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LENGUAIJE ESPECIAL

Loop: bucle o lazo, conecta elementos de estructura secundaria.

Trans-splicing: corte y empalme entre dos moléculas.

Pool: grupo o conjunto encontrado en un determinado espacio.

SDS-PAGE: electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de SDS.

Western blot: inmunodeteccidn de proteinas separadas por electroforesis y transferidas a

una membrana de nitrocelulosa.
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RESUMEN

Trypanosoma cruzi es un protozoo flagelado y el agente etioldgico de la enfermedad de
Chagas. Tiene un ciclo de vida complejo que alterna entre dos huéspedes y por lo menos
tres estadios de desarrollo diferentes. Actualmente, el tratamiento de la enfermedad de
Chagas depende de drogas que son toxicas para el hospedador y susceptibles a mecanismos
de resistencia del pardsito. Por lo tanto es necesario encontrar nuevos blancos para
determinar alternativas terapeulticas mas eficientes. Ademds, este pardsito presenta
caracteristicas Unicas que lo hacen un interesante modelo para el estudio de diversos

procesos propios de las células eucariotas.

La acetilacion se ha revelado en los ultimos afios como una de las modificaciones
postranscripcionales mas frecuentes, tanto en bacterias como en células eucariotas, de
naturaleza conservada y ubicua, lo que sugiere un alto poder regulatorio que lleva a
compararla con la fosforilacion de proteinas. Esta es una modificacidon covalente llevada a

cabo por enzimas denominadas Lisina Acetiltransferasas y Lisina Deacetilasas.

El bromodominio, es el Unico dominio proteico de unidn a lisina acetilada, presente casi

exclusivamente en proteinas de localizacién nuclear.

Para entender mejor la acetilacion como mecanismo de regulacion celular nos propusimos
identificar las proteinas acetiladas de T. cruzi, caracterizar el Factor con Bromodominio 1
(TcBDF1) y dos lisina deacetilasas de la familia Sir2 (sirtuinas, TcSIR2RP1 y TcSIR2RP3).

En este trabajo se identificaron por primera vez proteinas acetiladas (150) en T. cruzi,
distribuidas entre los distintos compartimentos celulares e involucradas en una amplia
variedad de funciones. Como era de esperar, el nimero de proteinas acetiladas en T. cruzi
es mas cercano al de Toxoplasma y Plasmodium falciparum que al de células de mamiferos
o plantas. A pesar de que el numero de proteinas acetiladas detectadas depende de la
profundidad del analisis, los datos presentados sugieren fuertemente que la acetilaciéon es
una modificacidn critica encontrada en todos los reinos y que hay una presién selectiva para

mantener esta actividad aun después de una adaptacion a vida parasitaria.

TcBDF1 se expresa en todos los estadios del ciclo de vida, pero presenta una expresion
diferencial, siendo mas abundante en el estadio infectivo (tripomastigotes) que en lo
replicativos (epimastigotes y amastigotes). En epimastigotes, se concentra en los
glicosomas, dirigido por una sefal de transporte peroxisomal tipo Il (PTS-2). La

sobreexpresion de la proteina salvaje produce epimastigotes con morfologia aberrante que
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casi no se replican, pero los tripomastigotes sobreexpresantes son mas infectivos. Por otro
lado, la sobreexpresién de la proteina con una doble mutacién puntual en el sitio de unién

de la lisina acetilada, no es deletérea para el crecimiento de epimastigotes.

Los resultados obtenidos nos permiten proponer que TcBDF1 forma parte de un complejo
proteico glicosomal que participaria en la regulacién de la acetilacidon de distintas proteinas
presentes en esta organela, modulando la actividad metabdlica o el importe de proteinas a
la misma. Esto significaria que todos los componentes basicos de las vias de sefializacion por

acetilacidon nucleares también estarian presentes en el citoplasma y en el glicosoma.

TcSIR2RP1 es una proteina citoplasmatica que presenta una expresion diferencial en los
distintos estadios: es mas abundante en los estadios replicativos que en el infectivo. Su
sobreexpresidon no afecta el crecimiento de epimastigotes ni su morfologia, pero éstos se

diferencian mas eficientemente a tripomastigotes y resultan mas infectivos.

TcSIR2RP3 posee una localizacion mitocondrial y una expresién diferencial a lo largo del
ciclo de vida de T. cruzi, es mas abundante en epimastigotes que en amastigotes y no se
observa en tripomastigotes, al menos en las condiciones ensayadas. TcSIR2RP3 estd
involucrada en la respuesta al estrés oxidativo. Su sobreexpresion modifica el crecimiento
de epimastigotes pero no afecta su morfologia ni su tasa de metaciclogénesis. La capacidad
infectiva de los tripomastigotes se ve levemente disminuida pero la tasa de duplicacién de

los amastigotes intracelulares aumentada.

En conjunto, nuestros resultados sugieren que la actividad de las sirtuinas es importante
para la proliferacién de las formas replicativas, para la interacciéon huésped-parasito y para
la diferenciacion entre los distintos estadios, pero cada una estd involucrada en diferentes
procesos. Actualmente, esta en auge el desarrollo de inhibidores de deacetilasas por su
potencial para el tratamiento de enfermedades infeccionas y no infeccionas. Nuestros
resultados contribuyen al conocimiento de la localizacion y funcion de estas enzimas vy las
cepas sobreexpresantes de sirtuinas contruidas en este trabajo pueden ser herramientas

utiles para ensayar inhibidores de sirtuinas con fines terapeuticos.
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INTRODUCCION

TRYPANOSOMA CRUZI

Trypanosoma cruzi es un protozoo flagelado perteneciente al Reino Protista, Subreino
Protozoa, Phylum Sarcomastigophora, Clase Zoomastigophora, Orden Kinetoplastida,
Familia Trypanosomatidae, Género Trypanosoma, Subgénero Schizotrypanum y Especie

cruzi.

Todos los miembros del orden Kinetoplastida estan caracterizados por la presencia de una
estructura peculiar que los define, llamada kinetoplasto. Entre los Kinetoplastidos, se
reconocen varios géneros que incluyen trypanosomas de vida libre (por ejemplo,
Proleptomonas), parasitos de invertebrados (Crithidia y Leptomonas, entre otros), parasitos
de plantas e invertebrados (por ejemplo, Phytomonas), y parasitos de vertebrados e
invertebrados (como Trypanosoma y Leishmania). Estos Ultimos géneros incluyen a las

especies parasitas del hombre, y por consecuencia son las mas estudiadas.
CLASIFICACION

La variabilidad del genoma de T. cruzi y la diversidad de genotipos y fenotipos de esta
especie ha sido ampliamente descripta a través de los afios y se han definido distintos
subgrupos siguiendo criterios ecoldgicos y epidemioldgicos. Actualmente, la especie T. cruzi
se clasifica en seis unidades de tipificacion discreta (DTUs) [1]. En 2009, estas DTUs fueron
renombradas como Tcl-TcVI [2]. Trypanosoma cruzi es basicamente una poblacion clonal,
refiriéndose el término clonal en este contexto a la estructura de la poblacién y no a su
sistema de propagacion. Esto no quiere decir que la recombinacién esta totalmente ausente
en las poblaciones de este parasito, pero es un mecanismo raro que no rompe con el patrén
prevalente de clonalidad. Se ha reportado que existieron eventos de recombinacion
genética entre DTUs de T. cruzi y que existirian mecanismos, aun desconocidos, de
intercambio de material genético; pero la especie considerada como un todo presenta todas
las caracteristicas de una estructura poblacional clonal. Dado que T. cruzi es
predominantemente diploide y su mecanismo de replicacion es la fisidn binaria (proceso
asexual), las nuevas DTUs evolucionan por acumulacion de mutaciones discretas que no
serian afectadas por eventos raros de intercambio genético. Sin embargo, existe evidencia
de heterocigosidad en este parasito. Esto se descubrid al estudiar genes aislados y se vid
gue es muy pronunciada en aislamientos naturales de TcV y TcVI, lo que sugiere que estas
DTUs son hibridas que derivaron a partir de Tcll y Tclll. El resto de las DTUs muestran una

homocigosidad alélica sustancial (Revisado por [3]).
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ENFERMEDAD DE CHAGAS

Un gran numero de especies de la familia Trypanosomatidae constituyen agentes de
enfermedades de importancia médica y veterinaria. Entre estas enfermedades se
encuentran el Mal de Chagas (tripanosomiasis americana), la enfermedad del suefio

(tripanosomiasis africana) y las leishmaniasis.

La Enfermedad de Chagas es una zoonosis muy compleja que estd presente en casi todo el
territorio americano, desde Estados Unidos de Norteamérica hasta el sur de Argentina y
continua representando una grave amenaza para los paises de la regién. Esta enfermedad,
asociada a la pobreza y a las malas condiciones de vivienda, se encuentra ampliamente
difundida, principalmente en las areas rurales de todo el continente latinoamericano. Afecta
a 15 millones de personas y 24 millones mas estan en riesgo (World Health Organization,

http://www.who.int/en/).

La progresion natural de la Enfermedad de Chagas involucra una fase aguda que es seguida
por una fase indeterminada asintomadtica, en la cual la infeccion estd presente pero los
sintomas crénicos aun no se han desarrollado, y en un tercio de los casos, una fase final
crénica sintomatica [4]. La fase aguda generalmente es asintomadtica, sin embargo, poco
después de la infeccion un ndédulo cutdneo local llamado chagoma puede aparecer en el
sitio de inoculacién y ocacionalmente puede ocasionar episodios de miocarditis. En algunos
pocos casos la fase aguda puede resultar en muerte por cepas virulentas, aunque otros
factores como el tamano del indculo, y el genotipo, edad y estado inmune del huésped
pueden influir en la apariciéon de esta forma aguda letal [5]. Recientemente se ha sugerido
denominar a la fase indeterminada como fase crénica asintomatica, con el fin de considerar

a todos los infectados con T. cruzi como enfermos crénicos de Chagas, sintomaticos o no.

