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Resumen del proyecto

Durante décadas el paradigma central de la biologia redox fue que ciertos aminodcidos reactivos son blanco de oxidantes y que los
seres vivos poseen enzimas antioxidantes para reparar el “dano oxidativo”. Hoy sabemos que varias enzimas “antioxidantes” son
traductores de sefnales que median entre oxidantes fisioldgicos y factores de transcripcion. La mayoria de estas enzimas dependen
de la oxidacidn reversible de cisteina. A diferencia de lo que sucede con la cisteina, la oxidacién reversible de metionina a sulféxido
de metionina (MS0) ha recibido menos atencién y su rol en biologia estd menos explorado. Varios organismos poseen metionina
sulfoxido reductasas (MSR), lo que sugiere que ésta oxidacion es biolégicamente relevante. Recientemente se descubrié una familia
de enzimas con capacidad de oxidar metionina y su descubrimiento auguraba la existencia oxidadas y reductasas capaces de
generar ciclos de regulacidn centrados en la oxidacién reversible de metionina, andlogo al formado por quinasas y fosfatasas. Sin
embargo, desde entonces muy pocas MOX han sido descubiertas y aprendimos que las MSR no son tan ubicuas como originalmente
considerdbamos. Este proyecto se baso en la hipétesis de que existen nuevas MSR y MOX por descubrir, fundamentalmente en
procariotas. Para descubrir en este proyecto nos propusimos combinar genémica comparativa, metagenémica funcional, ingenieria de
genomas y bioquimica de proteinas encontrar estas enzimas. En el proceso se requirid la implementacién de técnicas que no se
usaban corrientemente en nuestra comunidad asi como el el desarrollo de nuevas herramientas. Completamos el proceso con éxito,
teniendo como principales resultados la formaciéon de recursos humanos, publicaciones en revistas internacionales y enzimas nuevas
descubiertas por los métodos desarrollados en este trabajo, para continuar su caracterizacién. Un resultado intangible pero de gran
valor es la solida red de colaboradores nacionales y extranjeros que fue nutrida gracias a su participacion en este proyecto.

Ciencias Naturales y Exactas / Ciencias Bioldgicas / Bioquimica y Biologia Molecular / Biologia Redox

Palabras clave: metagenomica / biologia redox / metionina /
Antecedentes, problema de investigacion, objetivos y justificacién.

Desde sus origenes en la década del ‘80, el paradigma central de la biologia redox fue que ciertos aminodcidos poco abundantes como
ser cisteina, metionina o triptéfano son blanco in vivo de moléculas oxidantes como el perdxido de hidrégeno, hipoclorito o peroxinitrito,
resultando en aminodcidos “dafados” para cuya reparacion los seres vivos cuentan con mecanismos enzimadticos especificos [1]. Sin
embargo, en la Gltima década el trabajo varios grupos (incluyendo importantes aportes desde Uruguay) han contribuido a cambiar
este paradigma al descubrir que ciertas enzimas tradicionalmente identificadas como “antioxidantes” actdan en realidad como
“antenas” de oxidantes, siendo modificadas por éstos y transmitiendo la sefal redox hacia moléculas efectoras, principalmente
factores de transcripcion [2], [3], [4]. A diferencia de lo que sucede con la cisteina, cuya oxidacién esta ampliamente reportada como
un mecanismo reversible y controlado de traduccion de sefiales redox [10], la oxidacién reversible de metionina ha recibido menos
atencion y su rol en biologia estd poco explorado [6], [7]. Las razones fundamentales son que los métodos proteémicos son ineficientes
para identificar MSO, la forma oxidada de metionina que es bioldgicamente relevante [8], que no hay métodos de marcado quimico
eficientes para discriminar entre metionina (Met) y MSO en muestras bioldgicas complejas [9] y que los sensores genéticamente
codificados (“biosensores”) desarrollados para detectar MSO [10], [11], [12], [13] son sustancialmente menos confiables que sus
versiones para otros oxidantes o formas oxidades de proteina [14].

