
2015); (Palmer, 2004); (Cabrita, 2004). Existen en la bibliografia diversos protocolos de
purificacién de proteinas recombinantes a partir de cuerpos de inclusién que se podrian haber
evaluado con el fin de mejorar la cantidad del sensor dual recombinante en estado soluble.

(Palmer, 2004).

Si bien la falta de emisién de fluorescencia de la rxmRuby2 en la forma recombinante y
purificada de células procariotas de IFN-RXM nos impidié abordar su caracterizacion funcional
in vitro, el hecho de haber observado sefial de esa proteina fluorescente en células intactas
nos estimuld a seguir adelante con la generacién de lineas reporteras de células eucariotas y

proceder a la caracterizacion in cellula del biosensor.

4.3.3 Generacion de lineas celulares de Trypanosoma cruzi, y de Leishmania

tarentolae reporteras del biosensor Clover-AMPc-rxmRuby?2.
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Las especies de tripanosomatidos sobre las cuales generar lineas reporteras con IFN-RXM
fueron seleccionadas por los motivos que se comentan a continuacion. T. cruzi es un patégeno
humano, y L. tarentolae de animales domésticos (perros), de gran relevancia sanitaria.
Consideramos de suma relevancia poder comprender los mecanismos de sefializacion por
nucleédtidos ciclicos y redox de estos patdgenos en su interaccion con el medio ambiente y el
hospedero mamifero no solo para comprender la biologia de los mismos y la fisiopatologia de
la infeccidn sino también para guiar la busqueda de nuevas opciones terapéuticas contra las
enfermedades que ellos producen. L. tarentolae es un organismo eucariota modelo, no
patégeno para humanos inmunocompetentes, que en los ultimos afios ha ganado interés
como sistema robusto y econdmico para la produccidn de altos niveles de proteinas
recombinantes complejas por su organizacion estructural o patrén de glicosilacion ((Basile,
2009); (Abreu, 2024); (Oliveira, 2019); (Doukas, 2019) (Taheri, 2016)). Por lo tanto, esta
especie nos ofreceria adicionalmente la posibilidad de poder obtener la forma recombinante

de IFN-RXM en caso los rendimientos de expresion sean aceptables.

En primer lugar, se procedié a electroporar T. cruzi (cepa CL Brenner) con el vector pTcINDEX-
IFN-RXM lograndose seleccionar una poblacién clonal resistente al antibidtico de selecciéon
higromicina. Los parasitos pudieron ser subcultivados por un tiempo prolongado (2 meses) con
agente de seleccidn, indicando que el gen habia sido integrado en su genoma mientras que el
control sin transfectar y el transfectado con PBS sucumbieron a la higromicina (200 pg/mL). El
analisis de la poblacidn resistente al antibidtico se realizé por citometria de flujo (Figura 62 A)
y microscopia confocal (Figura 62 B). La primera técnica de analisis mostré que
aproximadamente solo un 1% de las células expresan la proteina Clover mientras que fue
insignificante la subpoblacion de parasitos doble positivos a sefial Clover y rxmRuby2,
representando ésta solo un 0,2 - 0,3% de eventos (Q2, Figura 62 A). Realizar un
enriquecimiento de esta subpoblacion hubiera implicado escalar los cultivos celulares a
volumenes de varios litros y aplicado varias rondas de FACS (del inglés fluorescence-activated
cell sorting) de tiempo prolongado (por el bajo porcentaje de células de interés). Ademas las
chances de haber obtenido un buen nimero de pardsitos doble positivos viables hubiesen sido
bajas porque durante ese proceso (fluctuaciones de presién: 20 - 70 psi) las células estan
sometidas a estrés mecanico que puede provocar dafio irreversible. Sumado a esto, la
proliferacién de la forma epimastigota de T. cruzi (sobre la cual se realizan los procedimientos
de manipulacidn genética por su sencillez para cultivarla y baja infectividad) es altamente
dependiente de la densidad celular del cultivo, siendo muy baja su tasa de recuperacion de la

proliferacién a densidades de < 108 células/ml. Tomando los datos obtenidos en la Figura 62 A,
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de un cultivo de 1 x 107 células, solamente 20.000 expresan ambas proteinas fluorescentes,
para poder obtener una poblacién enriquecida en rxmRuby2/Clover de al menos 1.000.000
células, se deberia partir de un cultivo con 5x108 pardsitos. Nuestra experiencia indica que aun
asi la probabilidad de lograr una poblacién enriquecida viable hubiese sido baja ya que durante
(Sardi, 2016) realizamos un enriquecimiento por FACS de una poblaciéon que representaba el
50% de los eventos de interés (biosensor hGrx-roGFP2), y no fue posible recuperar parasitos
viables, si bien a las 24 horas post-sorting se observaban células en buen estado, al cabo de

una semana este cultivo no proliferé.

La segunda técnica de analisis mostrd parasitos que expresan la proteina Clover pero que
tienen una muy baja expresion de la proteina rxmRuby2, similar a los resultados observados

por FACS (Figura 62 A).
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Figura 62. Evaluacion de la expresion del biosensor IFN-RXM en T. cruzi CL Brener. A) Graficos Dot plot
de parasitos expuestos a 0, 2,5 y 10 ug/ml de tetraciclina y analizados en citémetro BD FUSION. B)
Imagenes de fluorescencia de parasitos no inducidos (panel superior) o inducidos (panel inferior)

adquiridas en microscopio confocal ZEISS LSM 880 con lente de inmersidn en aceite de 63x. BF: imagen
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de campo claro; Clover: laser y filtro con Aexc/Aem de 488 / 510 - 550 nm; rxmRuby2: laser y filtro con

Aexc/Aem 561 / LP 615; DAPI: laser y filtro con Aexc/Aem 355 / 455 - 500 nm.

L. tarentolae (cepa LEXSY-Host-P10) fue electroporada con el vector pLEXSYHyg2-IFN-RXM,
cuya generacion fue ordenada a la empresa Genscript. Este vector permite la integracion del
gen de interés en el locus 185 ARNr (ssu) mediante recombinacién homdloga y presenta el gen
de la higromicina fosfotransferasa. Se obtuvieron 36 colonias distribuidas en 6 placas de agar
BHI, las cuales fueron transferidas a una placa de cultivo de 24 pocillos con medio de cultivo
liquido BHI suplementado con 100 pg/ml de higromicina y, luego de alcanzada una buena
densidad celular, analizados por citometria de flujo y microscopia de epifluorescencia (Figura

63).
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Figura 63. Evaluacion de la expresion de IFN-RXM en L. tarentolae. A) Grafica de barras de intensidad

de fluorescencia (IF) Clover de 18 clones obtenidos por citometria de flujo en el C6 Accuri. B) Graficos
Dot plot de la IF rkmRuby2 (PE-Texas red) vs IF Clover (GFP) adquiridos por cltometria de flujo en el BD

FUSION para la cepa no transfectada (WT) y, a modo representativo, los clones 4.3 y 6.1. C) Graficos de
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histograma de la IF Clover vs nimero de eventos (derecha) y de la IF rxmRuby2 vs nimero de eventos
(izquierda) para el clon 4.3 (verde oscuro y rojo claro) y para la cepa WT (verde claro y rojo oscuro),
respectivamente. D) Imagenes de epifluorescencia de un par de clones representativos (clon 6.1 y 6.3)
adquiridas en el microscopio Olympus IX81 con objetivo de inmersion 100x: Clover (Aexc 470 - 495 nm /

Aem 510 - 550 nm) y rxmRuby2 (Aexc 530 - 550 nm / Aem 570 nm).

Todos los clones analizados mostraron sefial de fluorescencia para Clover en niveles 4 a 10
veces superiores al de autofluorescencia de la linea celular parental (no transfectada; Figura 63
A). Ademas empleando un citdmetro y microscopio equipados con fuentes de luz y juegos de
filtros que solapan el espectro de excitacién y emisidon de fluorescencia de rxmRuby2 fue
posible detectar la sefial de esta proteina fluorescente en todos estos clones. En la Figura 63 B,

Cy D se muestran los resultados obtenidos para un par de clones representativos.

4.3.4 Caracterizacion bioldgica de la linea reportera de L. tarentolae INF-RXM.

El estudio funcional de la linea reportera IFN-RXM de L. tarentolae tuvo dos etapas. La primera
consistié en una caracterizacidn preliminar de la respuesta frente a estimulos redox y de
produccién de AMPc (realizada sobre 4 clones: 4.3, 5.4, 6.1 y 6.3) que a su vez permitié
optimizar las condiciones y pardmetros de adquisicién y andlisis por citometria de flujo. En la
segunda etapa se profundizaron los estudios de respuesta FRET en 2 clones (4.3 y 6.3)

regulando a la baja y alta los niveles de AMPc.