El reservorio natural de T. cruzi lo constituyen armadillos, marsupiales, roedores,
murciélagos y primates silvestres, ademas de ciertos animales domésticos; y es transmitida
al hombre comunmente por triatominos hematéfagos como Triatoma infestans,
comunmente llamado vinchuca, el cual transmite el parasito cuando defeca sobre la
picadura que él mismo ha realizado para alimentarse (62a Asamblea Mundial de la Salud, 20
de marzo de 2009, Organizacién Mundial de la Salud, http://www.paho.org/). Otras vias de
transmisiéon de la enfermedad pueden ser: transplacentaria (Enfermedad de Chagas
congénita), transfusional, por trasplante de drganos, oral (a través de la ingesta de
alimentos contaminados con las formas infectivas del parasito) y accidental (por
manipulacion de sangre contaminada o animales infectados). Recientemente, se reportaron

un alto numero de transmisiones por via oral mayormente en la regidon amazédnica [6].
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Numero estimado de casos infectados por T. cruzi

Leyenda [l <900 900-89 999 90000899999 [ 2900000 No hay casos reportados l

Figura 1: Distribucion global de la Enfermedad de Chagas basada en estimados oficiales 2006-2010. Adaptado
de [7].

Como ya se menciond, T. cruzi presenta una importante variabilidad poblacional e infecta
150 especies de 24 familias de animales domésticos y silvestres, ademas del hombre. La
estrategia de control de la enfermedad esta basada en la interrupcién de la transmision
vectorial y en el tamizado sistematico de sangre de dadores en todos los paises endémicos;
en la deteccion y tratamiento de la transmisién congénita y en la administracién de
tratamientos a los casos agudos y a los nifios. Estas intervenciones han contribuido a la
interrupcion de la transmision en amplias regiones del continente. Brasil, Chile y Uruguay,
fueron declarados paises libres de transmisidon por Triatoma infestans con la consecuente
disminucion en la incidencia de casos humanos. En Argentina, actualmente nueve provincias
son consideradas libres de transmisidn vectorial. Es importante destacar que la transmision
no se limita a los paises en los que la enfermedad es endémica, debido a los movimientos
migratorios de personas que se encuentran infectadas y a la falta de control sobre los
productos sanguineos en los paises donde no hay transmisiéon vectorial del parasito. Los
casos reportados en paises previamente considerados libres de la enfermedad han

aumentado, por ejemplo en Japon y Australia (Figura 1).

En la actualidad no existe una vacuna contra T. cruzi, y los Unicos dos medicamentos
disponibles que se encuentran en el mercado hace mas de 40 anos (benznidazol y
nifurtimox), son sélo parcialmente efectivos, ademas de que presentan serios efectos
secundarios. En el dltimo reporte sobre la Enfermedad de Chagas del grupo de trabajo
cientifico de la Organizacién Mundial de la Salud, se recomienda que se deben implementar
y reforzar las investigaciones sobre el mal de Chagas, principalmente en el desarrollo de

nuevas herramientas de vigilancia y en su implementacién, en los aspectos sociales y
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econdmicos, en la patogénesis, en el disefio de nuevas herramientas de diagndstico y
tratamiento, en nuevos blancos terapéuticos y medicamentos, entre otros aspectos (World

Health Organization, http://www.who.int/en/).

MORFOLOGIA'Y ESTADIOS EVOLUTIVOS

Trypanosoma cruzi es un organismo unicelular que presenta un flagelo que emerge de una
invaginaciéon llamada bolsillo flagelar. Su forma y el largo del mismo varian a lo largo del
ciclo de vida. Su nucleo presenta una organizacion estructural similar a la de otras células

eucariotas y mide aproximadamente 2,5 um.

Mediante microscopia dptica se pueden diferenciar tres formas evolutivas principales:
amastigotes, epimastigotes y tripomastigotes (Figura 2), teniendo en cuenta la forma
general, la posicion relativa entre el flagelo y el nucleo, la localizacién del bolsillo flagelar y

del flagelo libre.

Amastigotes: poseen forma redondeada (3-6 um), con el kinetoplasto en forma de barra o
bastdn en la regidn anterior del nicleo y el flagelo corto (no visible al microscopio 6ptico)
que apenas emerge del bolsillo flagelar. Esta forma replicativa es intracelular, se halla en el
interior de las células de hospedadores vertebrados infectados y se puede obtener por

infeccién de células en cultivo (Figura 2A).

Tripomastigotes: poseen aspecto fusiforme (20-25 x 2 um), con el kinetoplasto redondeado

localizado en la region posterior del nucleo. El flagelo emerge del bolsillo flagelar en la zona
posterior del pardsito y se adhiere a lo largo del cuerpo del pardsito a través de una
membrana ondulante, volviéndose libre en la regiéon anterior. Esta forma es altamente
infectiva, no replicativa y puede ser encontrada en la porcion posterior del intestino del
insecto vector (tripomastigotes metaciclicos), en la sangre y el espacio intercelular de los
hospedadores vertebrados (tripomastigotes sanguineos) y también pueden obtenerse a
través de cultivos de células infectadas 6 en cultivo axénico (metaciclogénesis in vitro)
(Figura 2B).

Epimastigotes: poseen aspecto fusiforme (20-40 um de largo), con el kinetoplasto en forma
de barra o bastdn localizado en la regién anterior al nicleo. El flagelo emerge del bolsillo
flagelar con abertura lateral, y recorre adherido la porcién del cuerpo del parasito,
volviéndose libre en la regién anterior. Es la forma replicativa en el tubo digestivo del

insecto vector y puede ser mantenido en cultivos axénicos (Figura 2C) [8].
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Figura 2: Representacion de las diferentes formas de T. cruzi. A) Amastigotes B) Tripomastigotes. C)

Epimastigotes. Se indican las organelas y estructuras celulares mas importantes. Adaptado de [9].

CICLO DE VIDA

El ciclo de vida de T. cruzi fue elucidado hace un siglo por el médico brasilefio Carlos Chagas.
Se trata de un ciclo de vida complejo con estadios intracelulares y extracelulares vy
alternancia entre dos hospedadores: un hospedador vertebrado (humanos, mamiferos
salvajes tales como marsupiales o armadillos, o animales domésticos) y uno invertebrado
(triatominos). Los hospedadores invertebrados pertenecen a las familias Hemiptera y
Reduvidae de las que se han descripto aproximadamente 100 especies existentes solamente
en el continente americano. De todas las especies conocidas, el vector mas importante de la
enfermedad por su habito casi exclusivamente doméstico es el Triatoma infestans,

perteneciente a la subfamilia Triatominae.

El ciclo de vida comienza cuando el hospedador invertebrado se alimenta de sangre
infectada de un hospedador vertebrado. Durante la alimentacidn, los tripomastigotes
presentes en la sangre del hospedador vertebrado infectado son ingeridos por el insecto. En
el estdmago del insecto los tripomastigotes se diferencian a epimastigotes. Estos ultimos se

dividen repetidamente por fision binaria en el intestino medio, y luego se adhieren a las
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células intestinales. Una vez en el recto, se adhieren a la cuticula rectal, y se diferencian a
tripomastigotes metaciclicos, los cuales son eliminados con las heces y la orina
inmediatamente después que el insecto se alimenta nuevamente de sangre. De esta forma,
los tripomastigotes presentes en las heces y la orina quedan depositados sobre el
hospedador vertebrado al cual infectan, penetrando por heridas o membranas mucosas

(Figura 3).

vertebrado

Epimastigote

Figura 3: Ciclo de vida de T. cruzi. Adaptado de [10].

En los mamiferos el ciclo se inicia con la penetracion de los tripomastigotes metaciclicos a
diversas células, entre estas macrofagos, fibroblastos o células epiteliales, por un proceso de
endocitosis. Luego de la invasién, los parasitos se encuentran en una vacuola endocitica,
denominada vacuola parasitéfora, donde gradualmente se diferencian a amastigotes y casi
simultdneamente rompen la membrana que rodea la vacuola. Posteriormente los
amastigotes se dividen en contacto directo con las estructuras citoplasmaticas. Luego de
varios ciclos de divisién, un gran nimero de amastigotes pueden hallarse en el interior de
las células. Un estimulo aun no caracterizado provoca la diferenciacién de los amastigotes a
epimastigotes intracelulares y luego a tripomastigotes sanguineos, que se liberan al espacio
intercelular por ruptura de la célula, ingresando al torrente sanguineo o linfatico. Estas
formas son capaces de infectar nuevas células y amplificar la infeccién en el hospedador
vertebrado. El ciclo vuelve a comenzar cuando un insecto se alimenta de sangre infectada
del hospedador vertebrado [11] [8].
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CARACTERISTICAS INUSUALES

Los tripanosomatidos representan una de las primeras ramas evolutivas del linaje eucariota.

Ademas de un ciclo de vida complejo, poseen varias particularidades:

I.  Elkinetoplasto y una Unica mitocondria.

El orden Kinetoplastida, al que pertenece Trypanosoma cruzi, incluye un grupo de
protozoos definido por la presencia de una organela caracteristica, el kinetoplasto, el cual es
un arreglo complejo de ADN dentro de una gran mitocondria que se extiene por todo el
cuerpo celular. Esta red de ADN representa una proporcién importante del ADN total
celular, ya que, dependiendo de la especie, puede contener del 10 al 20% del ADN total de
la célula. Se organiza en minicirculos asociados entre si y también a proteinas [8].

II.  Transcripcién policistrénica [12].

Todos los genes que codifican proteinas estan organizados en grandes unidades
policistréonicas bidireccionales [13]. La mayoria de los cromosomas contienen por lo menos
dos PGCs (del inglés “Polycistronic Gene Clusters”). Descripto mds en detalle en la seccidn
“El NuUcleo y Genética de Trypanosomas”.

lll.  Trans-splicing [14].