La metionina es un aminodcido esencial y la mayoria de los organismos poseen enzimas llamadas metionina sulféxido reductasas
(MSR) que reparan su forma oxidada, lo que sugiere es una modificacién biolégicamente relevante [15], [16], [17], [18], [19]. Existen 6
familias de MSR no relacionadas evolutivamente (distinta secuencia, plegamiento, mecanismo). Tres de ellas (msrA, msrB y msrC) son
enzimas citosdlicas, sin cofactor, y presentes tanto en eucariotas como en procariotas. La redundancia se explica, en parte, porque
poseen diferencias en su especificidad de sustrato. Las otras tres familias de MSR (bisC, dmsA y msrP) estdn presentes solo en
procariotas y son enzimas ancladas en la membrana, orientadas hacia el medio extracelular y dependientes de molibdeno. Varios
estudios sugieren que reciben electrones de la cadena respiratoria [20], [21], [22]..

Si bien la oxidacién de metioninas fue originalmente considerada como “dano oxidativo”, hoy sabemos que participa en varios procesos
fisioldégicos como ser la activacion de un factor de transcripcion bacteriano hypT que sensa hipoclorito [23], la regulacién de la funcién
de la quinasa cardiaca dependiente de calmodulina CaMKII [24], [25] o la regulacién de la dindmica del citoesqueleto de actina [26],
[27], entre otros. Sin embargo, la oxidacién de Met por oxidantes quimicos es poco probable, tanto por razones quimicas como
bioldgicas [2], [6]. En un contexto donde la biologia redox ha estado fuertemente influenciada por interpretaciones quimicas, esto ha
significado un freno a la investigacién sobre la biologia redox de metionina. Sin embargo, esto cambio con el descubrimiento de
enzimas especificas para la oxidacién de metioninas llamadas MICALs [26], [27]. La existencia en un mismo organismo de “oxidasas de
metionina” (MOX) y MSR sugeria la capacidad de sustentar ciclos de regulaciéon redox centrados en la modificacién reversible de
metionina, andlogo al formado por quinasas y fosfatasas [6], [7], [28]. Sin embargo, entre el descubrimiento de las MOX (afio 2010) y la
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actualidad, el drea no tuvo el desarrollo supuesto fundamentalmente debido a que la actividad MOX resulto ser muy especifica de un
conjunto chico y evolutivamente restringido de enzimas eucariotas [26], [29], [30] y, en segundo lugar, las MSR son menos ubicuas de lo
que creiamos. Es particularmente llamativo el hecho de que varios géneros de bacterias de la microbiota intestinal, rumen y especies
parasiticas no posean genes para MSR, al menos no homélogos a los conocidos actualmente. En conclusidn, se habia postulado un
mecanismos de regulacion redox sitio-especifico, regulado y reversible el cual, por el momento, no puede universalizarse [6], [23], [31].

En este proyecto nos pospusimos intentar encontrar las enzimas faltantes capaces de sustentar la existencia de mecanismos
reversibles basadas en la oxidacién de metioninas usando herramientas experimentales enfocadas en “descubrir” mas que en
caracterizar. Para descubrir enzimas propusimos emplear técnicas de metagendmica funcional experimentales y novedosas, ya que
ni los mas avanzados métodos de prediccion de estructura a partir de secuencias pueden predecir funciones de genes o descubrir
nuevas actividades enzimdticas [32]. La aproximacién que usamos califica como metagendmica “funcional”, y consiste aislar ADN de
organismos o de muestras complejas (materia fecal, muestras de suelo, etc.) fragmentarlo, ligarlo a vectores y expresar las proteinas
codificadas en esos fragmentos de ADN en un huésped heterélogo, comunmente E. coli [33]. Estas librerias de pldsmidos no son
comerciales, deben generarse segun cada muestra y, hasta este proyecto, en base a métodos artesanales y poco reproducibles. El
segundo punto es la generacidn de “cepas reporteras”, es decir, un organismo de fdcil manipulacién donde las actividades en cuestién
puedan ser exploradas ya se por métodos de deteccién quimica o selecciones genéticas. Usando la busqueda nuevas enzimas MSR y
MOX como base, este proyecto contribuyo a desarrollar métodos, descubrir enzimas y abrir nuevas avenidas de investigacion.