Estudios realizados con Leishmania donovani demostraron que parasitos expuestos a pH acido
y temperatura corporal incrementan rapidamente sus niveles de AMPc (3 a 4 veces respecto al
estado basal) y de actividad de PKA (Bhattacharya, 2009). Esto se explica porque durante la
diferenciacion de la forma promastigota a la amastigota intracelular el parasito sufre un golpe
térmico (de 22°C en el intestino del insecto a 37°C en el huésped mamifero) y de pH (de 7,2 en
el intestino del insecto a 5,5 en la vacuola parasitéfora del macréfago) drastico que actuarian
como estimulos fisicoquimicos que activarian distintas vias de sefializacion que desencadenan

el arresto en la fase G1 del ciclo celular, la reprogramacion génica y diferenciacion.

Por lo tanto, para inducir la produccién de AMPc citosdlico la linea reportera de L. tarentolae
fue incubada en PBS pH 5,5 y 37°C durante 40 minutos, mientras que la muestra control fue

incubada por el mismo tiempo pero en PBS pH 7,2 y temperatura ambiente (~ 18°C; TA).

Como estimulos redox se emplearon la diamida (10 - 200 uM), el peréxido de hidrégeno (1

mM) vy el DTT (1 - 10 mM) en incubaciones de 60 minutos maximo y en PBS pH 7,4.
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Para este primer conjunto de experimentos se observa una buena respuesta del clon 4.3 a los
estimulos redox con una oxidacion del 35% del biosensor (mddulo rxmRuby2) cuando las
células son tratadas con H,0; por 22 minutos y del 90% y 100% frente a la exposicion a
diamida por 10 minutos y 40 minutos, respectivamente (Figura 64 A). La oxidacion inducida
por diamida se pudo revertir en un 60% al cabo de 20 minutos de incubacion de la muestra con
DTT. El clon 5.4 mostro cierta resistencia o cinética lenta frente a estos mismos estimulos, no
respondiendo al desafio con H,0, (100% reduccion) y 25% oxidacién luego de 10 minutos de
tratamiento con diamida. Recién a los 40 minutos de exposicidn a este oxidante se alcanza un
100% de oxidacion la cual no revierte con el agregado de DTT. Con respecto a la respuesta
FRET del biosensor bajo ninguna de las condiciones ensayadas se pudo observar un aumento
significativo de esta sefial respecto a la condicidn control (pH 7,4, TA) (Figura 64 B y C). Aunque
las diferencias no fueron estadisticamente significativas, llamé la atencidn que para ambos
clones los valores de % FRET de las muestras incubadas a pH 7,4 y tanto a 37°C como a TA,

estuvieron por encima de las cifras obtenidas en el resto de condiciones ensayadas.
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Figura 64. Respuesta de los clones 4.3 y 5.4 a estimulos redox y de AMPc. A) Los porcentajes de
reduccion del biosensor (mddulo rxmRuby2) en los clones 4.3 y 5.4 para los diferentes estimulos
ensayados se expresa normalizado a la IF de células tratadas con 200 uM diamida por 40 minutos (0%
reduccion) e IF de células tratadas con 10 mM DTT por 30 minutos (100% reduccidon). % FRET en B) clon
4.3 y C) clon 5.4 incubados a diferentes pHs y temperaturas. El % FRET se calcula como la diferencia

entre la relacion de IF rxmRuby2 / IF Clover respecto a la condicién control.

A diferencia de los clones anteriores, el biosensor presentd un estado basal significativamente
oxidado (clon 6.1 40% reduccién y clon 6.3 58% reduccidn) en las lineas celulares 6.1 y 6.3
(Figura 65, barra Ctrl). Esto sugiere cierta acumulacidn intracelular de especies de bajo peso
molecular oxidadas. La exposicién a H,0, por 40 minutos indujo una oxidacién del 10% en el
biosensor expresado por el clon 6.3 mientras que el clon 6.1 mostré una aparente

insensibilidad a este estimulo. A pesar del estado basal oxidado del biosensor, en ambos
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clones se observo una disminucién del % de reduccién del mismo cuando fueron expuestos por
30 minutos a diferentes concentraciones de diamida, aunque con diferencias notorias respecto

a la relacién entre la magnitud de la oxidaciéon y la concentracién de oxidante.

A ) Diamida (11M) 30 min
Diamida (M) 30 min +10mM DTT 30min
H,0,(1mM)
Qi _4omin 200 100 50 25 10 200 100 50 25 10
100 -
w L
3
o =
g 80
© r
[}
X 60-
N
2 ]
S5 40+
% |
X 20-
Q\° e
0 -
B Diamida (uM) 30 min
Diamida (uM) 30 min +10mM DTT 30min
H,0,(1mM)
Qi omin 20 100 S0 25 o X 1o N 3 10
100 -

% rxmRuby2 Reducida

Figura 65. Evaluacion de estado redox del biosensor en los clones 6.1 y 6.3. Los clones A) 6.1y B) 6.3
fueron tratados con H202 (1 mM, por 40 min) o diamida (10 - 200 uM por 30 min) y, en el Ultimo caso,
expuestos a DTT (10 mM) por 30 minutos adicionales. Células no tratadas se incluyen como control
(Ctrl). Los valores de % reduccion de rxmRuby2 se calcularon normalizados contra los valores de IF
obtenidos con 200 pM diamida, 40 minutos (0% reduccién) y 10 mM DTT, 30 minutos (100% reduccién).
Los datos fueron adquiridos en citémetro de flujo BD FACSAria™ Fusion con el ldser 561 nm vy el filtro

610 £20 nm.

Por ejemplo, el clon 6.1 mostré6 una muy buena relacién dosis-respuesta presentando un
degradé de oxidacion del 5 —30% para el rango de concentraciones de 200 - 10 uM (Figura 65
A). Por el contrario, la respuesta del biosensor en el clon 6.3 mostré un comportamiento
erratico obteniéndose, por ejemplo, valores similares de reduccién para concentraciones que
diferian en un orden de magnitud (30% reduccién a 200 y 25 uM o ~ 20% reduccién a 100 y 10

UM; Figura 65 B). Concordando con este patrén de respuesta a diamida, en el clon 6.1 se
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observd un nivel destacado de reversién de la oxidacién al incubar con DTT por 30 minutos (70
- 85% reduccién) a las muestras tratadas con distintas concentraciones de diamida (Figura 65
A). Para todas las muestras del clon 6.3 se observé una reversion marcada de la oxidacién del
biosensor (55 — 80% reduccidn) cuando fueron tratadas con DTT. Excepto por la muestra
tratada con 100 uM diamida, en el resto de las muestras, el nivel de reduccién mdximo
alcanzado correlaciond negativamente con el de la oxidacidn inicial (Figura 65 B), es decir a

mayor oxidacién inducida por diamida, menor nivel de reduccion.

De manera similar a lo observado en los ensayos preliminares realizados con los clones 4.3 y
5.4, bajo ninguna de las condiciones fisicoquimicas evaluadas se pudo detectar sefial de FRET
(Figura 66 A y B). Dado que en esos mismos experimentos monitoreamos de manera
independiente la sefial no FRET de rxmRuby2 mediante la excitacion directa de su cromdforo a

561 nm, pudimos analizar si los cambios en el pH y temperatura afectan el estado redox del

biosensor.
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Figura 66. Evaluacion de sefial FRET y estado redox de clones 6.1 y 6.3. % FRET en clon A) 6.1y B) 6.3
incubado a diferentes pHs y temperaturas. El % FRET se calcula como la diferencia entre la relacion de IF
rxmRuby2 / IF Clover respecto a la condicion control. % rxmRuby2 reducida en clon C) 6.1 y D) 6.3
incubado a diferentes pHs y temperaturas. Los valores de % reduccidon de rxmRuby2 se calcularon
normalizados contra los valores de IF obtenidos con 200 pM diamida, 40 minutos (0% reduccién) y 10
mM DTT, 30 minutos (100% reduccidn). Los datos fueron adquiridos en citémetro de flujo BD FACSAria™

Fusion con el laser 561 nmy el filtro 610 + 20 nm.
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Esto es relevante, ya que una marcada oxidacién podria comprometer la deteccién de sefial
FRET debido a la menor fluorescencia de la forma oxidada de rxmRuby?2 (seccién 4.1.3, Figura
32). Por un lado, la incubacion de ambas lineas celulares a pH fisioldgico durante 1 hora, tanto
a TA como a 37°C no indujo oxidacién de rxmRuby?2 respecto a la condicién basal (Figura 66 Cy
D, paneles izquierdos). Por el contrario, ese tiempo de incubaciéon permite una reversién
parcial (40 % para el clon 6.1 a 37°Cy 15% para el clon 6.3 a 37 °C) del estado reducido de esta
proteina. Notablemente, al incubar estas muestras con DTT (10 mM, 30 min) solo se evidencia
una recuperacion total del estado 100% reducido de la rxmRuby2 en la muestra incubada a
37°C, mientras que aquella incubada a TA es completamente insensible al efecto del agente

reductor.