Es un evento de procesamiento de ARNs en el cual participan 2 moléculas
precursoras independientes. En tripanosomatidos esta reaccién intermolecular da como
resultado un exon no codificante “spliced-leader” de 39-41 nucledtidos en el extremo 5’ del
ARN mensajero maduro, y otro exdn codificante que contiene el coddén iniciador ATG con el
marco de lectura completo. Descripto mas en detalle en la seccion “El Nucleo y Genética de
Trypanosomas”.

IV.  Editado de los ARNm mitocondriales.

El editado de los ARNm mitocondriales es un fendmeno uUnico en el cual se insertan,
o menos frecuentemente eliminan, uridilatos. En T. brucei, 12 de los 17 pre-ARNms
codificados por el genoma mitocondrial estan editados en muchos sitios. Algunos ejemplos
son: las subunidades 3, 7, 8 y 9 de la NADH ubiquinona oxidoreductasa, la subunidad 6 de la
ATP sintasa y las subunidades Il y Il de la citocromo oxidasa [15]. Este proceso es esencial ya
gue es requerido para generar transcriptos traducibles. ARNs cortos (50-70 nt) codificados
por el genoma mitocondrial, denominados ARN guias (ARNgs), contienen la informacion
para la modificacidn. Para dirigir estos eventos, el ARNg debe aparearse correctamente con
el ARNm a editar. El proceso de anillado requiere la hibridacion de la secuencia de anclaje
5’en el ARNg con la secuencia de unién complementaria localizada corriente abajo del
dominio pre editado. Ademas de la secuencia de anclaje, el ARNg contiene una regidn guia

de aproximadamente 30-40 nucleétidos y una cola de uridinas 3'[16].
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V. Compartimentos intracelulares especializados como el glicosoma, descripto en

detalle en el Metabolismo Energético [17], y el reservosoma [18].
EL NUCLEO Y GENETICA DE TRYPANOSOMAS

La organizacién estructural del nucleo de T. cruzi y otros tripanosomatidos es similar al resto
de los eucariotas. Es pequeio, mide aproximadamente 2,5 um y tiene una membrana
nuclear tipica con poros de 80 nm de diametro. Se evidencia una continuidad entre la
membrana nuclear externa y el reticulo endoplasmatico. En células interfasicas, la
cromatina se encuentra aglomerada en la periferia del nucleo, por debajo de la membrana
nuclear interna. Ocasionalmente, estas masas también son encontradas en la regién central
del nucleo. Los cromosomas son dificiles de distinguir porque no se condensan en ningun
momento del ciclo celular de T. cruzi. En el centro del ndcleo se puede encontrar el

nucleolo.

Trypanosoma cruzi posee un genoma de 60,3 Mb (Cepa CL Brener) organizado en 41
cromosomas pequefios. La finalizacion del genoma de los TriTryps (T. brucei, T. cruzi y L.
major) confirmd que todos los genes que codifican proteinas estan organizados en grandes
unidades policistronicas bidireccionales [13]. La mayoria de los cromosomas contienen por
lo menos dos PGCs (del inglés “Polycistronic Gene Clusters”), que pueden ser convergentes
o divergentes. La transcripcion se inicia mayoritariamente a partir de las regiones de cambio
de hebra divergentes. Los genes de una unidad policistronica generalmente no codifican
proteinas relacionadas funcionalmente como ocurre en los operones de las bacterias [19].
Los ARNm nucleares maduros son generados a partir de estos transcriptos primarios por

“trans-splicing” y poliadenilacion [20].

Debido a la transcripcién policistrénica todos los genes pertenecientes a un mismo PGC son
transcriptos al mismo nivel. Sin embargo, los ARNm maduros de genes adyacentes pueden
presentar diferentes concentraciones o expresion diferencial en las distintas etapas. Esto se
debe a que la expresién génica en tripanosomatidos estd principalmente regulada
postranscripcionalmente a nivel del procesamiento, la estabilidad y la traducibilidad de los

ARNm.

Trans-splicing

El analisis de secuencia de ARNs mensajeros de trypanosomas ha demostrado que todos
ellos (sin excepcién a la fecha) presentan una secuencia comun de unos 39-41 nucledtidos
en su extremo 5’. Esta secuencia forma parte de la regidn no traducida de los mensajeros,
es especie especifica y no estd codificada de manera adyacente al blogue génico

codificador. Se ha descripto una familia génica que contiene los genes codificantes para esta
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secuencia (denominada “spliced-leader” o mini exdn) arreglados en tandem. Estos genes
son transcriptos a partir de promotores independientes y los ARNs generados son afiadidos

Ill

a laregién 5 de los ARNm mediante una reaccién analoga al “splicing” de exones.

El “trans-splicing”, o splicing entre 2 moléculas, es un evento de procesamiento de ARNs en
eucariontes donde participan 2 moléculas precursoras independientes. Fue descripto
originalmente en tripanosomatidos, y después fue encontrado también en nematodos,
trematodos y Euglena. En todos estos organismos la reaccidn intermolecular da como
resultado un exdn no codificante “spliced-leader” en el extremo 5’ del ARN mensajero
maduro, y otro exdén codificante que contiene el coddn iniciador ATG con el marco de

lectura completo.

En trypanosomas esta reaccion es importante por 2 razones: la primera es que se reconoce
a este mecanismo como la manera por la cual todos los mensajeros adquieren un “cap” en

Ill

el extremo 5’ y la segunda es el hecho que el “trans-splicing” participa en el procesamiento

de una molécula policistrénica de ARN, para generar ARNs de genes individuales [21-22].

METABOLISMO ENERGETICO
El metabolismo energético dentro de la familia Trypanosomatidae difiere significativamente
entre las distintas especies e incluso entre las distintas formas evolutivas de una misma

especie [23].

Durante su ciclo de vida, el parasito alterna entre distintos hospedadores y a su vez entre
diversas regiones del cuerpo de cada hospedador, por lo que estd expuesto a condiciones
ambientales altamente variables. La mayoria de las transiciones involucran la diferenciacion

celular del parasito a formas adaptadas a las nuevas condiciones a las que se enfrenta.

La especie en la cual se han realizado mas estudios metabdlicos es Trypanosoma brucei. Los
tripomastigotes sanguineos de esta especie son dependientes de la glicélisis (Figura 4) y no
estdn preparados para la vida en el intestino del insecto, donde la concentracion de
azucares es normalmente muy baja y la de aminoacidos, principalmente prolina y treonina,
alta, ya que el sistema mitocondrial estd altamente reprimido. En la sangre del hospedador
mamifero, algunos tripomastigotes de T. brucei se diferencian a la forma “stumpy” que
depende de la glicélisis pero posee un sistema mitocondrial parcialmente activo lo cual le
permite sobrevivir en el intestino del insecto. Luego de la ingesta, estos pardsitos se

diferencian rapidamente a la forma prociclica con un elaborado sistema mitocondrial.
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Figura 4: Representacion esquematica de la glicélisis en la forma sanguinea de T. brucei. La glucosa es el
nutriente y el glicerol y el piruvato los productos finales. Enzimas: 1, hexoquinasa; 2, fosfogluco isomerasa; 3,
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Las principales formas de T. cruzi poseen un metabolismo mas relacionado a la forma
prociclica de T. brucei [25], que no solo degrada glucosa, sino también aminodcidos a través
de un metabolismo mitocondrial complejo, el cual involucra una cadena respiratoria con
citocromos y fosforilacion oxidativa para producir ATP (Figura 5) [23]. De esta manera T.
cruzi puede usar como fuente de carbono y de energia tanto glucosa como aminodcidos
[26]. Los amastigotes no toman glucosa del medio, sino que obtienen su energia
principalmente a partir de aminoacidos, aunque la oxidacién de 4cidos grasos no puede ser
excluida. Los tripomastigotes sanguineos metabolizan la glucosa presente en la sangre del
hospedador mamifero. Los epimastigotes, aunque viven en un medio en el cual la glucosa es
escasa y los aminoacidos son abundantes, prefieren la glucosa por sobre los aminodcidos.
Los tripomastigotes metaciclicos utilizan exclusivamente proteinas y aminodcidos como

fuente de energia.

20



Caracterizacién de la proteina con bromodominio BDF1 de Trypanosoma cruzi (TcBDF1) y

su participacién en la acetilacién de proteinas glicosomales | Introducciéon
E3 Glicosoma Glucosa
ATP
NAD* AoP
NADH + H* Glucosa b-fosfato
Fumarato
Fructosa 6-fosfate
HO ATP
ADP
A Mo Fructosa 1,6-bifostato
NaD”
MNADH + H* Glicerzidehido ::-fmhtn <’ “5»  Dihidroxiacetona fosfato. g mmemmmemeee
Oula:r:a:o R - 5 NADH + H*
MADH + H
+
1,3-bifso glicerato NAD
on, ADP Glicerol 3-fosfaty = ~eeeeefillecaeces i
Fosfoenol piruvato ATP
3-fosto glicerato
1.34 burosfue icerato *
Citosol
3-foso glicerata
2-fosfo glicerato
HEO
Fosfoenol piruvato
ADP
MADF®  MADPHs H' Coy ATP
4 ) j Gl akG
e < - e O
i ( \ \ iy Mitocondria NAD®
N,M'.‘P MADPH+ H'
. NADH«H
NADH+ H m
-SH
Avetil-Cod Anrlil- Cud Zanminm 3-cetud
By
Oalagetato
NADH + MY Eitiatn Suceinatu ATP
NAD™ . {
\ Succinil-Col ADP
Malato = > Malaly Y CoA-SH s ~
H?D |S(X.Ilfa|° j
e FADH, <
aDe*
Fumarato Fumarato |
* o
e CO«VappH o1t A OA
NAD* FADH, sorsiby N/
FAD < (— ¥
Succing S +CoABH {/_ '/ \ \
o], Con NM’)‘:DH‘ MH® MADH+H® NAD®  MADH+H* NAD'
ATP CoA-SH ‘Ao +
ADP 4B ATR
H+
ATP ADP
o 1?
Glicerol 3+ Dihidrosi . [ g a ATP ADP
fosfate  acetona .
A fosfata
R
——
Glicerol 3 Dihidrosi
fosfato acetona
fosfato

Figura 5: Representacion esquematica del metabolismo de la glucosa en la forma prociclica de T. brucei. Los

productos finales son el acetato, la L-alanina, el piruvato, el glicerol, el L-lactato, el succinato, la glicina y el

CO,. Abreviaturas: AA, aminoacidos; a-KG, a-cetoglutarato; AOX, oxidasa alternativa; c, citocromo c; CI-IV,

complejo I-1V de la cadena transportadora de electrones; OA, 2-oxoacido; Q, ubiquinona. Adaptado de [23].
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La forma sanguinea de T. brucei estd entre las células eucariotas con mayores niveles de
consumo de oxigeno, mientras que su forma prociclica, al igual que las distintas formas de T.

cruziy Leishmania presentan menores niveles de consumo [27].

