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RESUMEN

La Tiorredoxina reductasa (TRR), junto con el NADPH vy la tiorredoxina (TR)
forma el sistema tiorredoxina (TR). Este sistema es antioxidante y es clave por su
contribucion para la defensa contra el estrés oxidativo, y en cuanto a respuesta
inmunitaria, juega un papel importante en lo que refiere a muerte celular.

Esto es posible por su cooperaciéon en reacciones redox mediante la oxidacion
de su centro activo entre sus estados diatélico y disulfuro, este sistema esta
presente en todos los organismos como bacterias, virus, plantas...

La TRR de mamifero es una selenoproteina, estas proteinas se caracterizan por
tener un residuo de selenocisteina, el cual es el principal responsable de la actividad
enzimatica.

En la actualidad, la purificacion de proteinas se realiza mediante ingenieria
genética, pero su proceso es costoso y requiere de mucho tiempo.

En este estudio se va a tratar de purificar dicha proteina, utilizandose para ello
diferentes técnicas de purificacion para obtener la maxima cantidad posible de
proteina.

Abstract

Torredoxin reductase (TRR) together with NADPH and thioredoxin (TR) forms
the thioredoxin system (TR). This system is antioxidant and it is the key contributor to
defense against oxidative stress, and in terms of immune response, plays an
important role in cell death.

This is posible due to its cooperation in redox reactions by oxidation of its
active center between its diaryl and disulfide states.

This system is present in all organisms such as bacteria, viruses, plants...

Mammalian TRR is a selenoprotein, these proteins are characterized by
having a selenocysteine residue, which is mainly responsible for enzymatic
activation.

Currently, protein purification is performed by genetic engineering, but the
process is expensive and time- consuming.

In this study we are going to try to purify this protein, carrying out different

purification techniques to obtain the maximum possible amount of protein.



1. INTRODUCCION

1.1. Caracteristicas y funcién de la tiorredoxina reductasa

La Tiorredoxina reductasa (EC 1.8.1.9), es un homodimero compuesto por
316 residuos, actia como antioxidante junto con el NADPH. Su principal funcion es
reducir a la tiorredoxina, ya que es la unica proteina capaz de hacerlo, a este

conjunto de proteinas se le conoce como el sistema tiorredoxina.

Fig 1. Forma tetramérica de selenoproteina de tiorredoxina reductasa en rata. (Base de datos
Pubmed).

La tiorredoxina reductasa es una potente proteina disulfuro oxidorreductasa, y
perteneciente a la familia de piridina nucledétido, la cual esta presente en todos los
organismos. (Arnér y Holmgren, 2000).

También cabe destacar que es una flavoproteina homodimerica, dependiente
de FAD, en la que ademas utiliza el NADPH como donador de electrones. Los
miembros de la familia mas conocidos son la lipoamida deshidrogenasa, la glutation

reductasa, el mercurico reductasa y peroxirredoxinas. (Arnér y Holmgren, 2000).



En cuanto a estructura y mecanismo, se recalca que las TRRs se clasifican en
dos grupos, puesto que difieren entre si en dichos aspectos. Por una parte se
encuentra la TRR de bajo peso molecular.

Contiene dos dominios globulares con 35 KDa por subunidad, conocidos
como dominio de union al cofactor FAD y dominio de unién al NADPH. A este grupo
pertenecen las arqueas, bacterias, hongos vy plantas. Estos dominios se encuentran
unidos por dos hebras beta antiparalelas. El sitio activo, contenido en el dominio de
union a NADPH, incluye al motivo CxxC, ampliamente distribuido y presente en
numerosas enzimas con actividad redox, considerando dicha proteina. (Arnér y
Holmgren, 2000).

TR de bajo peso molecular

Dominio de e |
union a NADPH —

Fig.2.Estructura de la TRR de bajo peso molecular en Echerichia coli. (Veldzquez, D. 2018)

Por otro lado, la TRR de alto peso molecular se encuentra principalmente en
mamiferos y son dependientes de selenocisteina. (Williams et al., 2000), (Zhong y
Holmgren, 2000).



TR de alto peso molecular

N.- FAD interlace |-Cl
// \\\\ / ‘.\
CVNVGC GCUG
' (e
g
&, ' w

f : YN
Motivo catalitico ©-tegminal. |
GCUG*}-_/ 4

A

g Dominio de
union a NADPH

Fig.3. TRR de Rata parda, en la que se observa los dominios de union al FAD y NADPH. (Velazquez,
D.2018).

En mamiferos hay tres tipos de TRR como son las peroxirredoxinas,
glutarredoxinas y la tiorredoxina reductasa.

En este estudio nos centraremos en la TRR, pero hablaremos de forma
puntual sobre las PRDXs y GRXSs.

La TRR es una selenoproteina, las selenoproteinas se caracterizan porque
contienen en el aminoacido numero 21 un residuo de selenocisteina (Sec). Este
residuo es esencial para la actividad enzimatica pero presenta un problema a la hora
de la insercion de este residuo. (Sun et al., 2009).