Las incubaciones realizadas a pH 5,5 mostraron resultados dispares entre ambos clones (Figura
66 Cy D, paneles derechos). La incubacién a TA induce un 65% de oxidacién del biosensor en el
clon 6.3, mientras que en el clon 6.1 sucede lo opuesto, observdndose un 25% de reduccidn. Al
incubar estas muestras con DTT el biosensor expresado por el clon 6.1 es insensible al agente
reductor manteniendo la rxmRuby2 su nivel de reduccién (~ 75%), mientras que para el clon

6.3 se observa un 45% de recuperacién en su estado reducido.

Llamativamente, cuando la incubacion se realiza a 37°C los clones vuelven a mostrar cambios
opuestos. Para el clon 6.1 se observa una marcada oxidacion de la rxmRuby2 que es
completamente revertida (100% reduccién) cuando la muestra se incuba con DTT. Mientras
qgue en el clon 6.3 se observa una reduccidn (15%), en lugar de una oxidacién del biosensor, la

cual incrementa un 15% adicional durante la incubacion con DTT.

Excepto por el experimento mostrado en la Figura 64, en el resto de los ensayos (Figura 65 y
66), todos los clones evaluados mostraron un nivel de oxidacién basal de rxmRuby2, el cual,
como lo mencionamos arriba y lo demostramos para el biosensor rxCUTie (Figura 51), va a
afectar negativamente la intensidad de la sefial FRET de IFN-RXM. Por este motivo, decidimos
re-evaluar los estimulos de pH y temperatura pero en presencia de DTT (10 mM) de manera de
propiciar el estado reducido de la rxmRuby2 y disminuir el impacto de la baja IF sobre la
capacidad de hacer FRET entre las proteinas fluorescentes. Estos estudios fueron realizados
con los clones 4.3 y 6.1 por haber mostrado una respuesta reproducible, dosis-dependiente y
reversible del mdédulo rxmRuby2 del biosensor (Figura 64 y 65). Al igual que en los ensayos
anteriores, se compard la respuesta a la condicién control pH 7,4 sin tratamiento con DTT y se
desafio la capacidad del DTT de limitar la oxidacién de la rxmRuby2 mediante el agregado de

200 uM diamida en el ultimo punto del curso temporal.
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El anadlisis del curso temporal del estado redox del biosensor muestra niveles elevados de
reduccién del biosensor (> 90% y > 70%) en la muestra control (pH 7,4 y TA) con y sin
tratamiento con 10 mM DTT, respectivamente para ambos clones, los cuales se mantienen en
el tiempo hasta el min 65 cuando se agrega diamida que induce una oxidacidon completa de la
rxmRuby2 en la muestra control sin DTT. Esto confirmd la funcionalidad del biosensor en

ambos clones (Figura 67 Ay C).

En condiciones de pH acido e independientemente de la temperatura y el clon, el estado basal
de reduccién de rxmRuby2 fue el mas bajo (40 - 50% reduccion) registrado para todas las
muestras. Por otro lado, al agregar DTT, el estado redox del biosensor en el tiempo no sufre
cambios (clon 4.3 a TA; clon 6.1 a 37°C y TA) o bien estos son marginales (10% reduccién en
clon 4.3 a 37°C). A pH fisioldgico, se observa un incremento temporal de la reduccién del
biosensor en presencia de DTT que inicia en 53% (a 37°C en ambos clones) a tiempo 0 y a los
80 minutos asciende hasta un 90% en el clon 4.3 y hasta 73% en el clon 6.1. El agregado de
diamida (250 uM por 15 min) luego de transcurridos 65 minutos de ensayo, en todas las
condiciones en las que se habia tratado con DTT, no desencadend una significativa oxidacién
de rxmRuby2 sino que, por el contrario, pareceria que la co-incubacién con DTT tendria un rol

de proteccién frente a estimulos oxidantes fuertes.

Este conjunto de resultados revela informacién muy relevante, por un lado que a pH 5,5 la
rxmRuby2 presenta niveles bajos de fluorescencia y pierde sensibilidad al agente reductor de
manera significativa. Esto nos lleva pensar que probablemente el croméforo de esta proteina

esté parcialmente afectado por la acidificacién del medio.
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Figura 67. Curva de respuesta redox y FRET para el clon 4.3 (A y B) y para el clon 6.1 (Cy D). El calculo
de FRET es la diferencia entre la relacion de IF rxmRuby2 / IF Clover respecto a la condicidn control (TA,
pH 7.4). El 0% (IF rxmRuby2 ox) corresponde a la condicién 250 pM Diamida, 15 min; el 100% (IF
rxmRuby?2 red) corresponde a la condicién pH 7,4, TA, 10 mM DTT, 30 min.

Tal como se puede inferir de la curva de titulacidn de la rxmRuby?2 a diferentes pHs (Figura 35),
su intensidad de fluorescencia se reduce a un 10 — 25% a pH 5,5. Los niveles de fluorescencia
registrados in cellula estan por encima de esos valores, lo cual tiene coherencia con la
capacidad de las células para amortiguar, por cierto tiempo y parcialmente, su pH interno. No
obstante, el incremento nulo o marginal de fluorescencia de la rxmRuby2 cuando las células
son expuestas por un tiempo prolongado a DTT indica fuertemente la pérdida de funcionalidad

del croméforo de esta proteina.

La sefial de FRET no mostré grandes cambios en el curso del tiempo para todas las condiciones
ensayadas. Solo se pudo distinguir un leve incremento (1 — 2%) de FRET en muestras de clones
incubados a pH 7,0 y tanto a 37°C como a TA, a partir de los 40 - 50 minutos de incubacidn
(Figura 67 B y D), lo cual coincide con niveles de reduccién del biosensor > 60% (Figura 67 Ay
C). No obstante, este incremento en FRET es 10 veces mas bajo al predicho por calculos
computacionales para la forma holo de IFN-RXM (FRET 15 - 20%). El analisis temporal (0 a 80

min) también nos permitié descartar que la falta de FRET observada en experimentos
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anteriores (ensayos de punto final de 60 minutos) se hubiera debido a no haber realizado la

determinacidn en la ventana de tiempo adecuada.

Ademas de las razones sefaladas anteriormente, otra causa de la falta de induccion de sefial
FRET podria ser que en L. tarentolae (un parasito de un organismo réptil y poiquilotermo) los
estimulos aplicados no den lugar a la formacion de AMPc. Por este motivo realizamos una
busqueda bibliografica para identificar otras formas mas selectivas de inducir la produccion y
acumulaciéon de AMPc a nivel intracelular. Como fuera comentado en la introduccidn, las
fosfodiesterasas (PDEs) son responsables de “apagar” rapidamente la sefial disparada por
estimulos mediante una eficiente hidrdlisis de los segundos mensajeros: los nucledtidos
ciclicos. Esta funcidn es tan importante como la sefial misma ya que permite que las vias de
sefializacion funcionen como tales y no permanezcan prolongadamente activadas. El rol de las
PDE en tripanosomatidos no es totalmente entendido, pero se ha reportado que la
sefializacion por AMPc estd involucrada en la patogénesis de Trypanosoma brucei,
Trypanosoma cruzi y Giardia lamblia (Koning, 2012), (King-keller, 2010), (Kunz, 2017). En
Leishmania donovani., la indispensabilidad de las PDE para la supervivencia del parasito quedd
demostrada mediante el uso de inhibidores de estas proteinas que alteraron los niveles de
AMPc y condujeron a la muerte celular (Bhattacharya, 2009). Estas evidencias atrajeron interés
por las PDE como potenciales blancos terapéuticos de tripanosomatidos (Makin, 2015). En ese
sentido, el grupo de Carmen Gil del CIB de Espafia, evalud el potencial anti-tripanosomatido (T.
brucei brucei, T. cruzi y L. infantum) de una pequefia libreria de 30 compuestos quimicos
inhibidores de la PDE7A y PDE10A de humanos (Sebastian-Pérez, 2018). De las distintas
estructuras ensayadas (quinazolinas, furanos, iminotiodiazoles, sulfuros e imidazoles),
solamente (cuatro) compuestos imidazolicos mostraron potencial inhibitorio de la forma
amastigota intracelular de L. infantum y T. cruzi, cuatro de ellos siendo no téxicos contra una
linea celular de fibroblastos pulmonares (Sebastidan-Pérez, 2018). En ese estudio, se profundizé
la caracterizacion del compuesto 35 (ACG 29.3), determinandose que es capaz de promover un
aumento de los niveles intracelulares de AMPc en promastigotas de L. infantum luego de 3 h
de incubacién a concentraciones 2X y 5X su ICso contra la forma amastigota (5,1 uM). De
acuerdo a los autores, este efecto fue consistente con la inhibicion de una o mas PDEs y se

produjo en el mismo rango de concentracion que el de su actividad anti-leishmania.