El Objetivo especifico 1 (OE1) fue la generacidon de librerias de ADN gendmico, lo que implico el crecimiento de varias bacterias
distintas, o la obtencién de su ADN gendmico por terceras partes, y su manipulacion para generar fragmentos de 1500-3000 pares de
bases, los cuales luego pudieran ser ligados a un pldsmido para su amplificacién y manipulacién. Para cumplir este objetivo fue
esencial el apoyo del grupo del Dr. Berkmen, cotutor de la MSc. Flérez.

El OE2 fue la generacidn de librerias a partir de metagenomas. Esto implico un reto mayor ya que el material genético de partida es
heterogéneo y hasta cierto punto desconocido. La meta original fue partir de material genético extraido de heces humanas, y de sitios
subgingivales (microbiota oral) pero aun no llegamos a cumplir con esas muestras. Sin embargo, se logro una librerias de
metagenoma a partir de heces de perro con un nivel de insercidn correcto. En ambos casos, tanto de OE1 como de OE2 usamos
métodos convencionales de geles de agarosa para determinar el porcentaje y largo promedio de los insertos en cada librerias (en
base a una muestra de 96 colonias) y secuenciacion de lecturas largas PacBio del total de la libreria para determinar la cobertura (en
caso de libreria gendmicas) o la diversidad (en caso de la libreria metagendmica). Los detalles se encuentran publicados en [34]. Es
importante aclarara que a lo largo de este proyecto también se hicieron intentos para generar librerias metagenémicas de fésmidos,
si bien por el momento no hemos lo hemos logrado, en parte por el costo de los insumos.

Un aspecto que no consideramos con la suficiente relevancia al comienzo de este proyecto fue la necesidad de generar nuevas cepas
ingenierizadas de Escherichia coli. Contdbamos con una variedad de cepas ya preparadas con anterioridad capaces de reportar para
la funcién de seleccidn de MSRs, asi como cepas que podiamos usar en las selecciones de MOXs. Sin embargo, a lo largo de los
experimentos del primer ano identificamos la necesidad de generar una nueva versién de la cepa “de trabajo” para reducir el numero
de falsos positivos. Para ello se puso a punto el método de ediciéon de genomas por recombinaciéon homologa [35] el cual, a lo largo de
estos anos, fue aplicado decenas de veces, produciendo ya una gran cantidad de cepas ingenierizadas “nacionales”.

En este proyecto, el OE3 fue el centro tdctico del mismo y donde las herramientas generadas se integraron en propiciar un
descubrimiento. Su implementacién requirié un gran esfuerzo de adaptaciéon de medios de cultivo minimos con una composicidn
definida, testeando durante meses diferentes combinaciones de agar, aminodcidos, azucares, etc. Este proceso aun no esta reportado
y serd parte del articulo principal de la tesis de la MSc. Flérez, en elaboracién. Bdsicamente, en la concrecidn de este proyecto
combinamos cepas ingenierizadas auxétrofa para Met, incapaces de reducir MSO, sobre medios donde la Unica fuente de Met era
MSO, N-acetilmetionina sulféxido, metionina sulfona o metionina sulfoximina, con las librerias de pldsmidos que -potencialmente-
portan enzimas capaces de convertir estas formas de metionina en metionina biodisponible y permitir el crecimiento de la cepa. El
resultado es que se obtuvieron cientos de hits, los cuales se analizaron fenotipicamente en medios de seleccién capaces de
discriminar entre hits reales y “bypass” (revertantes de auxotrofia), y luego se analizaron una decena de hits potencialmente
interesantes como MSR, llegdndose a 15 muy relevantes de los cuales se dio continuidad a uno, por no tener identidad de secuencia
con ninguna MSR conocida. Respecto a las otras formas de metionina, no se obtuvieron colonias capaces de crecer, lo que sugiere que
al menos en nuestras librerias no hay enzimas que puedan catalizar estas reacciones. Esto nos llevo directamente al OEé, sobre el
cual estamos trabajando.