La selenocisteina esta codificada por un codén de parada UGA, lo que hace
gue la traduccion de mRNA de estas proteinas se requiera tantas secuencias en cis
transcrito como factores que se dedican a la incorporacion de selenocisteina que
actua en trans. Este hecho dificulta la identificacion de selenoproteinas, por lo que
se ha tenido que requerir de la ingenieria genética. (Cheng y Arnér, 2017).

En la actualidad, las proteinas se purifican a través de proteinas

recombinantes de fusion, pero hay que destacar que las bacterias no disponen de la



maquinaria adecuada para la insercion de selenocisteina, por lo que resulta
necesario utilizar la ingenieria genética. (Fujiwara et al., 1999).

Una proteina recombinante de fusién es aquella que se obtiene al expresar
un gen distinto al de la célula original.

La ingenieria genética es la encargada de disefar fragmentos de ADN para
formar la llamada proteina recombinante. Esta técnica se realiza mediante la
utilizacion de un gen como huésped. Numerosos estudios de purificaciéon de
proteinas se han realizado utilizando genes de la bacteria Echerichia coli.

La ingenieria genética ha sido la encargada de hacer posible la insercion de
selenocisteina, mediante un codén TGA codificado para selenoproteinas, pero hay
gue tener en cuenta que para que esto ocurra tiene que existir elementos

SECIS (Selenocystein insertion sequence) en el extremo 3'del mRNA.
(Kryukov et al., 2003).

1.2. Sistema tiorredoxina

Como se ha descrito anteriormente, el sistema TR esta formado por dicha
proteina junto con la flavoproteina TRR y el NADPH, actuando este altimo como
donador de electrones y a su vez, dicho sistema actia como un antioxidante
protegiendo a las células de los radicales libres y de las especies de ROS. (Lu y
Holmgren, 2014).

La TR es reducida por la TRR a través de los electrones del NADPH (figura
4), la TR es su estado reducido es activa, reduce a humerosas proteinas entre las
que destacan las PRDXs, las cuales hablaremos mas adelante. (Lu y Holmgren,
2014).
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Fig.4. Reduccion de proteinas oxidadas mediante los electrones del NADPH, a través de la TRR.
(Velazquez, D.2018).

1.3. Tiorredoxina

LA TR es una proteina pequefia, ubicua y con un sitio activo redox que posee
dos residuos de cisteina (Cys-Gly-Pro-Cys). Puede existir tanto en forma diatélica o
reducida Trx-(SH)2, como en forma oxidada Trx-S2, cuando los residuos de cisteina
forman un puente disulfuro intramolecular. (Holmgren, 1985).

La actividad disulfuro reductasa de la TR es un proceso reversible, y va a
depender de los potenciales rédox de los tioles y disulfuros de la reaccion. Es capaz
de transferir equivalentes de reduccion desde una proteina reducida hasta el NADP*
mediante la tiorredoxina reductasa, este paso es la clave para la formacion de
disulfuros en proteinas sintetizadas.

Dicha proteina fue descrita por primera vez en levaduras, como donador de
electrones, en la reduccion de metionina sulfoxido (Black et al., 1960), (Wilson et al.,
1961).

Esta presente en casi todos los organismos y cobra mucha importancia en los
ciclos de vida y en las relaciones hospedador-virus de bacteriofagos.

La TR de Echerichia coli, es necesaria para el ensamble de ciertos fagos
filamentosos como f1 y M13 (Russel y Model, 1985), ademas ésta TR es una de las
subunidades de la ADN polimerasa, codificada por el fago T7 (Adler y Modrich,
1983).

En mamiferos, se descubrié un factor idéntico a la TR en células adultas T

con actividad de crecimiento del receptor de la interleucina 2 (Tagaya et al., 1989).



Organismo Funcién de la Trx

e Sintesis de ADN

Todos los organismos . . .
g e Reduccion de disulfuros proteicos

e Reduccion de H20: a través de la reduccién de
Algunos organismos las Prxs
e Reparacion proteica por reduccién de la MSR

Fagos de E. coli e Aumenta la procesividad de la DNA polimerasa
(17, f1, M13) formando parte de una subunidad

¢ Dador de equivalentes de reduccion para la

Bacterias y levaduras
PAPS reductasa

e Regulacién de enzimas fotosintéticas en

Plantas
cloroplasto
e Regulaciéon redox de factores de transcripcion
e Regulacién de la apoptosis
¢ Inmunomodulacién
Mamiferos e Embarazo (asiste en la implantacién y en el

establecimiento del embarazo)

e Nacimiento (prevencién de hiperoxia)

¢ Sistema nervioso central (promueve sobrevida
neuronal en isquemia/reperfusion)

Tabla 1. Funciones de la tiorredoxina en diferentes organismos. (Elias y Holmgrem, 2000).

Las TR son 6xido reductasas pequefias con alrededor de 100 residuos de
aminoéacidos, formadas por un nucleo B rodeado de hélices a (M.L. y Chaffotte,
1998).