Teniendo en cuenta el alto grado de conservacién de las PDEs entre diferentes especies de
Leishmania (Wang, 2007), (Sebastian-Pérez, 2018), decidimos ensayar el efecto de este
compuesto en las lineas reporteras de IFN-RXM de L. tarentolae. En el primer ensayo, los

clones 4.3 y 6.1 fueron tratados durante 90 min con ACG 29.3 (25 uM), gentilmente provisto
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por el grupo espafiol, en presencia de DTT (10 mM), a pH fisioldgico, tanto a TA como a 37°C.
La Unica condicidn en la cual se observa un incremento progresivo, aunque bajo (maxima sefial
de FRET = 2%), de la sefial FRET corresponde al tratamiento realizado a 37°C con compuesto
(linea y simbolo rojo en Figura 68 A y B). Este nivel de FRET se corresponderia con un 10%
aproximadamente de la sefial maxima que podria alcanzar el biosensor de acuerdo a las

predicciones computacionales.

Ante estos resultados alentadores, decidimos extender el tiempo incubacién con el compuesto
(3 y 18 h a temperatura ambiente (TA)) y ensayar concentraciones < 25 UM con y sin DTT
desde el inicio del ensayo, ante la eventualidad de aparicion de efecto citotéxico por los
tiempos prolongados de exposiciéon. Para todas estas condiciones y ambos clones, la
citotoxicidad del compuesto siempre estuvo por debajo del 20% (Figura 68 C y D). Para las
incubaciones a 3 h, en ambos clones se observa una respuesta de FRET que correlaciona muy
bien con las concentraciones de compuesto probadas mostrando una amplitud de 1 a 8 % FRET
para el clon 4.3 y algo menor para el clon 6.1: 1 a 5 % FRET. El DTT no influyé de manera
significativa en la sefial FRET, excepto por las muestras del clon 6.1 tratadas con 10 y 25 uM
ACG 29.3 donde el agente reductor produjo un leve (1%) incremento de la sefal. La exposicidn
de estas lineas reporteras durante 18 h a ACG 29.3 tuvo un efecto notorio en el registro de la
sefial FRET a temperatura ambiente (~ 18°C) (Figura 67 E y F). En presencia de DTT, se
observan niveles maximos de FRET (17 — 18%) en todo el rango de concentraciones del
compuesto (1 - 25 uM) para el clon 4.3 y a partir de 5 uM para el clon 6.1. El efecto del DTT
sobre los niveles de FRET es menor en ambos clones y en todo el rango de concentraciones,
contribuyendo a elevar un 0,2 — 1% la sefial. La Unica excepcién en la cual el DTT tuvo un
efecto significativo sobre la sefial de FRET (10% de incremento) fue para el clon 4.3 tratado con
1 uM ACG 29.3. Para ambos clones, y a diferencia de la exposicién por 3 h, a las 18 h de
incubaciéon y en ausencia de DTT la sefial de FRET deja de ser dosis dependiente a
concentraciones de ACG 29.3 superiores a 5 uM alcanzandose saturacion de la sefial. En el clon
4.3 incubado en presencia de DTT, ese plateau se alcanza incluso a la concentracién mas baja
ensayada: 1 uM. Analizado desde la perspectiva del médulo redox del biosensor, estos
resultados apuntarian a que durante estos periodos de incubacién con diferentes
concentraciones de compuesto, la inhibicién de las PDEs no induce la oxidacion del biosensor,
excepto por el tratamiento con una concentracion subletal de ACG 29.3 (1 uM) durante 18 h

que generd una aparente disminucion de fluorescencia en el clon 4.3.

Estos resultados nos permitieron confirmar la funcionalidad del biosensor para detectar AMPc.
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Figura 68. Analisis de respuesta FRET y citotoxicidad al ACG 29.3 de lineas reporteras IFN-RXM. A) y B)
curso temporal de la sefal FRET del clon 4.3 y 6.1, respectivamente, durante incubacion por 90 minutos
aTAy37°C,sinycon 25 uM ACG 29.3. C) y D) citotoxicidad de ACG 29.3 (0, 1, 5, 10 y 25 uM) sobre clon
4.3y 6.1, respectivamente, luego de 3 h y 18 h de incubacién en ausencia o presencia de 500 UM de DTT
a TA. E) y F) sefial FRET del clon 4.3 y 6.1, respectivamente, durante incubacion por3hy 18 haTA a
diferentes concentraciones de ACG 29.3 (0, 1, 5, 10 y 25 uM) en ausencia o presencia de 500 uM de DTT.
A todos los valores de FRET se le sustrajo el valor de FRET basal de las respectivas muestras incubadas

en ausencia de ACG 29.3

No obstante el estado redox de la rxmRuby2 fue evaluado de manera directa, y no
dependiente de la medicién de FRET, mediante excitacién de su cromdforo a 561 nm luego de
incubar los clones con 10 uM de ACG 29.3 (concentracion intermedia) por 3 y 18 horas en
presencia y ausencia de 500 uM DTT a TA (Figura 69 A y B). Los resultados de estos ensayos
muestran que el clon 4.3 bajo 3 y 18 horas de incubacién, el compuesto induce una oxidacién
leve (2 — 8%) de rxmRuby2, confirmando las observaciones anteriores (Figura 68 E) y
reafirmando que las sefiales de FRET previamente medidas corresponden a fluctuaciones

directas en los niveles de AMPc producto de la inhibicién de las PDEs. También pudo
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comprobarse que en las situaciones donde el compuesto pueda estar desencadenando un
cierto desbalance redox, la co-incubacidn con DTT permite neutralizar este efecto y obtener
una medida no sesgada del FRET. Por otro lado, el clon 6.1 mostré un comportamiento similar
al clon 4.3 luego de 18 horas de incubacién con el compuesto, mientras que se observa una
mayor oxidacién (25%) de la rxmRuby2 luego de 3 horas de incubacién con 10 uM de ACG
29.3, que no se revierte en presencia de DTT (Figura 69 B), indicando que la proteina se podria
encontrar en un estado de oxidacién irreversible (Rhee, 2012). El estado oxidado de la
rxmRuby2 seria un artefacto sobre la medicidén de FRET del sensor INF-RXM, donde el valor de

1,5 % FRET obtenido (Figura 68 F) podria ser de mayor magnitud.

Un punto interesante, no explorado en esta tesis, seria evaluar estas mismas condiciones con
el sensor rxmRuby2 in vitro por espectrofluorimetria (seccion 4.1.3), a modo de poder
profundizar en la caracterizacién de la respuesta e interaccién del compuesto con el mdédulo

redox sensible del sensor dual.
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Figura 69. Estado redox de IFN-RXM en lineas reporteras de L. tarentolae expuestas a ACG 29.3. A) y B)
% de reducciéon de rxmRuby2 en el clon 4.3 y 6.1, respectivamente, luego de incubacién por 3y 18 horas
a TA con 0 o0 10 pM ACG 29.3 y en ausencia o presencia de 500 uM de DTT. El 0% (IF rxmRuby2 ox)
corresponde a la condiciéon 200 uM Diamida, 15 minutos; el 100% (IF rxmRuby2 red) corresponde a la

condicion 10 mM DTT, 30 minutos.

Uno de los estimulos ampliamente usados en ensayos celulares para provocar un aumento
intracelular en el contenido de AMPc consiste en activar la Adenilato ciclasa con el quimico
Forskolina (FSK) y simultdneamente inhibir las PDEs con el compuesto 3-isobutil-1-metilxantina
(IBMX). La forskolina, presente predominantemente en la raiz de la planta Coleus forskohlii, es
util para el tratamiento de la hipertension, las enfermedades respiratorias y la obesidad. La

forskolina es un diterpenoide capaz de modular las concentraciones de la enzima adenilato
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ciclasa y del monofosfato ciclico de adenosina (AMPc) (Pateraki, 2017). El IBMX es un derivado
de metilado de la xantina que funciona como inhibidor competitivo no selectivo de

fosfodiesterasas.