Es importante destacar que al o largo de estos experimentos contamos con el apoyo de un nuevo colaborador, Dr. Sina Ghaemmaghami
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de la Universidad de Rochester, Estados Unidos, experto en proteémica, quien estudio en detalle el proteoma de las cepas
ingenierizadas para demostrar sus niveles de oxidacién, alteraciones redox y capacidades metabdlicas cambiadas. Adicionalmente
con el objetivo de estudiar aspectos mecanisticos de algunos hits, se generaron cepas con “compromiso redox” mediante la delecién
de las enzimas gor y trxB, responsables del sistema GSH:Grx y Trx. Estas cepas las genero la becaria Belén Mdarquez en apoyo a este
proyecto, y fueron caracterizadas por espectrometria de masa/protedmica.

El OE4 tenia como meta el desarrollo del método de “screening” para “actividad MOX" y aplicacidn del mismo al descubrimiento de
nuevas enzimas a partir de librerias de genomas, como se mencioné en el proyecto original, no disponemos de un buen método de
seleccidn genética para descubrir MOX. La expresidon de MICALs en DELTA6 no compromete la viabilidad celular (Manta, no
publicado). En consecuencia, optamos por métodos de “screening” con reporteros fluorescentes (“biosensores”) derivados de MetROX y
MetSOX [10] y desarrollados por el responsable (Manta, no publicado). Se indico en la propuesta de que se trataba de el Gnico OE de
alto riesgo y, como tal, no logamos obtener resultados contundentes que sugieran que el método de deteccidon funciona como
esperamos, por lo cual por el momento se interrumpié este OE. Como nota relevante, gracias la colaboracién con el Dr. Comini y Zeida,
disenamos un nuevo biosensor que creemos puede funcionar pero aun no pudimos testearlo por falta de recursos humanos y
materiales.

ELl OE5 se caracterizaba por ser el Unico integramente bioinformatico, apoyado primeramente en companeros bioinformadticos del LGM,
cuando el mismo estaba dirigido por Gergorio Iraola, y por una técnica contratada, la MSc. (ahora Doctora) Daniela Costa. Como se
menciono anteriormente, la renuncia del Dr. Iraola y la escasa productividad de la MSc. Costa comprometieron este OE, el cual
termino apoyado por el Dr. Mariotti. Realizamos un tamizado bioinformadtico de todos los genes con PFAM de Msr, sobre un pool de
unas 4000 especies procariotas, informacién que fue analizadas para identificar géneros bacterianos cultivables o de los cuales
obtener ADN genémico, que no posean MSRs en su genoma. Esto nos llevo a enfocarnos en Bifidobacteria XXXX, cepa que fue
compradas en un banco de cepas, crecida y su gADN extraido para hacer librerias (segin OE1). Este proceso esta en curso.

Metodologia/Diseio del estudio

Metodoldgicamente el proyecto se baso en estrategias y herramientas simples, de bajo costo, y orientadas a su aplicacién “tipo navaja
suiza”. A su vez, tuvo como meta principal el desarrollo de una herramienta polifuncién, como ser las librerias de pldsmidos que
desarrollamos.

