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1. RESUMEN

Las peroxirredoxinas (Prxs) constituyen una familia de enzimas
peroxidasas que adquieren el poder reductor del NADPH a través del sistema
tiorredoxina. Estas enzimas se localizan distribuidas entre los organismos
procariotas y eucariotas, y estdn presentes en altas concentraciones.

Las Prxs intervienen el mismo primer paso, en su mecanismo catalitico,
en el cual la cisteina del centro activo se oxida a acido sulfénico por sustratos
peréxidos tales como peroxido de hidrégeno, peroxinitrito, y una gran variedad
de hidroperoxidos organicos

El presente trabajo aborda mecanismos de purificacion mediante
diferentes cromatografias de peroxiredoxinas a partir de extractos de la levadura
Saccharomyces cerevisiae, empleando para su deteccidbn su actividad

peroxidasa dependiente de tiorredoxina

Palabras clave: Peroxirredoxinas (Prxs), Saccharomyces cerevisiae, ensayo

enzimatico, enzimas peroxidasas

1.1. ABSTRACT

Peroxiredoxins (Prxs) constitute a family of peroxidases enzymes that
acquire the reducing power from NADPH through the thioredoxin system.

These enzymes are localized distributed among prokaryotic and
eukaryotic organisms, and are present in high concentrations.

The Prxs are involved in the same first step in their catalytic mechanism,
in which the active site cysteine is oxidized to sulfenic acid by peroxide substrates
such as hydrogen peroxide, peroxynitrite, and a large variety of organic
hydroperoxides.

The work approaches the purification of peroxiredoxins from extracts of
the yeast Saccharomyces cerevisiae by means of different chromatographies,
using for its detection the thioredoxin-dependent peroxidase activity

Key words: Peroxirredoxins (Prxs), Saccharomyces cerevisiae, enzyme assay,

peroxidases enzymes.



2. INTRODUCCION

2.1. Los per6xidos y su repercusion bioldgica

Los peréxidos son compuestos que contienen un grupo quimico peroxido
(-O-0O-) y ejercen acciones relevantes sobre los seres vivos. El perdxido de
hidrégeno (H202) es una especie de oxigeno reactivo con un poder oxidante
relativamente bajo, pero la reduccién a través de la reaccion Fenton genera el
radical hidroxilo (HO-), que es un oxidante fuerte y muy reactivo sobre la mayoria
de las biomoléculas, como lipidos, proteinas y ADN (Sies, 1986). El H202 se
produce principalmente en las células como producto de la dismutacion del anién
superoxido (O2), catalizado por las superéxido dismutasas, el cual se produce
metabdlicamente en procesos tales como la respiracion celular, la fotosintesis,
las NADPH oxidasas y otras oxidasas (Cadenas et a.,1977; Heber U, 2002;
Foreman et al.,2003; Geiszt & Leto, 2004). El H202 también puede ser generado
por factores abidticos como xenobidticos, metales o radiaciones de alta energia
como ciclos redox. Altas concentraciones de H202 son potencialmente
perjudiciales para las células, sin embargo, a niveles bajos, el hidrégeno de
perdxido actiia como un mensajero intramolecular en sefializacion celular (Veal
et al., 2007). La oxidacibn mediada por radicales de sobre acidos grasos
insaturados conocida como peroxidacion lipidica conduce a la propagacion de
hidroperéxidos de alquilo y otros productos de degradacion, que pueden unirse
a una gran variedad de macromoléculas y alterar sus funciones. (Pedrajas et al.,
1998) El peroxinitrito (ONOOH) es otro tipo de peréxido reactivo que se genera
en las células por la reaccion espontdnea del Oxido nitrico con el anion
superoxido y ejerce la nitracion de la tirosina en las proteinas, causando
disfunciones (Radi R., 2004). Las células se defienden contra el dafio ejercido
por los peréxidos con enzimas antioxidantes, por ejemplo, las peroxidasas, y
otras biomoléculas no enzimaticas, tales como el tocoferol, carotenoides o el

acido ascorbico.



2.2. Enzimas peroxidasas

Las peroxidasas son unas enzimas que constituyen una gran familia de
proteinas, que catalizan la reduccion de moléculas perdxido segun siguiente
reaccion genérica:

ROOR’ + 2= +2H* —» ROH + R'OH

Para muchas de estas enzimas el sustrato Optimo es el perdxido de
hidrogeno, pero existen peroxidasas con mas afinidad hacia hidroperéxidos
organicos.