El uso de FSK como inductor de AMPc en tripanosomatidos es debatida en la literatura. Varios
estudios han reportado que la unién de FSK a la ACs de tripanosomatidos se ve estéricamente
impedida, lo cual determina que este compuesto no actué como agonista de estas enzimas
(Torruella, 1986), (Taylor M. C., 1999), (D’Angelo M. , 2002), (Tagoe, 2015), (Rolin, 1996),
(Gould & de Koning, 2010). Sin embargo en otros trabajos realizados en estas especies, FSK ha
sido utilizado como potencial modulador de los niveles de AMPc ((Santara, 2013), (Burchmore,
1995), (Blum J. J., 1999), (Vieria, 1997)). Nos parecid importante emplear nuestras lineas
reporteras IFN-RXM para investigar esta controversia. Para ello, ambos clones (4.3 y 6.1)
fueron tratados con FSK (50 uM), FSK + IBMX (50 y 100 uM, respectivamente) o FSK + ACG 29.3
(50, 100 y 10 uM, respectivamente) durante 3 y 18 horas en presencia o ausencia de DTT (500
MM). Como control se incluyeron células no tratadas o tratadas con ACG 29.3 (10 uM) en
presencia o ausencia de agente reductor. En relacion a los resultados obtenidos en las
muestras control, se observa que, en ambos clones, ACG 29.3 induce un aumento de FRET (1,5
-2,5% a las 3 horas y 13 — 17% a las 18 horas) respecto a las células que no recibieron
tratamiento (Figura 70 A y B). En presencia de DTT, esas sefiales de FRET sufren un leve
aumento (0,2 - 1,5%), excepto para la muestra del clon 4.3 tratado por 3 horas con el
compuesto, lo cual estaria indicando una oxidacion menor del biosensor. En las muestras
donde FSK se co-incubd con ACG 29.3, los niveles de FRET son practicamente que idénticos a
los obtenidos solo con el inhibidor de PDEs, lo cual sugiere que FSK no estimularia a las ACs de
L. tarentolae. Cuando el estimulo probado es FSK junto a IBMX, la sefial de FRET es nula en
ambos clones y a los diferentes tiempos. En presencia de DTT, el nivel de FRET logra un
incremento marginal (0,1 y 0,8% a las 3 y 18 horas, respectivamente) en el clon 4.3, mientras

que el reductor no tiene efecto sobre el clon 6.1.

En resumen, estos datos experimentales, si bien preliminares, permitieron validar
guimicamente (por medio del inhibidor de PDEs de tripanosomatidos ACG 29.3) la
funcionalidad del biosensor para detectar AMPc, asi como la falta de actividad en L. tarentolae
de estimulos cldsicamente usados en mamiferos para estimular la acumulacién de AMPc a

nivel intracelular (FSK e IBMX).
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Figura 70. Analisis de respuesta FRET al tratamiento con FSK, IBMX y/o ACG 29.3 de lineas reporteras
IFN-RXM. % FRET para el clon A) 4.3 y B) 6.1 no tratado (0 uM) o tratado por 18 y 3 horas con ACG 29.3
(10 uM), ACG 29.3 + FSK (10 uM y 50 uM, respectivamente) o FSK + IBMX (50 uM y 100 uM,

respectivamente), en ausencia o presencia de DTT (500 uM).

4.3.5 Conclusiones objetivo especifico 3

A la fecha, no existen reportes de la generacidn de biosensores basados en proteinas
fluorescentes que, siendo parte de un mismo polipéptido, tengan capacidad de detectar de
manera simultdnea cambios en los niveles citosélicos de AMPc y del pool de tioles de bajo
peso molecular reducido/oxidado, en cualquier tipo celular. Este objetivo fue abordado en esta
tesis, seleccionando como organismo modelo de interés diferentes especies de

tripanosomatidos.

182



183

Aplicando diferentes estrategias y protocolos, se identificaron condiciones para expresar y
purificar la forma soluble del biosensor en E. coli. No obstante, con rendimientos globales
bajos. El biosensor recombinante presentd picos de absorcidon de fluorescencia concordantes
con los de la proteina Clover y rkmRuby2 que lo integran. Esta forma del biosensor también
emitié una fuerte sefial de fluorescencia correspondiente a Clover pero no para rxmRuby?2.
Esto resulté llamativo porque en muestras de diferentes cepas de bacterias inducidas a
expresar el biosensor mediante diferentes protocolos e intactas (es decir que no fueron
lisadas) se observé sefal de fluorescencia de rxmRuby2 al microscopio de epifluorescencia.
Todo esto nos lleva a concluir que la pérdida de emisidn de fluorescencia de este componente
del biosensor no se debe a problemas de maduracion del croméforo en la proteina
recombinante. Probablemente la cancelacién de emisién de fluorescencia de la rxmRuby2 se
deba a cambios en el entorno electrostatico del croméforo. Como para todas las proteinas
fluorescentes derivadas de la GFP, la eficiencia en la emisién de fluorescencia depende de
manera directa del estado de protonaciéon del croméforo (Meyer, 2010). La forma protonada
del mismo presenta una menor intensidad de fluorescencia. Nuestra hipdtesis es que durante
el proceso de aislamiento y purificacion del biosensor recombinante se producen
cambios conformacionales en los residuos que interactiian con el croméforo que seguramente
favorecen y estabilizan su estado protonado. En ese sentido, la estructura cristalina de mRuby
mostré la presencia de un ion acetato formando un puente de hidrégeno con el residuo Glu
222 que es parte integral del croméforo (Petersen, 2003). mRuby y mRuby?2 difieren solo en 4
aminoacidos (L15M, L102V, A119V, A131P), ninguno de ellos es parte del croméforo ni se
encuentra en su vecindad. Este hallazgo cristalografico pone en evidencia la existencia de un
espacio en torno al cromoforo de estas proteinas que podria ser ocupado tanto por pequefios
iones, residuos circundantes o del mismo cromdforo, con eventuales consecuencias en sus
propiedades espectrales. A pesar de esa limitacidn, que no nos permitié abordar una
caracterizacion mas completa del biosensor como la realizada para la rxmRuby?2 (secciéon 4.1.3)
o CUTie2 (seccidon 4.2.3), pudimos inferir que la capacidad de la forma recombinante de IFN-
RXM por unir AMPc e inducir un cambio alostérico que deriva en FRET estaria conservada dado
que la emisién de fluorescencia de Clover descendié de manera concentracién-dependiente

frente al agregado del nucleétido ciclico.

Otra gran dificultad enfrentada en este objetivo de la tesis fue expresar IFN-RXM en parasitos
del género Trypanosoma. Si bien se obtuvo una linea celular de T. cruzi resistente al agente de
seleccién presente en el casete de expresion del biosensor, no expresé a niveles detectables

por citometria de flujo y microscopia de epifluorescencia. Este no fue el caso para
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construcciones de ADN realizadas sobre el mismo esqueleto de vector pero que expresan otros
biosensores basados en GFP o proteinas fluorescentes (Sardi, 2016). En esta tesis, los sistemas
de expresion seleccionados para tripanosomas fueron inducibles y no constitutivos, con la
intencion de poder modular no solo el nivel de expresién del biosensor sino también en que
momento preciso esto debia ocurrir. Sobre todo teniendo en cuenta un posible efecto
deletéreo de la expresion del transgen, como lo discutimos para CUTie2. Sin embargo, estos
sistemas inducibles presentan fugas de la expresién en condiciones de no induccién, debido a
una represion ineficiente del promotor (Sardi, 2016), (Taylor, 2006). Por lo tanto, nuestra
hipdtesis para explicar la fallida expresion del biosensor en tripanosomas es que la expresion
basal de IFN-RXM resulta téxica al competir con eventos de sefalizacion dependientes del

AMPc que pueden ser vitales en situaciones de estrés, como lo es una electroporacién.

A pesar de estos intentos infructuosos, logramos expresar y validar la funcionalidad de IFN-
RXM in cellula mediante la generacién de lineas celulares de L. tarentolae reporteras. Esta
especie fue seleccionada como modelo de estudio por los menores requerimientos de
bioseguridad para su manipulacién, asi como por su simpleza de cultivo. En estas células, la
secuencia del biosensor se integré en su genoma de manera estable y su expresién fue
constitutiva. Los niveles de produccién de IFN-RXM alcanzados por diferentes clones fueron
altamente satisfactorios y homogéneos. El biosensor expresado por estas lineas reporteras
respondié de manera rapida (min) y reversible a estimulos redox que se originaron de manera
espontdnea o inducida. También logré detectar cambios en la concentracién de AMPc en el
citosol. Dos estimulos fisicoquimicos (la acidificacién del medio y el incremento de la
temperatura de cultivo) que han sido reportados como factores disparadores del incremento
de los niveles de AMPc en la forma promastigota de especies de Leishmania patégenas para
mamiferos (Bhattacharya, 2009), no resultaron efectivos en L. tarentolae ya que el biosensor
no detecté cambios en los niveles de este nucledtido ciclico en periodos de incubacidn cortos
(90 min maximo). En las especies patégenas, esos estimulos simulan los cambios ambientales a
los cuales se enfrentan los promastigotas que habitan el insecto vector cuando invaden un
huésped mamifero (37°C) y deben transformarse a la forma amastigota cuando invaden
macrofagos para poder residir en su fagolisosoma (pH < 6). En su huésped natural, las lagartijas
(organismos poiquilotermos), a L. tarentolae se la encuentra predominantemente en el
torrente sanguineo y el limen intestinal, tanto en la forma promastigota como amastigota
(Simpson, 1988) (Wilson, 1979) (Killick-Kendrick, 1986), aunque su capacidad de diferenciarse
a esta Ultima forma aun sea debatida. Raramente se ha detectado su presencia en células

monociticas de estos reptiles (Simpson, 1988) (Wilson, 1979). Esto podria explicar porque
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estos estimulos no produjeron en este parasito efectos sefializadores mediados por AMPc o

redox dependientes de tioles.