La metodologia no difiere de la presentada en el proyecto original, por lo cual se resume aqui. Las cepas bacterianas para biologia
molecular y produccién de proteinas recombinantes fueron adquiridas en NEB y las cepas de otros organismos en ATCC. La cepa para
la seleccion genética fue desarrollada por el responsable del proyecto usando recombinacién homologa [35] en base a una cepa E. coli
MC4100 auxdtrofa para metionina deficiente en 5 MSR [20] que no crece en MS0O como Unica fuente de Met. Su genoma esta
secuenciado [36]. Una versidn capaz de eliminar los “bypass” metabélicos fue generada por recombinacién homologa, y llamada
“delta7” (no publicado). Todos los pldsmidos necesarios para la expresidn a niveles fisioldgicos en base a pDSW204 [37]) o
sobrexpresién para proteina recombinante, en base en pET32a [38], de las MSR de E. coli ya fueron generados y los que refieren a
nuevos hits se generaron por métodos convencionales de biéloga molecular, usando kits de NEB. Las librerias de genes se hicieron en
pldsmidos genéricos comunes como pUC19 y también en vectores desarrollados por nuestro grupo (pAL), que son de expresidn
constitutiva y usan otro origen de replicacién y antibidtico como base [39]). Los biosensores fueron desarrollados por colaboradores
segln se indico mas arriba y el nuevo biosensor (OE4) fue sintetizado y clonado pero aun no se testeo en detalle.

La construccidn de librerias de pldsmidos fue un reto en si mismo. Partimos de la existencia de librerias que nos proveyeron
colaboradores como el Dr. Berkmen, las cuales fueron realizadas décadas atrds y con tecnologias que daban resultados muy
artesanales [40]. También contamos con el apoyo de grupos colaboradores que proveyeron librerias mas modernas, realizadas con
métodos de clonado dirigido [41]. Finalmente, el procedimiento fue el siguiente: a partir de ADN gendmico se fragmento el mismo con
métodos fisicos (JTUBES), se aislaron los fragmentos con técnicas de separacién y se liberaron luego de aplicar algunas estrategias
para aumentar la eficiencia. El procedimiento completo fue publicado por nuestro grupo este afio [34].

Las selecciones genéticas se realizaron segin se describid. Brevemente, para descubrir MSR DELTAé o DELTA7 es transformada por
con librerias gADN y mgADN y sembrada en placas de seleccién de con M9 donde la metionina esta ausente o es reemplazada por N-
acetilmetionina-sulfoxido, metionina sulfona o metionina sulfona. Luego, cada colonia es replicada a una placa de 96 pocillos 2 mL
conteniendo 1 mL de medio no selectivo (LB+antibiético) la cual se crece ON a 30?C con agitacién. La placa “honda” sirve de reservorio
de colonias y punto de partida para el andlisis fenotipico, desde donde cada colonia se replica en medios completos (LB) o reporteros
(M9 completo, sin Met, con MSQO, etc.). Todos los “hits” seleccionados por el tamizado fenotipico serdn secuenciados ya que es
altamente probable que la gran mayoria corresponda a MSR “homologas” y no enzimas completamente nuevas. La secuenciacion se
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realizara por métodos estdndares (Sanger) y los genes dentro del inserto determinados bioinformaticamente.

Los hits identificados fueron tamizados bioinformaticamente para identificar potenciales nuevas MSR o MOX, y luego subclonados para
ensayos de complementacion in vivo en DELTA6 u otras cepas, en medios de selecciéon con MSO. Para la obtencién de la
proteina/enzima para estudios bioquimicos, el gen serd expresado en cepas de expresion y purificado por afinidad a metales y
cromatografia de exclusién molecular (SEC) [42]. Las proteinas purificadas serdn caracterizadas por técnicas estdndares (CD, UV-
Vis, SEC analitica y MS [43]). La actividad MSR serd determinada por HPLC con dabsyl-metionina-sulféxido o péptidos oxidados segun
[44]. La actividad MOX in vitro serd estudiada mediante sonda Carmet/CarmeTOX [45] por MS usando proteinas modelo ricas en
metionina [46]. Por el momento, estamos trabajando en esta seccidn y el Dr. Binolfi ha provisto apoyo en los experimentos de actividad.