El catabolismo de la glucosa puede ocurrir por glicdlisis o por la via de las pentosas fosfato.
En epimastigotes de T. cruzi funcionan ambas vias metabdlicas [28], y el balance entre ellas
varia en las distintas cepas del parasito estudiadas [29]. En los parasitos crecidos en
ausencia de glucosa, hay gluconeogénesis para obtener azlcares y oxidacién de glucosa-6-

fosfato por la via de las pentosas fosfato para mantener la homeostasis celular del NADPH.

En T. cruzi la glucosa se degrada solo parcialmente a CO,, siendo los principales productos el
succinato, la L-alanina y en menor medida, el acetato, los cuales son excretados [30]. Este
metabolismo peculiar fue denominado “Fermentacién Aerdbica” por Theodore von Brand
en 1979, para enfatizar que aunque se excretan productos fermentados, su produccién se

lleva a cabo en presencia de oxigeno [31].

Un rasgo distintivo de la utilizacion de glucosa por los trypanosomas es la ausencia de
“Efecto Pasteur” [28]. En la mayoria de los organismos la transicién de anaerobiosis a
aerobiosis es acompafiada por una rdpida y considerable disminuciéon en los niveles de
utilizacidon de glucosa. Esta inhibicion de la glicdlisis por oxigeno es la que se conoce como
Efecto Pasteur, producto de la regulaciéon negativa de esta via. En los tripanosomatidos no
solo no se observa este efecto, sino que, por el contrario, la utilizaciéon de glucosa es menor

en condiciones anaerdbicas [32].

El Glicosoma

Otra caracteristica sobresaliente de la glicdlisis en tripanosomatidos es su
compartamentalizacién subcelular en una organela, denominada “glicosoma” por sus

descubridores Fred Opperdoes y Piet Borst en 1977.

El glicosoma es una organela citoplasmatica de matriz densa y homogénea rodeada por una
Unica membrana, perteneciente a la familia de los peroxisomas (Figura 6). Es globular, con
un didmetro de 0.2 a 0.3 um [33]. El numero estimado de glicosomas va desde diez por
célula en Leishmania mexicana [34] hasta 100 en la forma sanguinea de T. brucei [33]. A
pesar de no poseer catalasas, comparte muchas caracteristicas con los peroxisomas:
ausencia de ADN, proteinas de codificaciéon nuclear y biogénesis a través de proteinas

homdlogas [35].
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Figura 6: Microscopia electronica en la cual se observan los glicosomas esféricos en T. brucei. Adaptado de
[36].

En la forma sanguinea de T. brucei, las primeras siete enzimas de la glicdlisis, desde Ila
Hexoquinasa hasta la Fosfoglicerato quinasa, se encuentran en el glicosoma, mientras que
las ultimas tres, la Fosfoglicerato mutasa, la Enolasa y la Piruvato quinasa, se encuentran en
el citosol (Figura 4). Las enzimas glicoliticas comprenden hasta el 90% del contenido
proteico del glicosoma, sin embargo también hay enzimas pertenecientes a otras vias
metabdlicas como la via de las pentosas fosfato, la B-oxidacion de acidos grasos y el
metabolismo de éteres, entre otros. Debido a esta distribucion de las enzimas, no hay
sintesis neta de ATP en la organela, por cada molécula de glucosa se consumen y se
producen dos moléculas de ATP, y el estado redox en el glicosoma también esta
balanceado. La sintesis neta de ATP se da en el citosol, a través de los ultimos pasos de la

via.

En la forma prociclica de T. brucei y en otros trypanosomas como T. cruzi, la organizacion de
la glicélisis es diferente: se expresa una Fosfoglicerato quinasa citosdlica y enzimas
adicionales, como la Fosfoenolpiruvato carboxiquinasa, la Malato deshidrogenasa, la
Fumarasa y la Fumarato reductasa, se importan al glicosoma [37]. En esta situacién menos

del 50% de las enzimas glicosomales son glicoliticas (Figura 5).

En el intestino del insecto vector, los aminodcidos son la fuente de energia dominante a
través del metabolismo mitocondrial productor de NADH. Los electrones del NADH ingresan
a una cadena respiratoria tipica impulsando la generacion de energia a través de la
fosforilacion oxidativa. En este caso, las enzimas glicoliticas funcionan en la direccién

reversa como parte de la via gluconeogénica (Figura 5) [38].

La correcta compartamentalizacion de las enzimas glicoliticas es esencial para el parasito al

prevenir el “efecto turbo”. La regulacion de la glicélisis en tripanosomatidos difiere
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ampliamente de la de otros organismos, ya que hay una aparente falta de la regulacién de
las actividades de la Hexoquinasa y de la Fosfofructo quinasa, que se suele dar por sus
productos o por otros efectores alostéricos. El catabolismo de la glucosa, asi como el del
glicerol, son vias autocataliticas ya que el ATP producido impulsa el flujo. Si la glicdlisis no
estuviese confinada al glicosoma, la ausencia de regulacién enzimdtica provocaria la
acumulacién de hexosas fosfato, lo que resultaria altamente téxico para la célula [39].
Ademas, las propiedades cinéticas peculiares de las enzimas glicosomales hacen que la
glicdlisis solo pueda funcionar correctamente dentro de la organela, delimitada por una
membrana que garantiza la existencia de un ‘pool’ de los cofactores NAD(H), ADP y ATP,
diferente al ‘pool’ citosélico. De este modo, las enzimas detectarian diferentes estados
redox y potenciales fosfato, dependiendo si se localizan en el citosol o el glicosoma, y

consecuentemente funcionarian diferente [40].

Se ha propuesto que los glicosomas compartamentalizan gran parte de la glicdlisis y
gluconeogénesis para proveer al organismo una mayor flexibilidad metabdlica. Esta
hipdtesis se basa en (1) la gran variacion en el contenido de enzimas glicosomales
encontrada entre tripanosomatidos y entre los distintos estadios de cada especie; (2) la
presencia de vias metabdlicas centrales, o parte de ellas, en esta organela; y (3) el rapido y
eficiente modo por el cual glicosomas con un cierto repertorio enzimatico puede
intercambiarse por una nueva poblacién de glicosomas con un repertorio diferente. Esto
ocurre por autofagia de organelas redundantes y la sintesis inducida de nuevas, generando
un rapido cambio de organelas que le permite a la célula adaptarse mas eficientemente a

nuevos nutrientes disponibles [41].

El Importe de las Proteinas Glicosomales

Contrariamente a la mitocondria, el glicosoma no posee un genoma propio, por lo que todas
las proteinas presentes alli son de codificacion nuclear. El importe a través de la membrana
glicosomal ocurre pocos minutos después de la traduccidn en el citoplasma y a diferencia de
la mitocondria, el cloroplasto y el reticulo endoplasmatico que solo importan proteinas

desplegadas [42], el glicosoma importa proteinas plegadas e incluso polimerizadas [43].

Las secuencias de localizacién peroxisomal asi como las vias de importe estan ampliamente
conservadas en eucariotas [44]. En células de mamiferos se identificaron varios tipos de
sefiales de importacion peroxisomal (PTS), las cuales en los ultimos afios también fueron

identificadas en tripanosomatidos:

e Sefial de importacion peroxisomal tipo 1 (PTS-1): tripéptido C-terminal con la

secuencia consenso [SAC]-[KRH]-[LM] [45]. En tripanosomatidos esta secuencia esta
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mas degenerada que en mamiferos [46]. En T. cruzi la encontramos en la Adenilato
quinasa (-CKL), en la Glicerol quinasa (-AKL), y en la Fructosa- 1,6-bifosfatasa (-SKL),
entre otras.

e Sefial de importacidon peroxisomal tipo 2 (PTS-2): nonapéptido N-terminal, es una
sefial bipartita con la secuencia consenso M-x(0,20)-[RK]-[LVI]-x5-[HKQR]-[LAIVFY],
donde x(0,20) representa un rango de entre 0 y 20 residuos de aminodacidos. Esta
presente en la Hexoquinasa, en la 6-fosfoglucolactonasa y en la Serina
acetiltransferasa, entre otras [47].

e Sefial de importacion peroxisomal interna (I-PTS): sefial interna de 22 aminoacidos
presente en una isoenzima pequefa de la Fosfoglicerato quinasa, en la Fosfogluco

mutasa y en la Triosafosfato isomerasa [48].

Algunas proteinas no poseen una sefial de importacidn candnica y se propone que ingresan

a la matriz peroxisomal a cuesta de otras proteinas que si poseen una PTS.

La mayoria de los estudios de la biogénesis de los microsomas se llevaron a cabo en
levaduras y células de mamiferos. La informacién disponible indica que este es un proceso
conservado, con solo algunas diferencias [49]. Hasta el momento se han identificado 32
proteinas involucradas en el proceso de biogénesis de estas organelas, denominadas
peroxinas, y los genes que las codifican, denominados Pex. Estas proteinas se encargan del
importe a la matriz glicosomal, la insercion de proteinas en la membrana y la regulacion de

la proliferaciéon de la organela.