Un inhibidor PDEs de tripanosomatidos recientemente descubierto (Sebastian-Pérez, 2018), el
compuesto ACG 29.3, resulté efectivo en inducir un incremento en la sefial de FRET en las
lineas reporteras de L. tarentolae lo cual se origind por la acumulacién temporal de AMPc. Este
incremento en el nucleétido ciclico fue detectado sin la necesidad de incluir estimulos
adicionales y estaria indicando que el parasito, en condiciones de cultivo normales y en fase
exponencial de crecimiento, mantiene una produccion basal de AMPc seguramente para
regular distintos procesos celulares. La maxima sefial de FRET (~ 18%) detectada por IFN-RXM
a nivel intracelular fue compatible con la estimada por calculos computacionales, confirmando
la robustez de las predicciones in silico y la funcionalidad del biosensor en un contexto
biolégico. Asi como ACG 29.3 permitié validar funcionalmente a IFN-RXM, en contraposicion,
los resultados obtenidos en nuestro estudio permitieron confirmar, de manera no invasiva, el

modo de accién o efecto sobre blanco molecular de este compuesto en Leishmania.

Finalmente, los ensayos realizados sobre estas lineas reporteras confirmaron que dos
compuestos clasicamente usados para estimular la produccion (forskolina) y acumulacién de
AMPc (IBMX) en células de mamifero no son efectivos en Leishmania. Estos resultados
reafirman evidencias previas de la inactividad de FSK sobre ACs de tripanosomatidos (Makin,
2015) (Tagoe, 2015) y cierta divergencia estructural de las PDEs de estos organismos respecto

de las de mamiferos (Gould M. K., 2011).
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5. CONCLUSIONES GENERALES Y PERSPECTIVAS

Los tripanosomatidos son organismos ancestrales dentro de la rama eucariota que han
sorteado exitosamente la adaptacién a diferentes ambientes y huéspedes (Simpson A., 2006).
En particular aquellos que presentan un ciclo de vida di-genético, es decir con capacidad de
habitar dos especies de huéspedes diferentes durante su ciclo de vida, sufren procesos de
transformacion metabolicos, moleculares y estructurales que los preparan para adaptarse a las
nuevas condiciones que ofrecen cada uno de sus huéspedes (Sharma, 2009); (Barrett, 2003);
(Brun, 2010). Esta diferenciacién es disparada por distintos estimulos ambientales y es
orquestada a nivel celular por una intrincada red de sefializaciéon que afectard la expresion de
genes estadio-especificos tanto a nivel transcripcional como traduccional (Specker, 2021). Las
tres principales vias de sefializacion que operan en las células son las que dependen de
eventos de fosforilacién/desfosforilacién, de oxido-reduccién y de transporte iones (Jones,
2010). En la primera de ella, receptores de membrana con especificidad por determinados
ligandos (estimulos) son los que disparan la formacién de nucledtidos ciclicos que actuaran
como segundos mensajeros que (des)activaran sistemas de quinasas/fosfatasa para
retransmitir la sefial a los efectores finales. La segunda via involucra la transmisién de sefial
mediante la oxidacién de residuos de cisteina presentes en peroxidasas que funcionan como
conmutadores que catalizaran y transferirdn de manera blanco-especifica esos equivalentes de
oxidacion a las proteinas efectoras (Jones & Sies, 2015). Un aspecto importante de todas estas
vias de sefializacién es que la actividad de varios de sus componentes puede estar sometido a
control redox mediante la accién de oxidorreductasas. Este tipo de regulacién ortogonal
permite modular el flujo de transmisidn de sefal de manera integrada a las necesidades
metabdlicas y condiciones del medio. Por ejemplo, bajo condiciones de estrés oxidativo la
actividad de diversas fosfatasas (PTEN, Cdc25, PTP1B, PTP2-a y SHP-1 y 2) y quinasas (Sty1,
PKA-RI, Src, PKG-1, ASK-1) (Han, 2017); (Thannickal, 2000); (Tonks, 2005); (Fujino, 2006);
(Wright, 2009) de mamiferos es controlada por tiorredoxinas. Por otro lado, se ha reportado
que las EROs son capaces de modular la respuesta de la via de la insulina (Mahadev, 2001), de
la sefalizacién mitocondrial (Lee, 2006), de las fosfatasas PTEN y PIP3 (Kwon, 2004), de la

proteina quinasa PKA y de sefalizacidon por AMPc (Humphries K. M., 2002); (Humphries, 2005).

Mds alld de la conservacion de aspectos basicos de la biologia eucariota, un aspecto
interesante de los tripanosomatidos es que durante su proceso evolutivo han desarrollado un
gran numero de caracteristicas moleculares y bioquimicas Unicas. Por ejemplo, si bien se tiene

constancia que los diferentes estadios de los tripanosomatidos producen AMPc, la ausencia de
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receptores acoplados a proteina G, la presencia de adenilato ciclasas estructuralmente
diferentes, el escaso conocimiento sobre los efectores del AMPc, y la necesidad de una
rigurosa regulacién de AMPc, sugieren que en estos organismos esta via es bioquimicamente
diferente a la de los mamiferos. De manera similar, estd muy bien documentado que los
tripanosomatidos poseen un metabolismo redox dependiente de tioles que difiere
significativamente del presente en la mayoria de los organismos eucariotas. Este metabolismo
depende de un (di)tiol de bajo peso molecular ausente en mamiferos, el tripanotién, que junto
con la dupla tripanotién reductasa y la oxidoreductasa triparredoxina aportan poder reductor a
distintas funciones celulares anabdlicas (ej. sintesis de acidos nucleicos) o de proteccién contra
oxidantes (ej. sistema de peroxidasas) (Ariyanayagam M. R., 2001), (Krauth-Siegel & Comini,
2008), (Manta B., 2019), (Nogoceke E. , 1997), (Lidemann, 1998). En su carrera evolutiva, los
tripanosomatidos prescindieron totalmente de los genes codificantes para las principales
reductasas dependientes de NADPH de mamiferos: la tiorredoxina reductasa y la glutation
reductasa (Berriman, 2005), (Ivens, 2005), (El-Sayed, 2005). El hecho que los parasitos sean
capaces de soportar el ataque oxidativo durante el proceso de infeccién y se adapten a
diferentes condiciones metabdlicas y ambientales durante su ciclo de vida, indica que su
sistema redox es bastante robusto a pesar de la configuracién minimalista que caracteriza al
mismo (Krauth-Siegel & Comini, 2008). Lo mismo aplicaria al sistema de sefializacién mediado
por AMPc, el cual claramente responde eficientemente a los estimulos y necesidades de estos

patégenos.

A la fecha de inicio de esta tesis (2017), no existian reportes sobre el desarrollo y empleo de
biosensores redox basados en proteinas fluorescentes con corrimiento espectral al rojo que
permitieran monitorear el estado redox de tioles de bajo peso molecular. Tampoco se habia
descrito el disefio de biosensores FRET capaces de monitorear en simultdneo ambas vias de
sefializacidén en pardsitos patégenos para el ser humano y el ganado, como son Leishmania sp.,
T cruziy T. brucei. Ademas de constituir un aspecto innovador, consideramos que el desarrollo
de estas herramientas permitiria indagar sobre aspectos desconocidos o aiin no abordados en

profundidad sobre los mecanismos de sefalizacidn y la biologia de estos patdgenos.

Mediante bioinformatica, tecnologia de proteina recombinante y técnicas bioquimicas se logré
desarrollar y caracterizar el sensor rxmRuby2, un sensor redox con corrimiento al rojo, basado
en la proteina mRuby2. Las propiedades de este sensor (potencial redox, pKa del cromdforo y

especificidad por sustrato), lo hacen éptimo para detectar fluctuaciones en el pool de
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GSH/GSSG en compartimentos con altas concentraciones de GSH, donde prevalezcan
condiciones reductoras y un pH 7 - 8 (como el citosol, nucleo o la matriz mitocondrial).
Demostramos que, al igual que el ampliamente caracterizado biosensor roGFP2, la Grx aceleré
el intercambio de tiol-disulfuro entre la rxmRuby2 y el par GSH/GSSG. Por lo tanto, para
obtener por parte de rxmRuby2 una respuesta cinética confiable de los fenédmenos redox
intracelulares seria conveniente expresar el mismo en células y/o compartimentos
subcelulares que contengan glutarredoxina. Eventualmente, como lo demostramos en
estudios de expresion en la forma infectiva de T. brucei, rxmRuby2 puede fusionarse a la Grx
para garantizar un control cinético de la éxido-reduccion del biosensor independiente de la

disponibilidad de Grx enddgena.