La TR de Echerichia coli, tiene dos tiorredoxinas TRX1 Y TRX2 , las cuales
estan codificadas por los genes trxA y trxC, con lo cual la TRX1, ha sido la mas
estudiada a lo largo de la historia en estudios enzimaticos. (Miranda A. et al., 1997).

En su estado oxidado, se le atribuyen caracteristicas como ser estable
termodinamicamente, sin embargo, las trxs en su estado reducido suelen ser menos
estables termodinamicamente.

En el equilibrio la TRX1 presenta un comportamiento de dos estados N-U,
donde se da los estados de desplegado y nativo.

El replegado in vitro de la TRX1, desde el punto de vista cinético, cabe

destacar que es un proceso complejo, en el que se llevan a cabo isomerizaciones

10



cis/trans de prolinas y una fase que se da muy rapida en el nucleo B, algunos
estudios han revelado el desplegado cinético mediante una Unica fase, en los que a
su vez recalcan la importancia de la funcion que juega la hélice C-terminal en el
plegado y funcionalidad de las TRXs , en cuanto a la consolidacion del ensamble
nativo y la funcionalidad de las TRX1. (Santos, J. et al., 2009).

En los afios 70, Arnér Holmgren resolvié la secuencia completa de la TRX1
(Holmgren, 1968), y desde entonces, esta proteina ha sido objeto de estudio por
numerosos investigadores en cuanto a mecanismo de plegado, actividad enzimatica
y estudios biofisicos.

Aflos mas tarde, fue resuelta por cristalografia de rayos X en su estado
oxidado a 2,8 A (Holmgren et al., 1975), posteriormente otro grupo de investigadores
la resolvié a 1,68A. (Katti, S.K. et al., 1990).

En cuanto a la actividad catalitica oxido-reductasa de las TRs (figura 5), se
establece el acercamiento a una proteina oxidada, donde se provoca una interaccion
entre las dos cadenas, perturbando asi el microambiente y la energia del puente
disulfuro de la proteina oxidada.

Tiorredoxina en su

Tiorredoxina reducida estado oxidado

en su estado activo

no-activo
Cy'|532 Cys|,35 Cys"32 Cysrs CyTSZ Cys|35 Cys’,az Cys’BS
S' SH S SH S \/ > S—8
| H
S L] S S SH SH

Sustrato Sustrato
oxidado reducido

Fig.5. Reduccion del enlace R-S-S-R, de una proteina diana y posterior formacion del puente

disulfuro entre las cisteinas cataliticas Cys32 y Cys35.

La Cys32, se localiza en la base de la hélice aH2 siendo altamente reactiva y la
Cys 35 actua como cisteina resolutiva. La reaccion entre TRX y el sustrato, da lugar
porque la Cys32 desempefia un ataque nucleofilico sobre uno de los atomos de

azufre (Pérez-Jiménez et al., 2009). La forma reactiva desprotonada de Cys32,
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(tiolato R-S-), da lugar a un enlace disulfuro mixto, donde un electrén es 4¢e la TRX, y
el otro de la proteina. Dicho enlace es atacado posteriormente por el Cys35. (Katti,
S.K. et al 1990).

1.4. Funciones de la tiorredoxina

e Donadora de hidrégeno
La TR en su forma oxidada Trx-S2, es reducida por los electrones del NADPH

y la TRR para dar Trx-(SH)2 , dicho proceso se muestra en la siguiente ecuacion:

NADPH + H+ + Trx-(S)2 . NADP+ + Trx-(SH)2

La TR participa en un sistema ciclico de oxidorreduccién en el que se
transfieren los electrones desde el NADPH hasta las proteinas especificas. Asi pues,
la forma reducida de la TR actia como donadora de hidrogeno de enzimas
reductoras como metionina sulféxido reductasa o ribonucleétido reductasa, entre

otras.
e Reduccién de ribonucleétidos

En E. coli, la ribonucleétido reductasa es considerada como una enzima
especial, por ser la encargada de la transformacion de ribonucleétidos a
desoxirribonucleétidos. Esta enzima necesita ditioles como donadores de electrones.
Conviene dejar claro que hay investigadores que defienden posturas contrarias a
que la tiorredoxina actie como donadora de electr ones sobre la ribonucledtido
reductasa, como es el caso de la tiorredoxina de Corynebacterium nephridii y la
meédula de hueso de conejo (Meng y Hogenkamp, 1981), (Hopper e lurlano, 1983).

e Reducciodn de sulfato

La E.coli agrega sulfato del medio en el que crece y, tras un serie de procesos
enzimaticos forma cisteina, ésta actla como iniciadora de otros compuestos con

azufre reducido como metionina, coenzima A o glutation (fig.5). (Kredich, 1987).