El primer paso en el importe de las proteinas a la matriz es mediado por dos receptores

citosélicos implicados en dos vias que convergen:

e Pex5: pertenece a la familia de proteinas con repeticiones de tetratricopéptidos
(TPR) [50]. Presenta dos dominios, el C-terminal posee el dominio TPR y es el
encargado de reconocer a la sefial de importacion peroxisomal tipo 1 (PTS-1), y el
dominio N-terminal esta involucrado en la unién a la membrana y en el reciclado
[51].

e Pex7: pertenece a la familia de proteinas con repeticiones de triptéfano-aspartato
(WD), y reconoce la sefial PTS-2 [52]. Requiere proteinas auxiliares como co-
receptores: Pex18 y Pex21 en S. cerevisiae [53], Pex20 en Neurospora crassa [54] y
una variante de Pex5 en plantas y mamiferos [55]. Estos co-receptores forman un

complejo y lo dirigen a la membrana [56].

Una vez formado el complejo receptor-ligando en el citosol, éste debe asociarse a la

membrana. Esto es facilitado por el complejo de anclaje formado por: Pex13 y Pex14, y en
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levaduras también Pex17 [57]. Pex13 es una proteina integral de membrana que expone sus
dominios C- y N-terminal hacia el citosol. Por su dominio C-terminal une Pex5 [58] y por el
N-terminal, Pex7 [59]. Pex14 también une ambos receptores y forma una plataforma de

union para Pex17 [60].

El complejo de anclaje se asocia a otros componentes, como el complejo formado por Pex2,

Pex10y Pex12 para formar el complejo de importacién [61].

Figura 7: El importe de proteinas al peroxisoma se puede dividir en cinco etapas: (I) el receptor reconoce al
ligando en el citosol, (II) el complejo receptor-ligando se une a la membrana, (lll) se transloca el ligando a la
matriz, (IV) se desensambla el complejo receptor-ligando y (V) el receptor se exporta nuevamente al citosol

gracias a Pex1y Pex6. Adaptado de [61].

La mayoria de los genes Pex se encuentran moderadamente conservados, con homodlogos
putativos presentes en organismos diversos como S. cerevisiae, humanos y
tripanosomatidos [49]. En T. brucei se han caracterizado homdlogos a Pex5 [62], Pex14 [63]
y Pex7 [64]. En el genoma de T. cruzi se encuentran identificadas las secuencias codificantes
para algunas peroxinas: Pex4, Pex5, Pex7 y Pex14, asi como otras proteinas involucradas en
la biogénesis de la organela; sin embargo dada la divergencia existente entre las peroxinas
de distintos organismos no puede descartarse la presencia de otros componentes del

complejo que no sean detectados por busquedas basadas en similitud de secuencia.
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ACETILACION

La acetilacidn de proteinas en residuos de lisinas es una modificacion postraduccional (MPT)
dindmica, altamente regulada y reversible. Fue inicialmente descripta en histonas hace
cuatro décadas [65]. Sin embargo, no fue hasta treinta afios mas tarde que se descubrid la
primera proteina no histona acetilada, p53 [66]. Hoy se sabe que, de los doscientos tipos de
modificaciones covalentes reportadas en los eucariotas, la acetilacidon es la mas abundante
[67].

La acetilacion de lisinas implica la transferencia de un grupo acetilo de la acetil coenzima A
al grupo g-amino de un residuo de lisina [65]. Esta modificacién no solo neutraliza la carga
positiva de la cadena lateral de la lisina, sino que también la inhabilita para formar puentes
de hidrdégeno [68]. Por otra parte, también excluye a otros tipos de modificaciones, ya que
de no estar acetilado, el grupo e-amino puede ser modificado por metilacidn, ubiquitinacion

y sumoilacion.

Diversas propiedades de las proteinas son afectadas por la acetilacién: las interacciones con
otras proteinas y con el ADN, la localizacidon subcelular, la actividad transcripcional y la
estabilidad. Junto con otras MPTs, la acetilacion juega un papel crucial en la regulacién de la
estructura de la cromatina ya que participa en el establecimiento de un “cddigo de
histonas” que permite regular diferentes eventos nucleares a nivel epigenético [69]. Estas
modificaciones postraduccionales ocurren en el extremo N-terminal de las histonas (H2A,
H2B, H3 y H4) que tiene una secuencia altamente conservada en eucariotas. La acetilacién
de histonas tiende, en general, a desestabilizar la estructura de la cromatina, lo que se
correlaciona con una cromatina mas laxa y transcripcionalmente activa. También las MPTs
generan plataformas para la unién de factores regulatorios. Estos factores interpretan este
“cédigo de histonas” y generan una respuesta que involucra la remodelacién y el cambio de
estado de la estructura de la cromatina [70-71]. Cada modificacion puede alterar la
estructura de la cromatina pero el estado global de la misma es determinado por la
combinacidén de modificaciones. Este cddigo complejo juega un rol preponderante en la
regulacién de la transcripcidn, el mantenimiento de la integridad del genoma y constituye,

conjuntamente con la metilacidn del ADN, la “memoria epigenética” [72].

Las enzimas que catalizan esta transferencia covalente son Illamadas Lisina
Acetiltransferasas (KAT) y Lisina Deacetilasas (KDAC), originariamente denominadas Histona
Acetiltransferasas e Histona Deacetilasas. El Unico dominio proteico capaz de reconocer
lisinas acetiladas es el Bromodominio. Estos tres grupos de proteinas regulan

dindmicamente el acetiloma, ya que pueden “escribir”, “borrar” y “leer” esta MPT.
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EL AUGE DE LA ACETILACION

En los dltimos afios varios estudios demostraron la naturaleza conservada y ubicua de la
acetilacién de proteinas, lo que sugiere un alto poder regulatorio de esta modificacion que

lleva a compararla con la fosforilacién de proteinas [73].

Los avances en protedmica permitieron la identificacion de centenares de proteinas con
lisinas acetiladas. En el 2006, Kim y colaboradores, desarrollaron un método para estudiar la
acetilacién de proteinas a nivel del proteoma en células Hela. Utilizaron un anticuerpo anti-
lisinas acetiladas para aislar péptidos acetilados que luego fueron identificados por
espectrometria de masa de alta resolucién. Este analisis les permitié la identificaciéon de 388
sitios de acetilacidon pertenecientes a 195 proteinas. Estos incluyen 67 sitios en 37 proteinas
citosodlicas, 81 sitios en 38 proteinas nucleares y 277 sitios en 133 proteinas mitocondriales.
En el 2009, Choudhary y colaboradores, identificaron 3600 sitios de acetilacion de lisinas en
1750 proteinas pertenecientes a diversas localizaciones y funciones celulares. En este
estudio también se observé que mientras la fosforilacion ocurre principalmente en regiones
no estructuradas de las proteinas, la acetilacién se localiza frecuentemente en regiones con
secuencias secundarias ordenadas [74]. Ademds, encontraron una gran variedad de
complejos multiproteicos enriquecidos en lisinas acetiladas. Zhao y colaboradores
determinaron el acetiloma de tejido de higado humano; al compararlo con el proteoma
total de este tejido observaron que las enzimas involucradas en el metabolismo estan

preferentemente acetiladas.

Desde entonces diversos grupos han usado esta aproximacién para identificar el acetiloma

de una amplia variedad de organismos (Tabla I).

Organismo Sitios acetilados Proteinas acetiladas Referencia
Células Hela 388 195 [75]
Células MV4-11, A549 y Jurkat Mas de 3600 1750 [74]
Homo sapiens 1300 1047 [76]
Escherichia coli 125 84 [77]
Escherichia coli 138 91 [78]
Salmonella enterica 235 191 [79]
Drosophila melanogaster 1981 1013 [80]
Arabidopsis thaliana 91 74 [81]
Saccharomyces cerevisiae 2878 1059 [82]
Toxoplasma gondi 411 274 [83]
Rattus norvegicus 15471 4541 [84]
Vitis vinifera 138 97 [85]
Plasmodium falciparum 421 230 [86]

28



Caracterizacién de la proteina con bromodominio BDF1 de Trypanosoma cruzi (TcBDF1) y
su participacion en la acetilacién de proteinas glicosomales | Introduccién

Thermus thermophilus 197 128 [87]
Erwinia amylovora 141 96 [88]
Geobacillus kaustophilus 253 114 [89]
Glycine max 190 121 [90]

Pisum sativum 664 358 [91]

Vibrio parahemolyticus 1413 656 [92]
Mycobacterium tuberculosis 226 137 [93]
Synechocystis sp 776 513 [94]
Bombyx mori 667 342 [95]

Tabla I: Acetilomas identificados.

Como se puede ver en estos multiples trabajos, la acetilacion puede regular diversos
procesos celulares desde la expresion génica hasta la actividad de las proteinas. Esta
modificacion postraduccional puede afectar las vias de sefializacién y el funcionamiento de
la célula. Dentro de los procesos regulados se encuentran: el procesamiento, el transporte,
la integridad y la traducibilidad del ARNm, asi como la actividad, la localizacién subcelular y

la estabilidad de las proteinas.

También ha sido reportado que la acetilacidn de proteinas del citoesqueleto puede regular
su dindmica y estabilidad. La regulacion del comportamiento dindmico y del ensamblado de
los filamentos que componen el citoesqueleto de una célula eucariota permite formar un
enorme conjunto de estructuras a partir de tres tipos basicos de filamentos: los filamentos
intermedios, que proporcionan fuerza y resistencia al estrés mecanico; los filamentos de
actina, que determinan la forma de la superficie celular y son necesarios para la locomocion;
y los microtubulos, que determinan la posicién de las organelas, dirigen el transporte
intracelular, dan soporte estructural e intervienen en la segregacion de los cromosomas. Los
microtubulos son polimeros formados por heterodimeros de tubulina-a y tubulina-B, unidas
mediante enlaces no covalentes. La tubulina que forma los microtibulos puede sufrir una
serie de modificaciones postraduccionales conservadas evolutivamente. Estas incluyen poli-
glutamilacidn, poli-glicinacion, detirosinacion, acetilacion, fosforilacion y palmitoilacion [96].
La mayoria de las MPTs estan enriquecidas en microtubulos estables y algunas no parecen
afectar la dindmica del polimero. Una hipétesis reciente sugiere que las modificaciones en la
tubulina generan un cddigo que especifica funciones mediante la modificacién de la
estructura de los microtubulos y/o el reclutamiento e interaccion con proteinas efectoras

|ll

[97]. Esta hipdtesis es analoga a la hipdtesis del “codigo de histonas”.