Entre las peroxidasas se pueden distinguir aquellas que tienen grupo
hemo y las que no. Peroxidasas relevantemente caracterizada son las glutation
peroxidasas, un grupo de enzimas que se encuentran practicamente en todos
los seres vivos y cumplen un papel fundamental en la proteccion de los
organismos frente a los dafios oxidativos. Reducen principalmente H202 e
hidroperoxidos lipidicos utilizando el tripéptido glutation (GSH) como sustrato
donador de electrones. Otra peroxidasa relevante es la catalasa, una
hemoenzima que cataliza la descomposicion del peréxido de hidrégenos en agua
y oxigeno, y que en las células se encuentra especificamente asociada a
peroxisomas. La principal funcion es la de proteger a la célula contra los dafios
oxidativos derivados del H202 que se produce en varias reacciones oxidativas
llevadas a cabo en los peroxisomas. Otra peroxidasa destacable es la ascobato
peroxidasa, enzima propia de plantas, con un grupo hemo y utiliza el ascorbato
como donador de electrones (Noctor & Foyer, 1998).

Las enzimas peroxidasas pueden ofrecer ciertas aplicaciones de interés
econdémico comercial. Por ejemplo, pueden ser empleadas en biosensores,
instrumentos medidores de parametros bioldgicos o quimicos con aplicabilidad
en medicina, controles de calidad de alimentos, monitorizacion ambiental y en
investigacién. También son utilizadas en kits analiticos y de diagnéstico. Asi por
ejemplo la peroxidasa de rabano picante (HRP) se emplea conjugada a
anticuerpos que detectan moléculas indicadoras de enfermedad, como cancer.
También, las peroxidasas pueden aplicarse en el tratamiento de tintes
industriales, biorremediacion de compuestos fendélicos en aguas residuales, en

la industria papelera y en la fabricacion de tintes capilares (Pandey et al., 2017)



Ademas de las enzimas citadas anteriormente, otra familia de peroxidasas que
han sido las mas recientemente descubiertas y caracterizadas son las

peroxiredoxinas, que son el objeto de estudio de este trabajo.

2.3. Peroxiredoxinas

Las peroxirredoxinas (PRX) (E.C. 1.11.1.15) son proteinas
homodiméricas simples con actividad peroxidasa sobre una variedad de
sustratos peroxidos, como el peréxido de hidrogeno (H202), hidroperdxidos
organicos (ROOH) y el peroxinitrito (NOOH). Las PRXs existen en practicamente
en todos los seres vivos y en las células suelen contener varias isoformas
especificamente distribuidas en organulos, como citosol, mitocondrias,
peroxisomas, nucleo, cloroplastos e incluso en el espacio extracelular.

El mecanismo catalitico de las peroxirredoxinas se esquematiza en la
Figura 1. Las peroxirredoxinas contienen una cisteina en el centro activo, la
cisteina peroxidatica (Cp), que reacciona con el sustrato de peroxido oxidandose
a acido sulfinico de cisteina (C-SOH), con una constante de segundo orden de
entre 10° a 10® Ms! y una afinidad de magnitud micromolar ( Winterbourn &
Peskin , 2016). Para regenerar el centro activo reducido, el grupo sulfénico
reacciona con un grupo tiol de otra cisteina, la cisteina resolvente (Cr),
generalmente proporcionada por la misma proteina, formandose un enlace
disulfuro. Para restaurar el estado inicial, el disulfuro se reduce finalmente por un
sistema enzimatico, generalmente un sistema tiorredoxina, compuesto por
tiorredoxina reductasa (TRR) y tiorredoxina (Chae et al., 1994). En algunos casos
el tripéptido glutation (GSH) es el que proporciona la cisteina resolvente a la
peroxiredoxina y entonces el disulfido mezclado puede ser reducido por un
sistema de glutaredoxina, compuesto por glutarredoxina, GSH y glutamina
reductasa (GSR) (Rouhier et al., 2002; Pedrajas et al., 2010; Pedrajas et al.,
2016). En todo caso, el NADPH es la fuente resultante para todas las

peroxirredoxinas.
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Figura 1: Esquema del mecanismo catalitico genérico de las peroxirredoxinas,

en el que se distinguen tres fases: 1) peroxidacion, 2) resolucién y 3) reciclaje.

Las Prxs han sido clasificadas en funcioén de diferentes criterios. Unos
criterios se basan en el mecanismo de reaccion y a la cantidad de residuos de
Cys involucrados directamente en la catalisis. De este modo, se ha establecido
un criterio bastante generalizado de diferenciar a las peroxirredoxinas en cuatro
familias: tipicas 2-Cys-PRXs, atipicas 2-Cys-PRXs, 1-Cys-PRXs y PrxQ (Dietz
2001). Todos estos tipos de peroxirredoxinas estan representados en la levadura
Saccharomyces cerevisiae, como describiremos a continuacion.

Otros criterios de clasificacion se basan en la homologia y aspectos
estructurales lo que pone en evidencia la existencia de seis subfamilias de
peroxirredoxinas (Karplus, 2015). En la base de datos PREX (PeroxiRedoxin
classification indEX; http://csb.wfu.edu/prex/) se proporciona informacién
clasificatoria de las Prxs de manera no ambigua segun informacion estructural y

de secuencia del sitio activo (Soito et al., 2011).