Debido a que el cromodforo de la rxmRuby2 carece de un espectro ratiométrico, las
determinaciones cuantitativas requieren de una calibracién in situ del biosensor. Esto implica
obtener los maximos y minimos de intensidad de fluorescencia bajo condiciones reductoras y
oxidantes. Hemos comprobado que los agentes quimicos DTT y diamida permiten llevar a cabo
dicha calibraciéon por su buena permeabilidad de membrana y reactividad con disulfuros y
tioles, respectivamente. No obstante, cuando se ensayen nuevas lineas celulares reporteras o
condiciones de estudio es conveniente monitorear en el tiempo los cambios de fluorescencia
del biosensor a diferentes concentraciones de estos agentes, asi como la viabilidad celular.
Esto permitird establecer con precision las condiciones que rinden valores maximos y minimos
de reduccién del biosensor sin compromiso de la integridad celular. Ademas de su empleo
como calibradores del sistema biosensor, DTT y diamida pueden emplearse en muestras
incognitas para verificar que los cambios en la intensidad de fluorescencia tienen una base
redox y no son productos artefactuales (ej. apantallamiento y/o blanqueo de fluorescencia,
variaciones célula-a-célula de los niveles de expresion del biosensor, etc). A diferencia de los
biosensores ratiométricos o autocalibrables, las caracteristicas intensiométricas de rxmRuby2
limitan su aplicabilidad en técnicas de imagenologia de tejido profundo o in vivo, ya que
resultaria complejo realizar una calibracién del mismo a nivel tisular o de organismo completo.
Sin embargo, la generacion de proteinas verdes fluorescentes redox sensibles y ratiométricas
(roGFP2 y roCloverl) (Hanson, 2004), (Cannon & Remington, 2005), (Meyer, 2010), (Campbell,
2018) sugiere que similares estrategias de disefio podrian emplearse para ingenierizar la
rxmRuby2 a una version ratiométrica, de acuerdo a resultados preliminares obtenidos se

requiere de mayores estudios sobre las caracteristicas estructurales y espectrales del
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cromoforo y residuos circundantes. Este es uno de los grandes objetivos a ser abordado en

futuros estudios.

Un resultado destacado de esta tesis ha sido el poder demostrar la aplicabilidad de la linea
reportera de T. brucei para llevar a cabo un monitoreo ex vivo del proceso de infeccidon animal.
Los parasitos reporteros expresaron el biosensor bajo condiciones fisioldgicas (infeccién), lo
cual no alteré la infectividad y virulencia del patégeno. Totalmente compatible con el curso del
proceso infeccioso y los mecanismos de defensa montados por el huésped, el biosensor puso
en evidencia que el patégeno circulante en sangre estd sometido a estrés oxidativo. Estos
resultados son de gran relevancia dado que posibilitan la realizacién de estudios de monitoreo
de cambios redox intracelulares aplicados a entender el proceso de interaccidn huésped-
patégeno asi como la evaluacidon de compuestos y terapias en modelos de infeccién complejos.
Ademas de permitir el estudio de la bioquimica redox del patégeno, la expresidén de la proteina
fluorescente roja facilita la deteccion y cuantificacion de parasitos en muestras bioldgicas
tanto intactas como fijadas. Esto no solo reduce el tiempo e incrementa la precisiéon de las
cuantificaciones (ej. parasitemia) sino que abre la puerta a la identificacion de nuevos nichos
colonizados por el parasito y a comprender mejor la dindmica del proceso infeccioso y

patologia.

Si bien, no se logré hacer para la tesis de doctorado, una perspectiva que se desprende de este
trabajo es avanzar en la co-expresion con la roGFP2 fusionada a un péptido sefial que la dirija a
mitocondria, pudiendo monitorear en simultdneo, por canales diferentes de fluorescencia que
no se solapan, dos compartimentos (citosol y mitocondria) frente a un estado de estrés

oxidativo (Sardi, 2016), (Piattoni & Sardi, 2019).

En esta tesis también se desarrollaron biosensores FRET con afinidad por distintos nucleétidos
ciclicos (AMPc y GMPc). Tomando como prototipo al biosensor FRET de AMPc creado por
(Surdo, 2017), se generd un biosensor que opera por el mismo principio de FRET pero que
tiene especificidad por GMPc, el cual se denomind CUTie2. La funcionalidad del biosensor fue
validada mediante ensayos in vitro con la forma recombinante del mismo. Esto requirid la
puesta a punto de la expresion y purificacion del biosensor. El comportamiento FRET y afinidad

de CUTie2 por GMPc se correspondié con lo inferido por analisis computacionales.

Un aspecto innovador de esta tesis constituyd el desarrollo de biosensores con capacidad de
detectar, simultdneamente y en un mismo polipéptido, nucleétidos ciclicos (GMPc y AMPc) y

fluctuaciones en la relacién tiol/disulfuro de los tioles de bajo peso molecular. Estos
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biosensores fueron disefiados sobre dos pares FRET diferentes: CFP/YFP y Clover/mRuby2, y
aprovechando: i) la modularidad que ofrece la configuracién de biosensor originalmente
creada por (Surdo, 2017) y validada en esta tesis (Klein F. , 2021) vy ii) la disponibilidad de
proteinas fluorescentes redox sensibles caracterizadas previamente (rxYFP; (Ostergaard,

2001)) o en esta tesis (rxmRuby2; (Piattoni & Sardi, 2019)).

El biosensor denominado rxCUTie2 se compone, en el siguiente orden: del mdédulo rxYFP
flanqueado por la regién N- y C-terminal del dominio CNBD de la proteina quinasa G humana
(PKG), isoforma 1, con afinidad por GMPc, seguido de una regidn espaciadora y finalmente de
la proteina dadora de FRET, la CFP. Se exploraron un gran niumero de condiciones de expresion
para incrementar el rendimiento de proteina recombinante soluble, con escaso éxito. No
obstante, fue posible obtener una cantidad suficiente para realizar ensayos preliminares que
validaron la capacidad del mismo para hacer FRET de manera proporcional a la concentracién
de GMPc y de reaccionar frente a oxidantes con una disminucién en la intensidad de
fluorescencia de la rxYFP. No obstante, pudimos notar una interferencia cruzada de ambos
procesos. Por ejemplo, la oxidacién de rxYFP disminuye la aparente afinidad del CNBD por
GMPc o el rendimiento de FRET, mientras que la unién de GMPc por el CNBD disminuye la
sensibilidad de rxYFP a la oxidacién. Dado que en ambos eventos estd involucrada la rxYFP
creemos que los cambios conformacionales que acompafan la oxidacién de los residuos de
cisteina de esta proteina y la unién de GMPc por el CNBD alteran de manera reciproca la
dinamica del CNBD vy la accesibilidad de oxidantes al sitio activo de la rxYFP, respectivamente.
En este sentido, se requieren de mayores estudios para comprender las bases moleculares de
estos fendmenos de manera tal que permitan re-ingenierizar este biosensor para optimizar su
respuesta, por ejemplo, se podria modificar la configuracion del biosensor haciendo un swap
de moddulos fluorescentes, de manera tal que la rxYFP esté ubicada en posicion C-terminal

(como lo esta la CFP) y la CFP en el medio del CNBD.

Estos resultados son muy importantes para lograr caracterizar y estudiar la respuesta del
sensor dual en un modelo celular, ya que van a permitir conocer las capacidades y limitaciones
del sensor a la hora de detectar ambas vias de sefializaciéon y poder trabajar sobre la

discriminacion de las sefales o conocer la interferencia entre ambas.

Lamentablemente, no se lograron obtener lineas celulares de tripanosomas con niveles de
expresion de rxCUTie2 por encima del limite de deteccidén de las técnicas convencionales
empleadas: citometria de flujo y microscopia de fluorescencia. Esto nos impidié caracterizar su

funcionalidad a nivel celular. Resulté llamativo que este fendmeno ocurriera con biosensores
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de nucleédtidos ciclicos, pero no con biosensores redox, y nos lleva a especular una posible
citotoxicidad del sistema reportero que podria estar interfiriendo con eventos de sefializacién
mediados por GMPc e involucrados en la proliferacién celular o la adaptacién a estrés (ej.
como el originado por la electroporacion). Estos interrogantes deberian ser abordados a
futuro, asi como la exploracion de otros sistemas vector de expresion/huésped

tripanosomatido.