La acetilacion de la tubulina-a ocurre en el grupo g-amino del residuo de lisina 40 (K40), y ha
sido reportada en todos los organismos estudiados hasta el momento, excepto en levaduras

[98]. Recientemente fue identificado el complejo responsable de la acetilacion de la
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tubulina-a en células neuronales. Se trata del complejo Elongador, cuya subunidad catalitica
es la KAT Elp3, que hasta el momento habia sido reportada como responsable de la
acetilacion de las histonas H3 y H4 [99]. Los autores proponen que la regulacion fina de la
acetilaciéon de la tubulina-a seria responsable de la maduracidn de las proyecciones de las
neuronas corticales. Por otra parte, han sido descriptas dos enzimas capaces de deacetilar
tubulina-a in vivo e in vitro: HDAC6 [100] y SIRT2 (ambas en humanos), cuyo ortélogo en
levaduras (Sir2) esta involucrado en el silenciamiento transcripcional [101-102]. La
acetilacién de la tubulina-a parece estar involucrada en la estabilidad de los microtubulos,
asi como también puede funcionar como sitio de unién para proteinas motoras. De esta

manera regularia la dindmica del citoesqueleto.

Por otra parte, la acetilacién puede afectar el metabolismo energético. Casi todas las
enzimas de la glicdlisis, gluconeogénesis, el ciclo de los acidos tricarboxilicos, el ciclo de la
urea y el metabolismo de acidos grasos presentaron esta modificacidon; y como ya fue
mencionado, cerca del 20% de las proteinas mitocondriales se encuentran acetiladas [75]. Al
estudiar el efecto de la acetilacién en enzimas pertenecientes a vias metabdlicas diferentes,
se determind que esta modificacién afecta directamente la actividad o estabilidad de las
proteinas y que los niveles de acetilacion cambian en respuesta a variaciones en la
disponibilidad de nutrientes extracelulares (Tabla Il), lo que da evidencia de un rol fisioldgico
de la acetilacién dindmica en la regulacidon del metabolismo [76]. Mas aun, los efectos de la
acetilacién parecen estar coordinados de modo de simultdneamente inhibir una via
metabdlica mientras que activa otra.

Efecto de la acetilacion
sobre la enzima

Organismo Referencia

Fosfoglicerato kinasa inhibe A. thaliana [81]
Malato dehidrogenasa activa A. thaliana [81)
activa H. sapiens [76]
Gliceraldehido-3-fosfato - |r_1h_|be — E. coli 78]
dehidrogenasa activa su actividad glicolitica,
inhibe su actividad gluconeogénica S. enterica [79]
Isocitrato liasa inhibe S. enterica [79]
Isocitrato dehidrogenasa
kinasa/fosfatasa activa su actividad fosfatasa S. enterica [79]
Aldolasa inhibe H. sapiens [84]
Glicerol-3-fosfato
dehidrogenasa inhibe H. sapiens [84]
Fosfoenolpiruvato
carboxikinasa dirige a la proteina a ser degradada H. sapiens [76,103]
Enoil-coenzima A hidratasa/
3-hidroxiacil- coenzima A activa H. sapiens [76]
Argininosuccinato liasa inhibe H. sapiens [76]

Tabla IlI: Efecto de la acetilacidon en enzimas del metabolismo.
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ACETILTRANSFERASAS

Las Histona acetiltransferasas (HATs) o Lisina acetiltransferasas (KATs) estan conservadas

evolutivamente desde levaduras a humanos aunque son muy diversas en su secuencia.

La primera Histona Acetiltransferasa fue aislada hace veinte afios del ciliado Tetrahymena
thermophila, esta proteina es ortéloga al adaptador transcripcional de levadura Gen5 (ahora
llamada KAT2). Ademads, en la misma época se identificd a HAT1 en levaduras (KAT1), que
inicialmente se postuld como una acetiltransferasa citoplasmatica, si bien luego se

determind que también cumplia funciones nucleares (Revisado por [104]).

Muchas de estas enzimas tienen dominios de unidn a acetil-CoA asi como bromodominios y
en general forman complejos multiproteicos [105]. Las KATs son diversas en estructura,
especificidad de sustrato y funcién, y su clasificacion no es tan clara como la de las
deacetilasas que detallaremos mas adelante. A grandes rasgos, pueden clasificarse en dos
grupos o clases generales (tipo A y tipo B) dependiendo de su localizacién intracelular y
especificidad de sustrato. El nimero de acetiltransferasas en el genoma humano no se
conoce con exactitud debido a la baja similitud de secuencias entre estas enzimas, pero
pueden clasificarse en al menos cinco familias, basadas en la divergencia de secuencia

dentro del dominio KAT. Estas familias se nombran a partir de su miembro fundador:

e Tipo HAT1 (actualmente KAT1).

e Tipo Gcn5/PCAF o KAT2 (por Gen5 de levaduras y su ortélogo en humanos PCAF).

e Tipo MYST (por MOZ humano (KAT6A), Ybf2/Sas3 de levaduras (KAT6), Sas2 de
levadura (KAT8) y Tip60 humana (KAT5)).

e Tipo p300/CBP (por los pardlogos humanos p300 (KAT3B) y hCBP (KAT3A)).

e Tipo Rtt109 (KAT11).

Mientras que las familias HAT1, Gen5/PCAF y MYST tienen homologos desde levaduras
hasta humanos, la familia p300/CBP es especifica de metazoos y la Rtt109 es especifica de
hongos. Se ha determinado que la estructura del dominio acetiltransferasa se encuentra
conservado en todas las familias pero que cada una tiene diferentes mecanismos de catdlisis

a la hora de transferir el grupo acetilo a un residuo de lisina [106].

Acetiltransferasas de Tripanosomdtidos

Los tripanosomatidos presentan secuencias en su genoma que codifican para pocas
acetiltransferasas, metiltransferasas y modulos de unién, como bromodominios, comparado
con otros eucariotas. En particular, hay ocho secuencias codificantes para KATs que son muy

divergentes de las de levadura o mamiferos y no contienen ningiin dominio de unidn
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reconocible. Cuatro de ellas estan relacionadas a la familia MYST (KAT1-4) y cuatro a la
familia GNAT (Gcn5-like, AT1, ELP3a y ELP3b) [107]. En la tabla Il se resumen las
acetiltransferasas de tripanosomatidos y sus funciones reportadas. Hasta el momento solo
se ha reportado una acetiltransferasa citoplasmatica en T. cruzi. La misma pertenece al tipo

Gcen5 y es capaz de autoacetilarse aunque no se conoce aun su sustrato [108].

KATs | Familia Localizacion subcelular Funcionalidad Referencia

Es esencial, modula el silenciamiento

HAT1 MYST Nuclear (T. brucei). . [109]
telomérico.

HAT2 MYST Nuclear (T. brucei). Es esencial, acetila la histona H4K10. [109]

HAT3 MYST Nuclear (T. brucei). No es esencial, acetila la histona H4K4. [109]

Citoplasmatica en todos los estadios,
HAT4 MYST nuclear en células post-mitéticas Acetila histona H4 [110]

(L. donovani).

Gen5s-

) GNAT
like
Citoplasmatica en epimastigotes Es capaz de autoacetilarse. No se conoce
AT1 GNAT . [108]
(T. cruzi). su sustrato.
En el nucleo acetila la histona H3, en el
ELP3a GNAT Periferia nuclear (T. brucei). citoplasma se encarga de modificar los [111]
nucledtidos del ARNt, controlar la [99]
exocitosis y acetilar la a-tubulina, y en la
[112]

. mitocondria y en los dominios ricos en
ELP3b GNAT Nucleolar (T. brucei). [113]
actina contribuye en la organizacién del

citoesqueleto y en la movilidad celular.

Tabla lll: Acetiltransferasas de tripanosomatidos.

DEACETILASAS

Las Histona deacetilasas (HDAC) o Lisina deacetilasas (KDAC) pueden dividirse en dos
familias, la clasica o zinc-dependiente (estructuralmente relacionadas a las proteinas
Hdal/Rpd3 de levaduras) y la NAD" dependiente (homdlogos a Sir2 de levadura). Otra
clasificacién divide a estas enzimas en cuatro clases segln su conservacion filogenética. Las
clases I, Il y IV son las deacetilasas clasicas (HsHDAC1-11), mientras que las homdlogas a
Sir2, referidas como sirtuinas (SIRTs) representan la clase Ill que en humanos posee siete
miembros (HsSIRT1-7) [114-115]. Las siete sirtuinas humanas se agrupan a su vez en cuatro
clases y poseen diferentes localizaciones subcelulares. Las sirtuinas 3, 4 y 5 se localizan en la
mitoconderia, las sirtuinas 6 y 7 son exclusivamente nucleares, SIRT1 posee una localizacion

dual nuclear/citosélica y SIRT2 es citosdlica [116].
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Sirtuinas

La deacetilasa Sir2 de S. cerevisiae, el miembro fundador de este grupo, es una Histona
deacetilasa [117] involucrada en varios procesos relacionados con la cromatina, como el
silenciamiento génico, la reparacion y replicacién del ADN, la estabilidad cromosémica y la
segregacion plasmidica. Sin embargo, actualmente se sabe, que las sirtuinas remueven el
grupo acetilo de lisinas de sustratos nucleares, citosélicos y mitocondriales [118]. Durante la
reacciéon de desacetilacién de Sir2, la acetil-lisina y el NAD" se convierten en lisina,
nicotinamida y O-acetil-ADP-ribosa [119]. Muchas sirtuinas poseen ademas actividad ADP-
ribosiltransferasa. Por ejemplo, se ha reportado que SIRT2, SIRT3 y SIRT5 de humanos
cuentan tanto con actividad deacetilasa como ADP-ribosiltransferasa (Figura 8) [102,120-
121].
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Figura 8: Esquema de las reacciones tipicas catalizadas por sirtuinas: deacetilacién y/o ADP-ribosilacién de
proteinas. Adaptado de [122].