12



Un paso critico en esta ruta es la transformacién de PAPS (3"-fosfoadenosil-
5’-fosfosulfato) en sulfito, interviniendo en este proceso la enzima PAPS como
reductora, y a su vez también intervienen tanto como la tiorredoxina como la

glutarredoxina como donador de electrones. (Tsang y Schiff, 1976), (Tsang, 1981).

e Reduccién de metionina sulféxido

El sulféxido es reducido mediante las sulféoxidos reductasas a través del

NADPH, actuando éste como donodor de electrones, segun la reaccion:

R-SO+NADPH+ H* »R -S+NADP*+H20

En células de mamifero se ha contractado que estas enzimas estan
implicadas en la reparacion de proteinas dafiadas por agentes oxidantes (Holmgren,
1985).

Sulfato (extracelular)

cv5A l Permeasa

Sulfato {intracelular)

cysD 1 ATP sulfurilasa
APS
cvs l APS kinasa
S5H
-
PAPS TG
“~sH
cyiH l PAPS reductasa
T(G) /T
%
Sulfito g
cysz
evsl 1 Sulfito reductasa
cysd
) Sulfuro
Acetil-CoA Metionina
cvsE \ cysM cysK
Serina O-acetilserina Cisteina Glutation
Serina O-acetilserina
transacetilasa sulfidrilasas A y B

Coenzima A

Fig.6. Ruta de asimilacion de sulfato en E.coli. (Tesis Antonio Miranda Vizuete, 1994).

13



1.5. Tiorredoxina y sus principales funciones biolégicas

El sistema TR se ha convertido en la principal fuente de proteccion frente a
danos oxidativos producidos por el H202, y otros radicales libres, los cuales son
subproductos de la respiracion aerdbica en mitocondrias con lo que se convierte en
la principal fuente de ROS. (Nordberg y Arnér, 2001).

Estas especies reactivas son necesarias, pero a su vez son destructivas.
Ejercen funciones con niveles bajos o normales como la proliferacién celular y
expresion de genes, y en niveles altos, causan dafios irreversibles a diversas
biomoléculas como lipidos, proteinas y acidos nucleicos. Este desajuste Oxido-
reductor recibe el nombre de estrés oxidativo, y estd asociado a diferentes
patologias como cancer, diabetes y enfermedades neurodegenerativas. (Jastrzaba y
Skrzydlewska, 2020).

Numerosos estudios han evidenciado la necesidad para hacer frente a estas
especias reactivas de diferentes maquinarias celulares como son la tiorredoxina
reductasa, peroxirredoxinas y glutarredoxinas y no proteicas como glutation y acido
ascorbico.

Como ya hemos descrito anteriormente, las células estan provistas de
nameros sistemas proteicos y no proteicos frente a la ROS, entre la que destacan
las peroxirredoxinas, las cuales son las responsables de eliminar casi un 90% de
perdxido de hidrégeno producido por la respiraciéon celular convirtiendo el H202 en
H20. Las peroxirredoxinas son dependientes de cisteina.

Otra proteina de la familia son las glutaredoxinas, son proteinas con actividad
rédox y dependientes de GSH como agente reductor.

El sistema glutaredoxina esta implicado en numerosas vias de sefalizacion,
procesos fisioldgicos y regulacion celular. Ademas se ha comprobado que una
disminucién de células beta puede provocar diabetes tipo Il. (Bruning, D. et al.,
2019).

14



2. OBJETIVO GENERAL

El objetivo de este estudio es la purificacion de la proteina tiorredoxina
reductasa en higado de cordero mediante una serie técnicas cromatogréficas,
utilizando ensayos de caracterizacion y purificacion.

Esta proteina contiene selenocisteina, como hemos descrito anteriormente es
de gran interés por sus destacables funciones a nivel biologico.

En este estudio se va a obviar el hacer uso de la ingenieria genética y se
procedera a realizar el tratamiento de la muestra para después purificar la proteina
por las distintas técnicas cromatograficas y poder comprobar si las técnicas
utilizadas son las mas adecuadas para purificar dicha proteina y obtener una mayor

cantidad de ella.

2.1. Objetivos especificos

e Comprobar que los reactivos utilizados son los méas eficaces para la

separacion de la proteina en las distintas columnas cromatogréficas.

3. MATERIAL Y METODOS

3.1. Reactivos

e Fosfato de potasio (tampdn) pH 7.0, suministrado por la casa comercial Sigma.

e EDTA, pH 7.5, suministrado por Sigma.

e DTNB, administrado por Sigma.

e BSA, suministrado por la casa comercial Fisher Scientific.

e PMSF suministrado por Sigma.

e NADPH, suministrado por Sigma.

e Protein Assay Dye Reagent Concentrate (reactivo de Bradford), el cual se
suministro de Bio Rad.

e Para equilibrar las columnas cromatograficas se utilizé (TrisHCI), proporcionado

por Sigma.

15



3.2. Preparacion del extracto Libre de Células (ELC)

Se parte de 2.9 g de higado de cordero (comprado en una carniceria del
pueblo), se congela en nitrégeno liquido, se pulveriza y se resuspende en 15mL de
TrisHCI 50mM, pH 7.8, 10mM EDTA y 1mL de PMSF.