2.4. Las peroxirredoxinas de Saccharomyces cerevisiae

La levadura Saccharomyces cerevisiae tiene cuatro tipos de

peroxirredoxinas:

e Tsalp y Tsa2p: TSA es la abreviatura de Thiol Specific Antioxidant,
nombre con el que se conocio en un principio a esta proteina purificada de
levaduras por poseer una aparente capacidad de eliminar especies
reactivas de azufre (Kim et al., 1987). Poco después se demostré que esta

proteina verdaderamente lo que hace es reducir peréxidos con los



electrones trasmitidos del NADPH a traves del sistema tiorredoxina, siendo
ésta la primera proteina en la que se caracterizé una actividad peroxidasa
dependiente de tiorredoxina (Chae et al., 1994). TSA es una
peroxirredoxina del tipo 2-Cys-PRX tipica, caracterizada por formar un
dimero con subunidades anti paralelas (dimero tipo-B) y con la cisteina
resolvente localizada proxima al extremo C-terminal. Cuando se oxida por
peroxido, la cisteina peroxidatica de una subunidad forman un enlace
disulfuro con la cisteina resolvente de la otra subunidad, que es finalmente
reducido por TRX. Existen dos genes TSA en Saccharomyces cerevisiae
(TSA1 y TSA2), que expresan las correspondientes proteinas, muy

homologas entre si y que se localizan en el citosol.

Ahplp: Esta peroxirredoxina es del tipo 2-Cys-PRX atipica, caracterizada
por formar homodimeros pero con los monémeros dispuestos con una
orientacion diferente los de TSA (dimero tipo-A). También, la posicién de
la cisteina resolvente es diferente a las de las 2-Cys-PRX tipicas. Ahplp
tiene tres cisteinas en su secuencia (C31, C62 y C120), siendo la 62 la
peroxidatica. Los primeros estudios otorgaron a C120 el papel de Cr, pero
estudios posteriores revelaron que esa funcion corresponde a la C32
(Jeong et al., 1999; Lian et al., 2012). Cuando reacciona con los peroxidos
Ahplp establece también enlaces disulfuro intermoleculares que son
reducidos por TRX. Ahplp se localiza especificamente en peroxisomas.

Prx1p: Esta es una peroxirredoxina tipo 1-Cys-PRX, lo que implica que
forma un dimero tipo-B, como TSA, pero no tiene cisteinas que actlen
como resolventes. Cuando se oxida con un sustrato peroxido, la Cp de
Prx1p forma un disulfuro mixto con el GSH que es reducido tanto por TRX
como GRX (Pedrajas et al., 2016). Esta proteina se localiza en la matriz

de las mitocondrias.

Dot5p: Peroxirredoxina tipo PrxQ. Es una proteina monomeérica y sus
cisteinas Cp y Cr estan separadas por cuatro residuos de aminoécido.
Cuando se oxida con un peroxido forma un enlace disulfuro Cp-Cr

intramolecular, que se reduce con TRX. Dot5p se localiza en el nacleo vy,
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ademas de una funcion antioxidante, se le atribuye un papel activador de
la expresion génica en la region telomérica de los cromosomas (Cha et al.,
2003; Izawa et al., 2004).

2.5. Purificacion de peroxirredoxinas.

La primeras evidencias de la existencia de las peroxirredoxinas se baso
en la proteccion antioxidante que ofrecian estas proteinas a la enzima glutamina
sintetasa, que es sensible al peroxido de hidrégeno, y utilizando esta propiedad
ciertas peroxirredoxinas fueron en un principio purificadas de la levadura S.
cerevisiae mediante una combinacion cromatografias de intercambio iénico, de
fase reversa y de exclusion molecular (Kim et al., 1988; Chae et al., 1994).
Posteriormente, la tecnologia del ADN recombinante permitio la purificacion de
una gran variedad de peroxirredoxinas de diferentes organismos mediante un
solo paso de cromatografia de afinidad.

Una proteina recombinante es aquella que procede de la expresion de un
gen disefiado por ingenieria genética uniendo secuencias de ADN de diferente
origen. De este modo, un fragmento de ADN de una especie (p. e. humana)
puede ser insertado en el ADN de otra especie (p. e. bacteria) de modo que
resulte un gen de disefio que, al ser introducido en células bacterianas, las el
producto derivado del ADN huésped. Generalmente, ADN que codifica a una
proteina de interés se inserta en un vector gendmico apropiado, generalmente
un plasmido, que aporta los elementos génicos adecuados para dirigir la
expresion de la proteina de interés en células de cultivo. El fragmento de ADN
de interés es insertado al vector adyacente a una secuencia que codifica un
determinado péptido (Tag), de modo que, cuando se expresa el ADN
recombinante, se crea una proteina de fusion, constituida por la unién del
péptido Tag con la proteina de interés. El péptido Tag ofrece la capacidad de
unir especificamente a la proteina recombinante a un determinado ligando de
una cromatografia de afinidad, un tipo de cromatografia muy selectivo que
permite la purificacion a homogeneidad de una proteina a partir de un extracto

proteico celular.
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Figura 2: Representacion esquematica de la obtencion de una proteina

recombinante mediante ingenieria genética.