Las sirtuinas son proteinas evolutivamente conservadas presentes en todos los reinos. Los
miembros de este grupo poseen un dominio catalitico de 250 aminoacidos que presenta
una identidad de secuencia que varia del 25 al 60% entre distintos organismos. Desde un
punto de vista estructural, estan formadas por un pliegue de Rossman, el cual consiste en
una hoja beta central formada por seis cadenas beta paralelas y varias alfa hélices que se
empaquetan enfrentadas a la hoja beta; y un dominio pequefo, compuesto por tres alfa
hélices y un motivo de unidn a Zn** que posee dos cadenas beta antiparalelas. Su bolsillo
catalitico estd conservado de bacterias a mamiferos, y esta formado por tres sub-bolsillos

que acomodan el co-sustrato NAD": el bolsillo A, une la adenina-ribosa; el bolsillo B, une la
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nicotinamida-ribosa y el bolsillo C, une la nicotinamida (Figura 9). La lisina acetilada del
sustrato proteico y el NAD" ingresan al sitio activo por lados opuestos de la hendidura entre
los dos dominios. Estudios cinéticos revelaron que la lisina acetilada se une primero al sitio
activo y que el NAD" lo hace en segundo lugar [123]. La unién de la proteina induce el cierre
de la hendidura, y un “lazo de unién al co-factor” se ordena para la unién del NAD". La
posicion de la nicotinamida del NAD" varia en diferentes estructuras, pero durante la
formaciéon de un intermediario alquilimidato entre la posicién 1" de la ADP ribosa y el
oxigeno del acetilo [124], parece ocupar un bolsillo conservado [125]. La nicotinamida luego
se disocia de este bolsillo C, posiblemente asistido por el cierre del “lazo de unién al co-
factor”. El intermediario se rearregla a la forma 1°-2'-biciclica, la cual es finalmente
hidrolizada a los productos 2'-O-acetil-ADP ribosa y el polipéptido deacetilado. Si la
nicotinamida se vuelve a unir al bolsillo C antes de la conversién alquilimidato, puede iniciar
una reformacién del sustrato que llevard a una aparente inhibicién de la reaccion de

deacetilacién [124].

-2
Péptido acetil—v [
Iisinaé q

Figura 9: Esquema de la estructura de la sirtuina ScHST2. A) Estructura de ScHST2 unido a sus dos sustratos
(péptido acetilado y NAD"). Se muestra el dominio grande con plegamiento de Rossman en azul, el dominio
pequerio bilobular con el sitio de unién a Zn*" en verde claro y el dominio globular en verde oscuro y los cuatro
lazos de unidn en violeta. B) Representacion de superficie de la hendidura de unidn del sustrato. Las cargas
negativas estan coloreadas en rojo y las positivas en azul. La regiéon de unién del NAD" esta dividida en los
sitios A-D. Adaptado de [126].

Las sirtuinas han sido propuestas como proteinas que promueven la sobrevida en diversos
organismos [127]. La introduccion del gen Sir2 en levaduras aumenta un 30% la vida media
de las mismas [128], y la sobreexpresidon de la enzima en eucariotas superiores como D.
melanogaster y C. elegans también aumenta su sobrevida [129-130]. En mamiferos, las

sirtuinas estan involucradas en patologias relacionadas a la edad, como las enfermedades
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metabdlicas, neurodegenerativas, cardiovasculares y oncolégicas [131-133]. Finalmente, si
bien a SIRT1 y SIRT6 se les han atribuido actividades pro-inflamatoria y anti-inflamatoria
respectivamente, aln no esta claro el rol que juegan las sirtuinas en la respuesta inmune
[134-135]. En los ultimos afios se han desarrollado inhibidores farmacolégicos de las
sirtuinas por su potencial uso curativo en enfermedades metabdlicas y oncolégicas. La
mayoria de los inhibidores de sirtuinas disponibles hoy, inhiben SIRT1, la sirtuina mejor

caracterizada, y SIRT2.

Deacetilasas de Trypanosomas

En Trypanosoma brucei los cuatro genes que codifican ortélogas a las Lisina deacetilasas
fueron identificados, clonados y caracterizados. Las deacetilasas predichas, DAC1-4, tienen
un peso molecular de aproximadamente 43, 61, 75 y 64 kDa respectivamente. Comparten
similitudes significativas con las lisina deacetilasas clase | (DAC1 y DAC2) y clase Il (DAC3 y
DAC4) de mamiferos y levaduras, y todas, excepto DAC2, poseen los residuos criticos
predichos para la actividad deacetilasa. DAC1 y DAC3 parecen ser esenciales por lo cual se
las considera potenciales blancos quimioterapéuticos, mientras que DAC2 y DAC4 no son
requeridas para la viabilidad celular [136-137] (Tabla IV).

En cuanto a las deacetilasas clase lll, se encontraron tres genes que codifican para tres
sirtuinas (SIR2RP1-3). Sin embargo, SIR2RP2 no se encontrd en T. cruzi. SIR2RP1 se relaciona
a las proteinas ScSir2, HsSIRT1 y HsSIRT2, mientras que SIR2RP2 y SIR2RP3 estan mas
relacionadas a proteinas bacterianas y a las proteinas mitocondriales humanas SIRT4 y
SIRT5, respectivamente [138].

SIR2RP1 se caracterizd en varias especies de Leishmania (major, infantum y amazonensis),
siendo en todas citosdlica y esencial para la sobrevida del parasito tanto in vitro como in
vivo. Su sobreexpresion retrasé la muerte celular por apoptosis en diferentes estadios del
pardsito [139]. SIR2RP1 recombinante de L. infantum fue la primera sirtuina reportada en
ADP-ribosilar a-tubulina, ademas de deacetilarla, causando la despolimerizacién o la
inhibicién del ensamblado de la tubulina [140]. Esta proteina ademas de ser citosdlica, co-
localiza con la red de microtubulos y parece ser excretada al igual que LaSIR2RP1 y
LmSIR2RP1 [141-142]. Como se detalla en la tabla 1V, las tres sirtuinas de T. brucei fueron
caracterizadas: TbSIR2RP1 se localiza en el ntcleo donde participa de la reparacion del ADN
asi como de la transcripcién mediada por la ARN polimerasa |, se asocia a regiones
subteloméricas silenciando genes a sélo 2kb de los telémeros [143] y posee actividad ADP-
ribosiltransferasa [144]; TbSIR2RP2 y TbSIR2RP3 son mitocondriales. Hasta el trabajo

realizado en esta tesis, nada se sabia sobre las sirtuinas de T. cruzi.
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KDACs | Clase Localizacion subcelular Funcionalidad Referencia

Estadio especifica: en la forma

| En la forma sanguinea, actia como
sanguinea se concentra en el

, antagonista del silenciamiento [137]
DAC1 | nucleo, en las formas presentes . .
. telomérico basal. Esencial para la [136]
en el vector se relocaliza en el o
viabilidad.

citoplasma (T. brucei).

. DAC2, si se sintetiza, puede no poseer
Predominantemente . .
DAC2 | X L. . actividad deacetilasa, ya que no presenta [136]

citoplasmatica (T. brucei). ] . .
los residuos criticos necesarios.

Acttia como represor transcripcional, es

DAC3 I Nuclear en todos los estadios del requerida para el silenciamiento del [137]
ciclo de vida (T. brucei). promotor VSG ES. Esencial para la [136]
viabilidad
Predominantemente Es requerida para la progresion del ciclo
DAC4 I ] o . [136]
citoplasmatica (T. brucei). celular.
Citoplasmatica en los estadios . . o
. . Acetila a-tubulina y posee actividad ADP-
promastigote y amastigote L [140]
. ribosiltransferasa.
(L. major).
SIR2RP1 1 — - S -
i Participa en el silenciamiento telomérico
Nuclear en todos los estadios del o
. ] ) basal y en la reparacién del ADN. Posee [138]
ciclo de vida (T. brucei). . .
actividad ADP-ribosiltransferasa.
SIR2RP2 i Podrian estar involucradas
. . ) en la acetilacion de la acetil-CoA sintetasa
Mitocondrial (T. brucei). la ADP-ribosilacion de la elut ; [138]
SIRZRP3 il yenla -ribosilacion de la glutamato

deshidrogenasa.

Tabla IV: Deacetilasas de Trypanosomas.

Las deacetilasas como blancos emergentes de drogas anti-parasitarias.

Existen numerosos resultados que han llevado a sugerir que, en términos generales, las
sirtuinas son enzimas que influyen positivamente sobre el metabolismo celular, al punto
que se las ha llamado enzimas “pro-vida”. Esta consideracion ha tenido numerosas
implicancias sobre el estudio de las sirtuinas en distintas patologias. Las HDACs, por
ejemplo, son un blanco ampliamente validado como estrategia terapéutica para el
tratamiento de cancer. La actividad anti-proliferativa de sus inhibidores se da tanto a través
de la interferencia con el remodelado de la cromatina, como mediante la alteracién del
estado de acetilaciéon de proteinas no histonas claves para distintos procesos celulares
[145]. El numero de inhibidores de deacetilasas que son aprobados y entran al mercado
para tratamiento de tumores se encuentra en aumento continuamente y seria muy
importante evaluar su actividad contra distintos pardsitos. Ademas, las sirtuinas de varios
parasitos humanos (especialmente Plasmodium, Trypanosoma y Leishmania) promueven la
sobrevida del pardsito bajo ciertas condiciones y en muchos organismos estan involucradas

en la respuesta al estrés oxidativo. Por lo tanto, se las considera como nuevos posibles
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blancos terapéuticos para lo cual numerosos cientificos han comenzado a explorar las
diferencias estructurales y bioquimicas entre las sirtuinas de humanos y de estos parasitos,
con el objetivo de inhibir selectivamente las sirtuinas de los parasitos. Se ha demostrado
que inhibidores de deacetilasas de distintas clases son efectivos contra Plasmodium,

Toxoplasma gondii, Leishmania 'y Trypanosoma brucei [146-149].