Se homogeniza con Polytron y se mete en un bafio de hielo durante 10
minutos, seguidamente se centrifuga a 16000xg durante una hora a 4°C.

Se recupera el sobrenadante que se dializa durante una noche a 4°C en
bolsas Spectra/Por n°1 frente a 1L de TrisHCI 20mM,pH 8.1 mM EDTA.

Se continua filtrando con un filtro de jeringa FilterLab 0.22um, la muestra

resultante constituye el Extracto Libre de Células (ELC, 15mL).

3.3 Técnicas de purificacion de la Tiorredoxina reductasa.

Cromatografias

Para la purificacion de tiorredoxina reductasa se utilizaron los siguientes

métodos:

e Cromatografia de intercambio anionico a través de una columna DEAE-fast flow
(GE Heathcare) de 5 mL de volumen, equilibrada con TrisHCI 20mM,pH 8, 1mM
EDTA, acoplada a un equipo FPLC (BioRad), a un flujo de 2 mL/min.

e Cromatografia de intercambio catiénico en una columna Mono-S (Pharmacia)
equilibrada con MES 10mM, pH,6,2, acoplado a un equipo FPLC (BioRad) a un
flujo de 1 mL/min. Tras aplicar muestra y lavar la columna con el tampén de
equilibrio, se aplicé 20mL de CINa en gradiente 250mM, después 5 mL de CINa
250mM vy finalmente 5 mL de NaCl 1M para regenerar la columna cromatografica.

e Cromatografia de exclusibn molecular en columna Superose 6 (Pharmacia),
equilibrada con TrisHCI 20mM, pH 8, 0.1 M de NaCl.

16



3.4. Dialisis y concentracion de la Tiorredoxina reductasa: Método de
Bradford

Para conocer la concentracion de proteina que hay en las muestras, se utilizo
el método colorimétrico de Bradford, en el cual se utilizé el reactivo Protein Assay
Dye Reagent Concentrate de (BioRad), este colorante se une a las proteinas.

Este método se basa en el cambio de color en respuesta a distintas
concentraciones de proteinas. Seguidamente se miden las muestras en un
cromatoégrafo a una absorbancia de A=595nm, para ello se hace una curva de
calibracion de las distintas concentraciones de la solucion BSA .Con esta recta
patron se obtuvieron las siguientes concentraciones proteicas de la proteina

purificada.

ELC:32.0+3.1
DEAE-2: 1.92 + 0.05
MS-2: 1.75 + 0.02
CcTRR: 1.58 + 0.40

3.5. Técnicas de catacterizacion de la tiorredoxina reductasa

3.5.1. Ensayo de actividad enzimatica

El ensayo enzimatico consiste en una disoluciébn que contiene 0.25mM de
NADPH, 5 mM DTNB, 0.2 mg/mL BSA, fosfato sédico 100mM, 10mM EDTA, pH 7.
Posteriormente se midié por espectrofotometria a A=412nm durante 1 minuto.

El coeficiente de extinciéon para el DTNB es de 13600M*cm™. (Holmgren y
Bjornstedt, 1995).

(AA41/min ) +dil * 0.6
(enzvol)

Unidad /ML =

Donde;

e 0.6: volumen de ensayo

17



* AA412/MIN: diferencia entre la muestra y el control de lectura de
absorbancia por minuto.
* Enzvol: volumen de la muestra de enzimas en mL

* Dil: factor de dilucion de la muestra

La actividad de esta reaccion se determina midiendo la oxidacion de NADPH.
Una unidad de tiorredoxina reductasa , utilizando tiorredoxina de mamifero en
suero bovino se define como un micromol de NADPH oxidado por minuto,
basandose en la siguiente reaccion:
Unidades de DTNB

] NADP =
Una unidad de 13672

Donde;

e 13.6 como hemos dicho anteriormente es el coeficiente de extincion en
Mm del DTNB, del cual se producen dos moles por cada mol de NADPH
oxidado.

e EIDTNB presenta un color amarillo, y se puede medir a 412nm.

3.5.2. Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Para realizar la electroforesis, las muestras fueron desnaturalizadas, en las
gue se mezclaron 3 partes de muestra cTRR con una parte de tampoén de carga 4X
Tris-glicina-SDS (0,69 % p/v Tris, 2,88 % p/v glicina, 0,1 % p/v SDS) para SDS-
PAGE y se calent6 a 100°C durante 5 min. Se fabricaron geles de poliacrilamida con
dos partes: el gel separador que contiene un 12% p/v de acrilamida, 4,6 % p/v Tris-
HCI, 0,1 % p/v dodecilsulfato sédico, pH 8,8, y el gel concentrador con 5% p/v de
acrilamida, 1.5% p/v Tris-HCI, 0,1% p/v dodecilsulfato sodico, pH 6,8. La
polimerizacién de la acrilamida se indujo afiadiendo 10 yL de PSAM al 10% p/v y
3uL de TEMED por mililitro de disolucion

Se cargaron 10uL de muestra sobre un gel de poliacrilamida al 12% y se

realizd una SDS-PAGE. Seguidamente se tifieron las proteinas del gel con azul
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Coomasie (0,1 % p/v Coomassie Blue R-250 en acido acético al 10% v/ivy 40 % viv

metanol).