En la mayoria de los casos en los que se han purificado peroxirredoxinas
para su estudio y caracterizacion se ha procedido a la fabricacion de genes
recombinantes y a su expresién en células bacterianas. No obstante, la
expresion de una proteina de origen eucariético en células bacterianas puede
dar como resultado una proteina con relevantes diferencias estructurales y
funcionales a la proteina nativa, ya que las bacterias carecen de muchos
mecanismos de modificacion pos-traduccional que requieren muchas de las
proteinas eucaridticas.

En este trabajo se ha tratado de purificar peroxirredoxinas nativas a partir
de extractos celulares de S. cerevisiae utilizando procedimientos de purificacion
inespecificos. Para la deteccion de las peroxirredoxinas en muestras complejas
se ha puesto a punto un ensayo enzimatico especifico de actividad peroxidasa

dependiente de tiorredoxina.
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3. OBJETIVOS

El objetivo de este Trabajo Fin de Grado (TFG) trata de la purificacion de
peroxirredoxinas a partir de un extracto de células de levadura Saccharomyces
cerevisiae utilizando para su deteccion su actividad peroxidasa dependiente de
tiorredoxina.

En este estudi6 se definira una proteina con unas caracteristicas analogas
a otras, teniendo en cuenta el material del laboratorio autorizado.

En dicho procedimiento estudiaremos las condiciones mas adecuadas y
eficaces para la obtencion de la maxima cantidad de proteinay pureza, a partir
de un método directo

Los objetivos especificos propuestos para esta investigacion seran
principalmente la cromatografia liquida de intercambio iénico en DEAE sefarosa,
posteriormente continuaremos con una cromatografia de intercambio i6nico en
columna UNO-Q, seguida de una cromatografia de exclusibn molecular en
columna Superose 6,y finalmente se examinara mediante una electroforesis en

SDS para mayor comprobacion.

4. MATERIALES Y METODOS.

4.1. Reactivos.

Tert-Butilhidrperéxido (t-BuOOH), persulfato amonico (PSAM), albumina
de suero bovino (BSA), cocktail de inhibidores de proteasas, Trizma, etilen-
diamino-tetra-acético (EDTA), Triton X-100, fenil-metil-sulfonil fluoruro (PMSF) y
NADPH fueron suministrados por Sigma. Tetrametiletilendiamida (TEMED),
ditiotreitol (DTT) y disolucién acrilamida-bisacrilamida (30% p/v, 19:1) fueron de

Bio Rad. Zimoliasa 20T fue suministrada por US Biologicals.

12



4.2. Cultivos celulares.

El medio de cultivo de la levadura Saccharomyces cerevisiae fue YPD
BROTH (Pronadisa). Los cultivos se incubaron a 30° C en agitacion orbital
durante 24 horas. Las células fueron recolectadas por centrifugacion (2.000xg,

30min, 4° C) y se conservaron a -20°C.

4.3. Lisado de células y homogeneizacion.

5 gramos de células Saccharomyces cerevisiae se disolvieron en 25 mL
de tampdn de homogenizacion compuesto de Tris-HCI 50 mM, pH 7,5, 0,1mM
DTT, 0,1% p/v Triton X-100, 1mM EDTA, 1mM de PMSF al que se anadié 25 pL
de un cocktail de inhibidores de proteasas y 25 mg de Zimoliasa 20T. Las células
se lisaron por sonicacién con un sonicador (Bandelin Sonopuls HD 2070) durante
1 hora, manteniendo la disolucion en un bafio de hielo. Seguidamente se
centrifugd a 10.000xg durante 30 min a4C° y el sobrenadante constituyo el

extracto libre de células (ELC).

4.4. Cromatografias.

Las cromatografias empleadas fueron:

- Cromatografia de intercambio iénico en DEAE sefarosa (GE
Healthcare) en columna de 4 x 2 cm, equilibrada con tamp6n Tris-HCI
25 mM, pH 7,8. Tras aplicacion de la muestra y lavado con tampon de
equilibrio, se aplicé un gradiente lineal de 0 a 0,5 M de NaCl en tampdn
de equilibrio, en un volumen total de 100 mL. Finalmente, la columna
fue regenerada con 1 M NaCl. El flujo de la cromatografia fue de 1
ml/min, regulado con una bomba peristéltica (Gilson Minipuls 3)

- Cromatografia de intercambio ionico en columna UNO Q-1 (BioRad)
acoplada a wun equipo FPLC (Fast Performance Liquid
Chromatography) Bio Logic DuoFlow (BioRad), equilibrada con
tampodn Tris-HCI 50mM, pH 8. Tras la aplicacion de la muestra vy el

13



lavado correspondiente con tampdén de equilibrio, se aplico un
gradiente lineal de 0 a 0,5 M de NaCl en tampon de equilibrio, en un
volumen total de 20ml. Posteriormente, la columna fue regenerada con

1 M NacCl. El flujo de la cromatografia fue de 1ml/min.

- Cromatografia de exclusion molecular en una columna Superose 6 HR
10/30 (Pharmacia), acoplada a un equipo FPLC Bio Logic DuoFlow
(BioRad) y equilibrada con tampoén Tris-HCI 50mM, pH 8. El flujo de la

cromatografia fue de 0,2 ml/min.