El apoyo bioinformdtico fue esencial a lo largo de todo el proyecto fundamentalmente para estudiar la conservacidn de las MSR, el
andlisis de hits secuenciados, las tareas de genémica comparativa, andlisis filogenético, etc. contamos con el apoyo de colaboradores
del grupo del Dr. Berkemn y del Dr. Mariotti y equipo. Lamentablemente, fue dificil comprometer a colaboradores locales.

Resultados, andlisis y discusién

Los resultados de este proyecto se han ido introduciendo a lo largo de este informe final y de los informes de avances anteriores. En
resumidas cuentas, el proyecto aporto en 5 aspectos relevantes: formacién de recursos humanos, produccidn cientifica, produccion de
insumos, consolidacion del grupo y proyeccion internacional del grupo.

Enfocdndonos especificamente en el capitulo de produccién cientifica, es decir, en los resultados mas especificos, los mismos estdn
publicados en al menos 3 trabajos listados en secciones anteriores y, en resumidas cuentas, se pueden resumir en que se genero un
método basado en herramientas, el cual usamos para una pregunta biolégica pero puede ser usado para varias otras, y que el método
llevo a descubrir nuevas enzimas, como nos habiamos propuesto. El proyecto tuvo un cardcter de consolidar una idea, y abrid las
puertas para compartir las herramientas hacia otros proyectos.

Las MSR también poseen aplicaciones en la industria quimica para desracemizacion de sulféxidos [47], [48] y se consideran
responsables de metabolizacién in vivo de drogas de uso clinico como la MSX, un inhibidor irreversible de la glutamina sintetasa [49].
Sobre el potencial uso de estas enzimas en quimica verde hemos dialogado con la comunidad nacional, presentando los resultados en
congresos como el ENAQUI, con cierto nivel de interés de parte de algunos colaboradores. Como siempre, la falta de financiacion y de
capital humano compromete la ejecuciéon de muchas ideas potencialmente valiosas para la academia o la industria.

En los otros aspectos, el proyecto rindié frutos que se pueden ver en la seccién correspondiente, de produccién, formacion de
recursos humanos, presentacion en eventos, becas de movilidad, viajes y acciones con colegas del exterior, invitaciones a participar
en eventos, y otras tantas variables cuantificables que determinan, a mi entender, que el proyecto fue éxitos en gran parte de sus
metas.

Conclusiones y recomendaciones

La principal conclusion cientifica de este proyecto se resumi6 en las secciones anteriores: es posible usar metagenémica funcional
para descubrir enzimas y el Unico limite, pensando en las herramientas que ahora tenemos, es tener una buena pregunta biolégica y
un buen método de screening o seleccién genética. Es decir, podemos y queremos expandir el alcance de las herramientas
desarrolladas, fundamentalmente en proyectos mas aplicados.

La recomendacidn para la ANII es aumentar los montos, frecuencia y accesibilidad a los recursos, ya que se trata de una de las
comunidades cientificas menos financiadas de Latinoamérica, a pesar de su alta productividad segun todos los indicadores. A su vez,
seria razonable que no hubiera estudiantes de postgrado que -cumpliendo con los requisitos para serlo, mostrando la voluntad de
serlo, y comprometiéndose a tomar una carrera que es un detrimento en lo salarial y altamente exigente- estos/as estudiantes
deberia tener beca de postgrado de manera practicamente automdtica, sin necesidad de largos y complicados concursos. Elegir no
financiar estudiantes capacitados, como sucede ano tras ano, es quizds la peor decision que toma el pais, y lo hace de manera
regular, sistemdtica y metédica. Dejar de lado el apoyo a estudiantes de doctorado es abandonar el camino de la innovacién antes de
empezarlo, porque de ellos y ellas es de donde salen los nuevos inventos que podrdn, algin dia, romper nuestra dependencia de la
exportacidon de materias primas de bajo valor agregado.
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