4. RESULTADOS Y DISCUSION

El estudio trata sobre la purificacion de una selenoproteina como es la
tiorredoxina reductasa de mamifero, obtenida de higado de cordero, en el cual se
han seguido una serie de ensayos para llegar a dicha purificacion de la proteina.

Se ha tenido también en cuenta el acondicionamiento de la muestra para la
posterior concentracion en el que se ha utilizado reactivos para una correcta
homogeneizacion para resguardar la integridad proteica y la actividad enzimatica.

Para ello se utilizaron reactivos como el PMSF y EDTA los cuales actian
como inhibidores de proteasas, el TrisHCI actia eliminando compuestos de bajo
peso molecular.

Mediante un proceso de sonicacion (ultrasonidos), se procede a la ruptura de
la membrana celular, posteriormente se somete a una centrifugacion para descartar
particulas insolubles.

Finalmente el sobrenadante se somete a dialisis. La muestra resultante es lo
gue se ha denominado extracto libre de células (ELC), en el que se recogio 15mL y
se realizo el correspondiente ensayo de actividad dando como resultado 239.3.

Actividad TRR de ELC: 239.3£53.8 mU/mL.

Seguidamente se pas6 a la purificacion de la proteina, en la que se empez6
con una cromatografia de intercambio anionico a través de una columna DEAE fast
flow (GE Healthcare), el ELC fue dializado frente a un tampén de pH 8, para que la
proteina adquiera carga negativa y pueda unirse a la columna y ser separada.

El ELC fue lavado con un tampén y se recolectaron fracciones de 5mL en las
cuales se encuentran la tiorredoxina reductasa, medida posteriormente para ver su
actividad enzimética.

Seguidamente se aplica un gradiente de 0 a 200mM NaCl en 50 mL,seguido
de isocratico a 200 mM NaCl e isocratico a 1M Nacl para eluir las proteinas
adheridas a la columna, de aqui se obtienen dos lineas de purificacion, las cuales
van a formar las muestras DEAL1 y DEAE2.

A continuacién se muestran los cromatogramas obtenidos a partir de la

técnica cromatografica utilizada.
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Fig.8. Cromatografia del ensayo de actividad de la muestra DEAE 2 (12.5mL).

En la figura 6, se puede observar que en las fracciones donde mas actividad
se obtuvo de TRR fue de la 3 ala 5, y en la figura 7 se observa que se obtuvieron

mas fracciones con actividad TRR.
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Segun el analisis de actividad enzimatica, la muestra DEAE 1 mostré mas
actividad que la muestra DEAE 2, aun habiendo mas fracciones de actividad en la
muestra DEAEZ2.

Ambas muestras se dializaron durante una noche frente a 1L de tampén MES
10mM, pH6.2. Después se sometieron a cromatografia de intercambio catidnico en
una columna Mono-S (Pharmacia), equilibrada con MES 10mM,pH 6.2, acoplada a
un equipo FPLC (BioRad) y a un flujo de 1ImL/min. Este equipo se caracteriza por su
rango de exclusién de proteinas 5.x103% y 5x10° Daltons.

Tras aplicar la correspondiente muestra y lavar la columna con el tampén de
equilibrio, se aplic6é 20mL de NaCl en gradiente (0 a 250mM), después 5 mLde NacCl
1M para regenerar la columna cromatografica.

Primero se sometié a cromatografia la muestra DEAE 1 y después la DEAE
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En ambas cromatografias, la actividad de TRR eluy6 en el lavado de columna
Se recolectaron las respectivas fracciones que constituyeron las muestras MS1
(10mL) y MS2 (7.5mL).

Como se puede observar en las figuras 8 y 9 la actividad enzimatica fue mas
baja que si se compara con la cromatografia descrita anteriormente, pero aun asi no
puede hablarse de que esta cromatografia no haya sido resolutiva.

Las muestras MS1 y MS2 se conservaron a -20°C. Posteriormente fueron
sometidas a cromatografia de exclusibn molecular en columna Superose 6
(Pharmacia), equilibrada con TrisHCI 20mM, pH 8, para descartar compuestos de
bajo peso molecular y 0.1M NaCl para regenerar la columna.

Como paso previo, se redujo el volumen de las muestras con dispositivos
concentradores Spin-X-UF (Corning) hasta 5 mL, esta medida se hizo para no
exceder el 1% del tamafio de la columna.

La muestra MS1, tras la descongelacion mostré la formacion de grumos, por
lo que la muestra se clarificd por centrifugacion a 12000xg durante 10 minutos, antes
de ser concentrada.

Las cromatografias de ambas dieron el siguiente resultado:

A280

e Teet

Fig. 11. Cromatografia del ensayo de actividad de la muestra MS1.
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Fig .12. Cromatografia del ensayo de actividad MS2.