4.5. Didlisis y concentracion de muestras.

Para eliminar moléculas de bajo peso molecular de una muestra y cambiar
las caracteristicas i6nicas (pH y salinidad) del disolvente, la muestra fue
sometida a didlisis consistente en el cierre de la muestra en bolsa de membrana
Spectra/Por MWCO 8000 (Spectrum Labs. Com.) en inmersion de la bolsa en
una disoluciéon tampon de las caracteristicas deseadas de un volumen al menos
20 veces mayor que la muestra. Se mantiene la muestra sumergida de este
modo durante al menos seis horas a 4° C para conseguir el equilibrio osmotico
entre el espacio interno y externo de la bolsa.

Para concentrar las muestras se utilizaron unos dispositivos de
ultrafiltracion por centrifugacion acorde con las instrucciones del fabricante
(Ultracel YH-10 Centricon, Millipore).

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

Para la electroforesis de proteinas se fabricaron geles de poliacrilamida
con dos partes diferenciadas: el gel separador que contiene un 12% p/v de
acrilamida, 4,6 % p/v Tris-HCI, 0,1 % p/v dodecilsulfato sodico, 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 polimerizacion de la acrilamida se indujo
afiadiendo 10 uL de PSAM al 10% p/v y 3uL de TEMED por mililitro de disolucion.

14



Las muestras sometidas a electroforesis se desnaturalizaron
mezclandolas en proporcién 3:1 con tampon de carga (200mM Tris-HIC, pH 6,8;
6% p/v SDS; 4% v/v B-mercaptoetanol; 60% v/v glicerol; 0,3% p/v azul de
bromofenol) y exponiéndolas a 100° C durante 5 minutos.

La electroforesis se llevd a cabo en tampodn Tris-glicina-SDS (0,69 % p/v
Tris, 2,88 % plv glicina, 0,1 % p/v SDS) en un equipo MiniProtean (BioRad) bajo
un voltaje constante de 200V regulado por una fuente de alimentacion PowerPac
Basic (BioRad).

Tras la electroforesis los geles fueron tefildos con una disolucién de azul
Coomasie (0,1 % p/v Coomassie Blue R-250 en &cido acético al 10% v/vy 40 %

v/v metanol, respectivamente).

4.7. Ensayo de actividad tiorredoxina peroxidasa.

El ensayo enzimatico de actividad peroxidasa dependiente de tiorredoxina
consistio en una disolucion de 100 pL que contiene 250 uM NADPH, 0,5 uM
Trr2p (Tiorredoxina reductasa 2 de S. cerevisiae), 5 uM Trx3p (Tiorredoxina 3 de
S. cerevisiae), 20uL de muestra y 100uL t-BuOOH en tampén HEPES 50mM, pH
7. Las proteinas recombinantes Trr2p y Trx3p fueron purificadas como se
describe en Pedrajas et al. (1999). Se analiza por espectrofotometria el
detrimento de absorbancia a 340nm debida a la oxidacion de NADPH. Se define
una unidad enzimatica (U) como la enzima necesaria para consumir 1umol de
NADPH por minuto considerando un coeficiente de extincion para el NADPH de
6220 M-icm?.

U/mL = pmol x mint x mIt= (AAzso/min) x V x € x d* x vt x 10°
V: volumen de reaccion (L)
e: coeficiente de extincion molar

d: paso de luz de la cubeta de espectrofotometria (1cm)

v: volumen de la muestra (ml)
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4.8. Determinacion de la concentracion de proteinas.

La concentracion proteica de las diferentes muestras ensayadas en el
estudio se determin6 siguiendo el método colorimétrico de Bradford, utilizando el
reactivo Protein Assay Dye Concentrate Solution (BioRad) y una disolucion
estandar de BSA (1 mg/ml) para establecer un patron de referencia proteina-
absorbancia.