El segundo biosensor dual generado en esta tesis se denominé INF-RXM y se compone, en el
siguiente orden: del médulo Clover flanqueado por la regién N-y C-terminal del dominio CNBD
de la subunidad reguladora IIB de la proteina quinasa A (PKA) con afinidad por AMPc, seguido
de una regién espaciadora y finalmente de la proteina aceptor de FRET y redox-sensible, la
rxmRuby2. Como se podra notar, en este caso, y por las evidencias obtenidas con rxCUTie2,
optamos por intercambiar la posicidn de los médulos FRET, insertdndose la proteina dadora de
FRET en el dominio del CNBD. Hemos probado varias estrategias y condiciones de expresion y
purificacién diferentes que nos permitieron obtener, aunque con bajos rendimientos, la forma
recombinante de INF-RXM. Sin embargo, a pesar de que esta forma del biosensor presenté los
picos de absorcion de fluorescencia correspondientes a cada uno de los médulos fluorescentes
gue lo componen, no se observé emisién de fluorescencia de rxmRuby2 pero si de Clover.
Mediante un ensayo indirecto (medicién de la pérdida de intensidad de fluorescencia de
Clover por apantallamiento FRET con la rxmRuby2) pudimos inferir que el CNBD es capaz de
ligar AMPc e inducir el correspondiente cambio conformacional que aproxima a ambas
proteinas fluorescentes. Llamativamente, el biosensor no se comporté de esta forma a nivel
intracelular (E. coli y L. tarentolae), ambiente en el cual fue posible detectar senal de

fluorescencia de ambas proteinas.

Experimentos futuros podrian estar dirigidos a la caracterizacion del sensor dual en la bacteria
E. coli transformada expresante de la proteina recombinante. Diferentes trabajos en la
bibliografia demuestran la capacidad de caracterizar sondas fluorescentes intracelulares que
expresan GFP en células procariotas (Jeon, 2022), (Jeon Y., 2022), (Kang, 2018), (Yoon, 2018).
Los diferentes trabajos tienen en comun que crecen las bacterias hasta una determinada
densidad éptica, y luego exponen las bacterias al estimulo correspondiente al biosensor que
estén caracterizando y miden la intensidad de fluorescencia (EGFP) por medio de un

espectrofluorimetro a diferentes tiempos de exposicidén o de respuesta.

Se generd y caracterizd con éxito una linea celular transgénica de la forma infectiva de L.

tarentolae, la cual posee integrado en su genoma de manera estable el gen de INF-RXM. Si bien
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se obtuvo una poblacién celular de T. cruzi resistente al antibidtico de seleccién, tanto el
numero de parasitos y los niveles de expresién de IFN-RXM alcanzados en este huésped fueron
significativamente inferiores a los logrados en la cepa de L. tarentolae, lo cual nos motivd a
seguir adelante con la caracterizacién de las lineas celulares reporteras obtenidas en esta
ultima especie. La respuesta de IFN-RXM en L. tarentolae frente a estimulos redox fue rapida
(min) y reversible tanto de manera espontanea como quimicamente inducida (DTT o diamida).
En general la respuesta a diferentes estimulos oxidantes guardd una relacién directa con la
dosis y el mecanismo de accién o tipo de oxidante. Comprobamos que ciertos estimulos
fisicoquimicos (temperatura, pH, forskolin o IBMX) descritos en la literatura como inductores
de diferenciacién y/o interferentes con la sefializacion mediada por AMPc en Leishmania sp. no
resultaron efectivos para disparar una respuesta FRET del biosensor en L. tarentolae. Sin
embargo, pudimos demostrar que la inhibicion PDE-especifica produjo un incremento tiempo-
dependiente en la sefial de FRET asociada a una acumulacién intracelular de AMPc por
inhibicién de su degradacion. Los estudios realizados con este inhibidor de la PDE de
tripanosomatidos destacan la aplicabilidad de nuestro biosensor para validar el efecto “on-

target” de compuestos quimicos con potencial farmacolégico.

Trabajos futuros deberian abordar la optimizacion de sistemas de expresién de los biosensores
FRET recombinantes, tanto los simples como los duales, mediante el analisis de nuevos pares
célula/vector o codones. Dado los buenos resultados de expresién de un biosensor dual
obtenidos con la forma promastigota de L. tarentolae, seria importante tener en perspectiva la
generacion de una linea reportera de al menos una especie patégena para el ser humano,
como ser L. infantum (causante de la leishmaniasis visceral), lo cual permitiria iniciar estudios
de mayor valor traslacional acerca del rol de estas vias durante el proceso infeccioso y la

patogénesis.

Otra alternativa a evaluar podria ser purificar la proteina de la linea transgénica de L.
tarentolae pLEXSYhyg2 INF-RXM. Numerosos trabajos describen el desarrollo y uso del sistema
basado en los pardsitos no patogénicos de Leishmania sp., para la expresién de proteinas
recombinantes, y de nuevos candidatos vacunales. L. tarentolae es la especie mas apropiada
ya que presenta caracteristicas Unicas, como una alta tasa de crecimiento en comparacién con
las células eucariotas, medios de cultivo de bajo costo, nivel de bioseguridad bajo, posibilidad
para introducir diferentes copias de genes exdgenos en el genoma del parasito y produccién
de proteinas recombinantes con patrones de tipo N-glicosilacion de células de mamifero

(Niimi, 2012), (Sugino & Niimi, 2012). En comparacion a otros sistemas, el sistema desarrollado

192



193

en L. tarentolae produce grandes rendimientos de proteina recombinante (0,1 — 30 mg/L)
(Basile, 2009), se ha demostrado el uso de este sistema de expresidén para la expresion de
diferentes genes de otras especies de Leishmania sp. (LeBowitz, 1990), (Mizbani, 2009),
(Mizbani, 2011), (Taheri T. , 2014), asi como la expresién de genes heterdlogos de otros
géneros (Ben-Abdallah, 2011), (Katebi, 2015), (Pirdel, 2012), (Taheri, 2015), (Taromchi, 2013) y
la capacidad de expresar proteinas recombinantes con diferentes localizaciones como
citoplasmaticas, integrada a membrana y via secretoria (Katebi, 2015), (Klatt, 2012), (Phan,

2009), (Soleimani, 2006).

Diferentes glicoproteinas recombinantes de uso farmacéutico como no-farmacéutico (e;j:
eritropoyetina humana, activador tisular de plasminégeno, laminina 332) han sido producidos
en este sistema de expresion, y en todos los casos las proteinas mostraron ser bioldgicamente
activas (Hemayatkar, 2010), (Phan, 2009), (Breitling, 2002). Un reciente trabajo de un grupo de
investigacion del Instituto Pasteur de Montevideo mostré que este pardsito no patégeno es
capaz de producir una proteina recombinante de uso veterinario, con buen rendimiento,
calidad y pureza (Abreu, 2024). A diferencia de la linea celular generada en este trabajo de
tesis de doctorado, (Abreu, 2024) utilizan una construccién con el vector pLEXSY-IE-Blecherry4,
doénde el gen de interés estd fusionado a una péptido sefal de secrecién y a una cola de
histidina en el extremo N- terminal, favoreciendo la expresién de la proteina recombinante en
el sobrenadante del cultivo y su posterior purificacion por IMAC. Esta estrategia podria ser
exitosa dado que el sistema LEXSY tiene como principal propdsito combinar caracteristicas del
sistema procariota (densidad celular alta) con ventajas del sistema eucariota (modificaciones
postraduccionales). El mal plegamiento y la baja solubilidad son de los principales problemas
asociados al sistema de expresién procariota. La mayoria de las proteinas de organismos
eucariotas expresadas en el sistema LEXSY han sido correctamente plegadas y procesadas

(Oliveira, 2019).

En resumen, los estudios realizados en esta Tesis permitieron confirmar la hipdtesis de trabajo
dando lugar a nuevas herramientas biosensoras codificadas genéticamente para el estudio de
las vias de sefializacién por nucleétido ciclico y de control redox tanto en organismos
procariotas como eucariotas, siendo nuestro modelo de estudio los tripanosomatidos. Se
planted el desafio biotecnolégico de desarrollar un biosensor dual capaz de monitorear en
simultdaneo cambios redox y nivel de nucledtido ciclico, si bien no se logré caracterizar su

respuesta in vitro, verificamos su capacidad para responder a estimulos especificos.
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Por tanto, se cumplieron los objetivos especificos planteados, habiéndose generado
herramientas biotecnoldgicas (lineas reporteras redox) con gran potencial de aplicacién tanto
en estudios de investigacion bdsica sobre la biologia de tripanosomatidos, incluyendo la
interaccion con el hospedero, como en lineas de células eucariota de relevancia para la salud
humana. Estas herramientas podrian ser Utiles para el descubrimiento y caracterizacion de
mecanismo de acciéon de farmacos contra especies patogénicas, ademas de brindar
informacién fundamental sobre la dindmica de la sefializacién celular en estos organismos de

manera no invasiva y en tiempo real.
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