En los resultados obtenidos que muestran las figuras 10 y 11, se observa que
la cromatografia de la muestra MS 1 mostré una escasa actividad TRR diseminada
por todas las fracciones, por lo que se descarté para obtener una muestra purificada
de enzima, esto puede deberse a los problemas de los grumos que presento
cuando se descongel6 la muestra. Sin embargo, la cromatografia de la muestra MS
2 si revel6 un pico definido de actividad en torno a la fraccién 16.

Se selecciond la fraccion 16 (1mL) como muestra purificada de tiorredoxina
reductasa de cordero (CTRR).

Los datos de actividad quedan recogidos en la tabla 1, donde se recogen
todos los datos de las distintas muestras que han sido purificadas mediante las

diferentes técnicas cromotograficas descritas anteriormente.

Volumen | [Prot.] Actividad | Actividad | Actividad | Rto | Enriq.
(mL) (mg/mL) | enzimatica | Total especifica | (%)
(mU/mL) (mU) (mU/mg)

ELC 15 32 239.3 3589 7.46 100 |1
DEAE2 | 12.5 1.92 90 1125 46.8 31 6.3
MS2 7.5 1.75 40.2 301 22.8 8 3.05

Tabla 2. Evaluacion de la purificacion de tiorredoxina reductasa en higado de cordero.

R: Rendimiento, porcentaje de actividad total de la muestra resultante de la
purificacion con respecto a la muestra original. E: Enriquecimiento, nimero de veces

gue es mas pura en actividad TRR con respecto a la muestra original y se calcula
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como el cociente entre la actividad especifica de la muestra resultante y el de la
muestra original.

Como se observa en la tabla 2, la cromatografia de exclusién molecular en
columna de Superose 6 fue la que mas cantidad de proteina se purific6 y como nos
muestra el enriquecimiento, su cantidad se triplico.

Conviene destacar, en cuanto al proceso a seguir, que se han llevado a cabo
tres técnicas cromatograficas para purificar la TRR, de las cuales la que mejor
resultado ha ofrecido ha sido la cromatografia de exclusién molecular en columna
Superose 6. Sin embargo, esto no significa que esta Ultima técnica sea la mejor de
forma aislada, sino que se ha necesitado de las otras dos cromatografias, tanto la
cromatografia de intercambio i6nico en columna DEAE, como la cromatografia de
intercambio i6nico en columna Mono S, previamente para ofrecer los resultados
positivos que se describen a lo largo del presente documento.

Hay que tener en cuenta que ninguna cromatografia tuvo un resultado nulo,
sino que en todas ellas se pudo purificar tiorredoxina reductasa, es cierto que una de
las muestras fue desechada por encontrarse en muy baja concentracién de proteina.

También cabe destacar que la muestra MS1 presentd una actividad residual,
ya que presentd algunos problemas descritos anteriormente, los cuales podrian
deberse a la desnaturalizacion de la proteina tras ser congelada y descongelada
para su posterior medicion.

Ya para finalizar el proceso de purificacion de la proteina TRR se realiz6 una
electroforesis en condiciones desnaturalizantes SDS-PAGE para ver el grado de

purificacion de dicha proteina. El resultado se muestra en la figura 12.
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Fig.13. Electroforesis SDS-PAGE. Proteinas marcadoras cuyo peso molecular (KDa) se indican al
lado de cada banda. (1.Amersham Low Molecular Weight Calibration Kit, 2.cTRR).

Como se puede observar en la figura 12, las bandas 1 es el Kit de SDS de
bajo peso molecular, compuesto por 6 proteinas altamente purificadas y
caracterizadas para su uso en la estimacién del peso molecular, y la banda 2 la
muestra de cTRR.

Se puede observar hay una diversidad de proteinas, pero destaca una
banda ancha entorno a 55KDa que podria ser la tiorredoxina reductasa de cordero,
segun su peso tedrico.

Seria necesario realizar mas pruebas complementarias para afirmar con

rotundidad los resultados de las diferentes técnicas mostrados en este estudio.
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5. CONCLUSION

Se ha podido comprobar que la cromatografia de intercambio i6nico es la
clave para la purificacion de la proteina, en nuestro caso la cromatografia de
exclusion molecular supuso el éxito para la obtencion de tiorredoxina reductasa de
cordero. Pero también se ha de destacar que han sido necesarias todas las técnicas
cromatograficas que se han realizado previamente.

El estudio publicado por Carlberg y Mannervik en la revista Analytical
biochemistry, vienen a reforzar los resultados que arroja nuestro estudio. La
cromatografia de exclusion molecular en columna Superose 6, es la técnica
preferente para la purificacion de selenoproteinas, pero se necesitan de las técnicas
cromatograficas de intercambio iGnico como paso previo.

Con los datos obtenidos, la purificacion de dicha proteina ha sido razonable y
el enriquecimiento ha sido bueno, ya que la muestra se ha enriquecido el triple. Ha
de tenerse en cuenta que se ha partido de un volumen relativamente pequefio de la
muestra ELC (15mL), y al utilizar tantas cromatografias, las células se van gastando
en cada ensayo de purificacion.