5. RESULTADOS Y DISCUSION.

Nuestro estudio trata la purificaciébn de peroxiredoxinas a partir de un
extracto de células de levadura Saccharomyces cerevisiae empleando para su
deteccién su actividad peroxidasa dependiente de tiorredoxina. Las células
fueron cultivadas en un medio nutritivo completo en condiciones suaves, como
se describe en Materiales y Métodos. Para la lisis celular se tuvo en cuenta que
el medio de homogeneizacién tuviera una serie de compuestos que
contribuyeran a preservar la integridad proteica y actividad enzimatica de las
peroxirredoxinas. Se incluyeron un cocktail comercial de compuestos, PMSF y
EDTA como compuestos inhibidores de proteasas. La Zymoliasa 20T contribuye
a la degradacién de la pared celular de las levaduras y el Tritdbn-X100 a disolver
las membranas celulares. EI DTT fue incluido en el medio de homogeneizacion
porque contribuye a preservar la actividad peroxidasa de las peroxirredoxinas.
La rotura celular se completé mediante sonicacién, que produce micro burbujas
en la disolucion por cavitacion ultrasdnica que provocan la rotura celular. El
homogenado se somete a centrifugacion para descartar particulas insolubles y
el sobrenadante se sometié a dialisis frente a tampén Tris-HCI 25mM, pH 7,8,
para eliminar compuestos de bajo peso molecular. La muestra resultante, con
una concentracién de proteinas de 8 mg/ml, aproximadamente, constituyé el
extracto libre de células (ELC), material de partida de la purificacion.

Previo a la purificacion, se realizaron una serie de ensayos empleando
como muestra a ELC, para validar el método de propuesto de determinacion de
actividad peroxidasa dependiente de tiorredoxina en muestras complejas de
proteinas. Se consideré necesario dializar la muestra para eliminar pequefas

moléculas y metabolitos que pudieran interferir con el ensayo enzimatico. Por
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ejemplo, el glutation es un tripéptido que interviene en la actividad de las enzimas
glutatiéon peroxidasa. De contener la muestra glutation, la actividad peroxidasa
debida a las glutation peroxidasa podria enmascarar la actividad peroxidasa de
las peroxirredoxinas. Por otro lado, se eligio el tert-butilhidroperéxido (t-BuOOH)
como sustrato, ya que este peroxido no puede ser consumido por la enzima
catalasa que contenga la muestra.

Los resultados de las pruebas de actividad tiorredoxina peroxidasa (TPX)
se muestran en la Figura 3. El ensayo completo, con ELC, Trr2p y Trx3p,
muestra un consumo muy destacado de NADPH ligado a la presencia del
peroxido en el ensayo. El consumo es practicamente inexistente en ausencia de
ELC, luego la actividad peroxidasa es debida a proteinas del extracto. Tampoco
hay actividad si se suprime la tiorredoxina reductasa del ensayo, por lo que la
actividad es dependiente de sistema tiorredoxina completo. No obstante, se
aprecia algo de actividad cuando se suprime la tiorredoxina del ensayo. Este
efecto puede ser debido a que la muestra ELC contiene cierta cantidad de
tiorredoxina, propias de la levadura, que permita cierta actividad tiorredoxina
peroxidasa. El afiadido de Trx3p que aporta el ensayo potencia la actividad
peroxidasa de las peroxirredoxinas de la muestra. Por tanto, el método de
ensayo enzimatico disefiado parece ser efectivo para detectar la actividad

peroxidasa de las peroxirredoxinas contenidas en una muestra compleja.
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Figura 3: Actividad tiorredoxina peroxidasa en ELC de S. cerevisiae. Se analiza
el consumo de NADPH en una mezcla de ensayo descrita en Materiales y
Métodos.1) Ensayo completo, 2) ensayo sin ELC, 3) ensayo sin Trr2p y 4)
ensayo sin Trx3p. Las barras de error muestran la desviacion estandar de tres

determinaciones diferentes.

El primer paso de purificacion consistié en una cromatografia liquida de
intercambio i6nico en DEAE sefarosa. Como se ha referido anteriormente, la
muestra ELC fue dializada frente un tampon ligeramente alcalino (pH 7,8) con el
fin no solo de eliminar pequefios metabolitos sino también para tratar que las
peroxiredoxinas de la muestra adquieran carga neta negativa y asi poder ser
adsorbidas a la DEAE cromatografia, de carga positiva. Tras aplicacién de la
muestra ELC a la columna se lavé con tampon de equilibrio y seguidamente se
aplico un gradiente lineal de cloruro sédico para eluir las proteinas adsorbidas a
la columna. Finalmente, se aplicd un tampdn con alta concentracién de cloruro

sédico para eliminar toda proteina adsorbida y regenerar la matriz cromatografia.
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Se recolectaron fracciones de 5 ml que se analizaron por su contenido en
proteinas y por su contenido especifico en peroxirredoxinas en base a su
actividad tiorredoxina peroxidasa. El cromatograma resultante se muestra en la

Figura 4.
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Figura 4: Cromatograma de la cromatografia de la muestra ELC en DEAE
sefarosa. La linea azul muestra el perfil de elucién de proteina en base a la A280.
La linea naranja muestra la actividad tiorredoxina peroxidasa. La linea punteada
representa la fase de aplicacion del gradiente de NaCl. Las fracciones contienen
un volumen de 5 ml.

En la cromatografia en DEAE sefarosa, parte de la actividad tioredoxina
peroxidasa no se retuvo en la matriz cromatografia y se eluy6 en una serie de
picos poco definidos durante la fase de carga y lavado. No obstante, parte de la

actividad quedo retenida en la columna y fue eluida en un pico cromatografico
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bien definido hacia la mitad de la fase de gradiente. En la fase de regeneracion
tras el gradiente no se detect6 actividad tiorredoxina peroxidasa. Se recolectaron
las fracciones correspondientes al pico de actividad eluido en el gradiente,
conformando la muestra denominada DEAE, cuya concentracion de proteina y
actividad TPX se muestran en la Tabla 1.

A continuacion se realizd otra cromatografia de intercambio i6nico en
columna UNO-Q equilibrada en Tris-HCI 50 mM, pH 8, acoplada a un equipo
FPLC. Si bien la columna UNO-Q presenta unas propiedades cromatograficas
similares a la DEAE, se optO por hacer la prueba porque a priori aporta mayor
resolucion cromatogréfica. La muestra DEAE fue primero dializada frente a Tris-
HCI 50 mM, pH 8, y se aplicé a la columna UNO-Q. Tras lavado de la columna
con tampon de equilibrio, se aplicé un gradiente de CINa vy, finalmente, se
regenerd la columna con alta concentracion de CINa. La Figura 5 muestra el
cromatograma de la purificacién, solamente en la fase del gradiente ya que fue

la Unica fase de la cromatografia en la que eluyé proteina y actividad TPX.
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Figura 5: Cromatograma de la cromatografia de la muestra DEAE en UNO-
Q. La linea azul muestra el perfil de elucion de proteina en base a la A280.
La linea naranja muestra la actividad tiorredoxina peroxidasa. La linea

punteada representa la fase de aplicacion del gradiente de NacCl.

La cromatografia en UNO-Q no resultd lo suficientemente resolutiva que
se esperaba pues la actividad TPX eluy6 en un pico asimétrico con una extendida
“cola de novia”. Se recolectaron las fracciones que presentaron mayor actividad
TPX (volumen de elucion 4-9 ml) conformando la muestra UNO-Q, cuya
concentracion de proteina y actividad TPX se expresan en la Tabla 1.

Seguidamente se realiz6 una purificacion en funcion del tamafio de las
proteinas mediante una cromatografia de exclusibn molecular en columna
Superose 6 (Pharmacia), disefiada para su uso en sistema FPLC y que tiene un
rango de exclusion de proteinas de tamafio entre 5x10° a 5x10° Daltons. En las
cromatografias de exclusion molecular, la retencién ejercida se debe al tamafio
de los poros de la matriz. Las moléculas mas pequefias permanecen mas
retenidas porque penetran dentro de los poros, mientras que las moléculas
grandes no quedan retenidas y salen antes. La limitaciébn de este tipo de
cromatografia estriba fundamentalmente en el volumen de muestra aplicada, que
no deberia exceder el 1% del tamafio de la columna, con el fin de obtener una
Optima resolucién. Por este motivo se concentrd la muestra UNO-Q mediante
dispositivos de ultrafiltracién por centrifugacién. Una vez reducido el volumen de
la muestra, se aplicé a la columna y seguidamente se aplicé un flujo de tampdn
Tris-HCI 50 mM, pH 8, de 0,2 ml/min. Se recolectaron fracciones de 1 ml a las
que se analizé el contenido en proteina y la actividad TPX. El cromatograma

resultante se muestra en la Figura 6.
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Figura 6: Cromatograma de la cromatografia de la muestra UNO-Q en Superose
6. La linea azul muestra el perfil de elucion de proteina en base a la A280. La

linea naranja muestra la actividad tiorredoxina peroxidasa.

El cromatograma muestra un pico de actividad TPX relativamente
simétrico ligeramente desplazado a un gran pico de proteina, por lo que no se
percibe una buena separacion de las peroxirredoxinas del resto de las proteinas
contaminantes de la muestra. Se recolectaron las fracciones correspondientes al
maximo de actividad, que conformé la muestra Superose, cuya composicion en
concentracion de proteina y actividad se muestran en la Tabla 1. La cantidad
total de actividad TPX de la muestra resultante fue tan escasa que se desestimé
seguir con nuevos pasos de purificacion. El balance global de la purificacién se

muestra en la Tabla 1.
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Tabla 1: Balance de purificacion

de la actividad tiorredoxina peroxidasa de

levadura.
Actividad Actividad | Actividad
Volumen | [Prot.] o . R
enzimatica | Total especifica E
(ml) (mg/ml) (%)
(mU/ml) (mU) (mU/mg)
ELC 30 8,01 83,5 2505 10,4 100 |1
DEAE
11 1,3 70 770 53,8 31 |52
UNO-Q 5 1.4 114 570 81,4 23 |78
Superose | 2 14 114 228 81,4 9 7,9

R: Rendimiento, porcentaje de actividad total de la muestra resultante de la
purificacion con respecto a la muestra original. E: Enriquecimiento, nimero de
veces que es mas pura en actividad TPX con respecto a la muestra original y se
calcula como el cociente entre la actividad especifica de la muestra resultante y
el de la muestra original.