La tiorredoxina reductasa, segun el tipo de organismo, presenta diferentes
caracteristicas, particularmente en mamiferos al estar compuesta por una
selonocisteina, la cual es indispensable para su actividad enzimética. Esta
caracteristica no esta presente en las bacterias ya que no poseen la maquinaria
adecuada.

En la actualidad este tipo de proteinas se purifican a través de las proteinas
recombinantes de fusién mediante ingenieria genética, mediante la caracterizacion
de mutantes en el gen de la TR de la Echerichia coli. El gen es clonado y
secuenciado, este gen se transcribe a partir de un Gnico promotor.

Diversos estudios han sido publicados en la revista Biological Chemistry, que
tratan la purificacion de esta proteina mediante ingenieria genética explicada
anteriormente. El equipo de Fujiwara, purifico la TRR utilizando técnicas como
mutagénesis con células salvajes de rata.

Otro de los articulos publicado por Cheng y Arnér, se decantan por la
sintetizacion de una cepa especial de Echerichia coli, pero cabe destacar que este

meétodo es muy costoso y requiere mucho tiempo.
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En el presente documento se plasma bibliografia en referencia a la existencia
de distintas técnicas para realizar la purificacion por ingenieria genética.

Para finalizar, con este estudio lo que se ha pretendido es poder purificar
tiorredoxina reductasa a partir de un tejido de mamifero (higado de cordero), ya que
al contener un residuo de selenocisteina, su purificacion hace que sea casi
imposible, puesto que las proteinas hoy en dia se purifican a través de proteinas
recombinantes de fusibn mediante ingenieria genética. Las bacterias carecen de la
magquinaria para la incorporacion de este residuo de selenocisteinay hace que sea
imposible, y como hemos explicado anteriormente hace que se tenga que recurrir a
la ingenieria genética. Pero este método es muy costoso, porque requiere de mucha
preparacion de cepas de bacterias y ensayos, aparte del tiempo que se necesita.

Mediante este estudio se ha realizado una purificacién de la TRR ya que este
método es mas asequible y requiere mucho menos tiempo.

Este estudio podria servir como material de apoyo para futuras purificaciones
de tiorredoxina reductasa, para que se puedan llevar a cabo estudios de
selenoproteinas, las cuales son tan importantes para la cura de enfermedades que
hay en la actualidad como enfermedades neurodegenerativas e inmunologicas.

Como hemos visto en este estudio la TRR es una de las principales
maquinarias para la reduccién de radicales libres producidos por la respiracion
celular, que a su vez son los principales causantes de cancer.

A resultas del estudio que se ha realizado alrededor de la TRR como
selenoproteina, considero conveniente destacar la conveniencia de que se

reforzaran las lineas de investigacion en torno a ella.
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7. ABREVIATURAS

BSA: Albumina de suero bovino

CTRR: Tiorredoxina reductasa de cordero
DTNB: 5,5-ditiobis-(acido 2-nitrobenzoico)
EDTA: Etilen-diamino-tetra-acético

ELC: Extracto libre de células

FAD: Flavin adenin dinucledtido

GRX: Glutarredoxina
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GSH: Glutarredoxina reducida

MRNA: ARN mensajero

NADPH: Nicotinamida adenina dinucleotido fosfato
PAPS: Adenosina 3’-fosfato 5°- fosfosulfato
PMSF: Fenil-metil-sulfonil fluoruro

PRDX: Peroxirredoxina

ROS: Especies reactivas de oxigeno

SEC: Selenocisteina

SEICIS: ( Selenocystein insertion sequence)
TR: Tiorredoxina

TrisHCI: Hidroximetil aminometano

TRR: Tiorredoxina Reductasa

SDS: Dodecil sédico sulfato
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8. Anexo l. Certificado participacion charla “Prevencién de Riesgos Laborales

y Seguridad en Laboratorios para estudiantes de Trabajo Fin de Grado”

UNIVERSIDAD DE JAEN
Prevencion de Riesgos Laborales

El Servicio de Prevencion de la Universidad de Jaén, CERTIFICA, que:

D2. Maria José Maya Flores con DNI 26046997A, alumna de la Facultad de Ciencias
Experimentales, ha participado en la Charla sobre "Prevencion de Riesgos Laborales Yy
Seguridad en los Laboratorios para estudiantes de Trabajo Fin de Grado", realizado en dia 26
de noviembre de 2020, con el siguiente contenido:

< Riesgos asociados a trabajos en laboratorio

» Riesgos y medidas preventivas

- Elementos de proteccién en el laboratorio

= Equipos de proteccion individual

« Normas de seguridad

= COmo actuar en caso de accidente, incendio o evacuacion

La misma se desarrollé con una duracién de 2 horas lectivas

Jaén a 26 noviembre 2020

Paraje Las Lagunillas, s/n. Edificio Rectorado B1 -Teléfono 953 21 20 54 - 23071 JAI N
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