Los pasos de purificacion realizados con las cromatografias de
intercambio i6nico supuso un avance en el proceso de purificacion en tanto se
logré incrementar el grado de purificacion, si bien supuso una pérdida de mas
del 70% de la actividad total. La pérdida de la actividad puede ser atribuida a la
diversidad de isoenzimas peroxirredoxinas que tiene la levadura, como se indica
en la introduccién. Por eso, la actividad enzimatica TPX dificilmente se puede
aglutinar en un solo pico cromatografico de actividad. De hecho en la primera
cromatografia de intercambio ionico (DEAE) se advierte una dispersion de la
actividad TPX durante el proceso de lavado. La cromatografia de exclusiéon

molecular no result6 satisfactoria para el proceso de purificacién pues no supuso
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practicamente ningun grado de enriquecimiento con respecto a la muestra
precedente, mientras que supuso una pérdida de actividad total de enzima,
llegandose practicamente a la extenuacion de la actividad. Esto parece indicar
que las peroxirredoxinas no resisten un prolongado proceso de purificacion y se
inactivan con el tiempo.

Se realizé una electroforesis en condiciones desnaturalizantes (SDS-
PAGE) para analizar el contenido en proteinas de las muestras implicadas en la

purificacion. El resultado de la electroforesis se muestra en la Figura 7.
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Figura 7. SDS-PAGE de las muestras implicadas en la purificacion. MWW:
Proteinas marcadoras cuyo peso molecular (kDa) se indica al lada de cada
banda (Low Molecular Weight Calibration Kit for SDS Electrophoresis, GE
Healthcare)
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En la electroforesis se aprecia una disminucién en el numero de bandas
de proteina en las sucesivas muestras purificadas. En la muestra final
(Superosa) se observa la desaparicion de proteinas de alto peso molecular,
acorde con la funcién de este tipo de cromatografia de separar a las proteinas
en funcién de su tamafo. Sin embargo, se observa un reguero de bandas de
bajo peso molecular que no se observan en la muestra precedente (UNO-Q), lo
que parece indicar que las proteinas de esta muestra se estdn degradando, lo
que corrobora la acusada pérdida de actividad TPX resultante de este paso de
purificacion. Por otro lado, se puede observar una destacada banda de proteina
(*) de tamafio en torno a 27 kDa que pudiera corresponder con la peroxirredoxina
mitocondrial de levadura (Pedrajas et al., 2016).

6. CONCLUSION.

Anteriormente a la purificacidon se realizaron una serie de ensayos
enzimaticos empleando como muestra el ELC, para la determinaciéon de
actividad peroxidasa dependiente de tiorredoxina en muestras complejas de
proteinas. El método disefiado era efectivo para poder detectar dicha actividad
peroxidasa.

Es posible que sea la cromatografia la que establezca la validez del
proceso total de purificacion, en nuestro caso las cromatografias de intercambio
ibnico supuso un avance en el proceso de purificacion con el que se logré
incrementar el grado de purificacion.

El otro método de purificacion, la cromatografia de exclusion molecular
no resulté tan satisfactorio para el proceso de purificacién, no admitié
practicamente ningun grado de enriquecimiento con respecto a la muestra
precedente.

Hay estudios semejantes a los que nosotros hemos elaborado, como en
la revista Analytical Biochemistry. La purificacion de proteina que denominamos
Ahpl, mediante los métodos cromatograficos de intercambio ionico llevadas a
cabo, fueron un gran progreso para poder detectar dicha proteina. Donde la

actividad de la peroxidasa ensayada era dependiente del H202 y NADPH en
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presencia de Trx y TR en ambas cromatografias de intercambio i6nico y se

eluyen con un amplio pico

Otro estudio de la revista The journal of Biological Chemistry purifica la
proteina denominada Tsa 1p que emplean también similares métodos que en
nuestro trabajo. Pero el ensayo es diferente, este ensayo de la glutamina
sintetasa (GS) consiste en que la GS se fragmenta con el H202 y la inactiva, por
lo que vemos que es un método indirecto, nosotros lo que hemos aplicado es un
meétodo directo donde las enzimas apropiadas de la Prx le transmiten los
electrones y lo que medimos es el consumo directo de NADPH, debido a la
actividad tiorredoxina peroxidasa.

Con los datos obtenidos, posiblemente en nuestra muestra exista la
presencia de pequefias cantidades de isoenzimas neutras que contiene la
levadura. La purificacion no ha salido conforme lo esperado, ya que nosotros
hemos empezado el punto de partida con una cantidad relativamente pequefia,
pero en nuestro caso al emplear un método directo, las células que empleamos

se van gastando poco a poco al intentar hacer mas ensayos de purificacion.
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