Los inhibidores de deacetilasas NAD'-dependientes utilizados en este trabajo son:
Nicotinamida (NAM), Cambinol y EX-527. El Cambinol es un compuesto B-naftol que inhibe
HsSIRT1 y HsSIRT2 con valores de ICso similares: 56 y 59 uM. Compite con el sustrato y no
con el dominio de unién de NAD", lo cual puede explicar su selectividad y baja toxicidad. El
Cambinol posee actividad antitumoral in vivo [150]. EX-527 (6-cloro-2,3,4,9-tetrahidro-1H-
carbazol-1-carboxamida), ocupa el sitio de la nicotinamida y un bolsillo vecino y contacta
con la ribosa del NAD" o del co-producto 2’-O-acetil-ADP ribosa, de este modo estabiliza la
conformacion cerrada de la enzima evitando la liberacién del producto. EX-527 inhibe 100
veces mas fuertemente a HsSIRT1, con un ICsg de 0.09 uM, que a HsSIRT2 y HsSIRT3 [151].
La Nicotinamida es una vitamina del complejo B, soluble en agua, junto con el 4cido
nicotinico pertenece a la vitamina B3 o PP y actua como constituyente de los co-factores de
la enzima NAD (nicotinamida adenina dinucledtido) y NADP (nicotinamida adenina
dinucleétido fosfato). Estas moléculas funcionan como transportadores de electrones en el
metabolismo de los hidratos de carbono. La NAM se usé para tratar la osteoartritis, la
pelagra y esta siendo ensayada clinicamente por su potencialidad de prevenir la recurrencia
del cancer y la diabetes tipo 1. Esta vitamina es segura para humanos aun administrada a
altas dosis (6 gramos/dia) [152]. Soares y colaboradores demostraron las propiedades anti-
trypanosoma de la nicotinamida. El crecimiento de epimastigotes de T. cruzi de las cepas Yy
Colombiana se vio inhibido por NAM en cultivos axénicos, los valores de ICso fueron: 37 y 25
UM, respectivamente. También disminuyd la infeccién de tripomastigotes y la duplicaciéon
de amastigotes [153]. El alineamiento de secuencia de las sirtuinas de T. cruzi y HsSIRT1
sugiere que a pesar de la homologia hay suficientes diferencias en la secuencia aminoacidica
del dominio catalitico que puede usarse en la evaluaciéon de esta proteina como blanco
putativo para el desarrollo de drogas. Ademas, un analisis in silico estructural y de superficie
de las sirtuinas de trypanosomas y humanos sugiere la presencia de diferencias
estructurales importantes en el sitio de unién del inhibidor, indicando que la selectividad de
un inhibidor por una proteina es posible [154]. Sacconnay y colaboradores realizaron un
analisis in silico estructural de SIR2RP3 de T. cruzi y Leishmania mediante modelado por
homologia y simulaciones de unién y dinamica molecular, y evaluaron las diferencias de

estas proteinas con las sirtuinas mitocondriales de humanos. Mediante esta técnica
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identificaron diferencias menores pero significativas entre HsSIRT5 y SIR2RP3 de los
pardsitos que pueden servir para el desarrollo de compuestos con propiedades inhibitorias y
especie-especificas [155]. El mismo grupo también realizd el modelado de TcSIR2RP1 vy
ensayo por simulacién de unién molecular una libreria de cincuenta compuestos naturales y
diversos, con actividad demostrada contra este pardsito, contra ambas sirtuinas. De este
modo identificaron un numero limitado de compuestos extraidos de Vismia orientalis,
Cussonia  zimmermannii, Amomum aculeatum 'y Anacardium occidentale que

potencialmente interaccionan con las sirtuinas de T. cruzi [156].

BROMODOMINIOS

El bromodominio, es un dominio proteico de unidn a lisina acetilada, descripto en proteinas
de unién a histonas que poseen esta modificacion [157]. Este dominio fue reportado por
primera vez en la proteina Brahma de Drosophila melanogaster, y representa un médulo
evolutivamente conservado presente mayoritariamente en proteinas de localizacidn
nuclear. La estructura del bromodominio fue determinada mediante cristalografia de rayos
Xy RMN a partir de distintas proteinas de mamiferos y levaduras, mostrando, en todos los
casos, una configuracidn atipica de cuatro a-hélices con giro en sentido horario [158] (Figura
10).

Figura 10: Estructura tridimensional del bromodominio.

Las hélices (aZ, aA, aB y aC) se encuentran separadas por dos lazos que interaccionan entre
si a través de aminodcidos hidrofébicos, dando estabilidad estructural al motivo y
generando un bolsillo hidrofébico, el sitio de unidn para la lisina acetilada, que se ubica del

lado opuesto a los extremos carboxilo y amino terminal.
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Si bien los bromodominios de distintas especies varian notablemente en su estructura
primaria, un numero limitado de aminoacidos implicados en la unién a acetil-lisina se
encuentran altamente conservados sugiriendo una estructura terciaria comun para todos
ellos (Figura 11). En la proteina CBP (del inglés “CREB binding protein”), por ejemplo, estos
son la Y1125, la Y1167 y la N1168 (Figura 11) [159], responsables de la unién de la K20
acetilada de la H4 (Figura 12). Las mayores desviaciones estructurales entre los

bromodominios se ubican en los lazos ZA y BC [157].
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Figura 11: Alineamiento de secuencias basado en la estructura de varios bromodominios. Los residuos
conservados estan marcados en azul. En P/CAF los residuos que interactian directamente con el péptido TAT
estan en mayuscula, y los residuos esenciales para la union de acetil-lisina estan subrayados. Los residuos
importantes para la especificidad del ligando por interaccion con los residuos que flanquean la acetil-lisina

estan marcados con asteriscos rojos. Adaptado de [157].

Figura 12: Base estructural del reconocimiento de la acetil-lisina en el péptido H4K20ac por el bromodominio
de CBP. Adaptado de [160].

La resolucidn de la estructura cristalografica de proteinas con bromodominios junto con

péptidos permiti6 demostrar que los epitopes de acetil-lisina son reconocidos en una
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cavidad central profunda e hidrofébica donde la Ac-K es anclada por puentes hidrégeno a

una Asparagina conservada presente en la mayoria de los BRDs [161] (Figura 13B).
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Figura 13: Plegamiento general del bromodominio, modo de unidn al sustrato y filogenia. (A) Estructura
general de BRD2. Estan indicadas las regiones N-, C-terminal y su estructura secundaria (ID: 2DVQ). Tambien se
muestra la union de un peptido de histona H4 acetilada en la lisina 12 (H41-15K12ac) en la cavidad central del
modulo. (B) Superficie del bromodominio BRD2 (misma orientacion que en A) coloreado de acuerdo a su
potencial electrostatico, lo que demuestra la superficie cargada alrededor de la cavidad de unidn a la lisina
acetilada. (C) Arbol filogenético basado en estructuras de los bromodominios humanos. Las diferentes familias

se denominan con nimeros romanos (I-VIIl). Adaptado de [162].

El analisis filogenético de las familias de BRDs fuera de los dos nucleos de a-hélices centrales
es complicado debido a la baja homologia de secuencia y las inserciones no conservadas en
las regiones de los lazos. Recientemente se clasificd los BRDs humanos en ocho familias
realizando alineamientos tridimensionales basados en estructura incluyendo las estructuras
obtenidas por RMN vy predicciones de estructuras secundarias [162]. En la figura 13C se

observa el filograma obtenido.

Familia_|: contiene acetiltransferasas (HATs) como PCAF, GCN5L y también factores
generales de la transcripcion como FALZ, CECR2 que localizan en el nucleo. Las proteinas
con bromodominios contribuyen a la acetilacion especifica de las histonas porque

promueven el movimiento de KATs a sitios especificos en el cromosoma.

Familia |l: estd constituida por las proteinas BET (del inglés “bromo and extra terminal

domain”), que comparten una arquitectura caracteristica compuesta por dos
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bromodominios N-terminales que tienen un alto grado de conservacion a nivel de
secuencia. Ademas, contienen un dominio extra-terminal (ET) y un dominio C-terminal mas
divergente. Hay cuatro proteinas en este grupo: BRD2, BRD3, BRD4 y BRDT. El dltimo
miembro de esta familia solo se expresa en ovarios y testiculos mientras que los otros tres
se expresan ubicuamente. Las proteinas BET son reclutadas a los sitios de inicio de la

transcripcion durante la mitosis y se unen a sitios acetilados adyacentes con alta afinidad.

Familia Ill: contiene a los reguladores transcripcionales BRD8B, CREBBP, EP300, WDR9,
BAZ1B, WDR3 y PHIP.

Familia IV: contiene los reguladores transcripcionales BRD7, BRD1, BRPF1, ATAD2,
KIAA1240, BRD9 y BRPF3. La unién a proteinas acetiladas por estos bromodominios no ha

sido extensamente estudiada pero si se ha reportado su participacién en enfermedades.

Familia V: este grupo estad conformado por los represores transcripcionales TRIM66, TRIM33
y BAZ2A vy por los reguladores transcripcionales TIF1la, SP100, SP110, SP140 y BAZ2B. Su
caracteristica principal es la presencia de un médulo PHD/BRD en tandem que parece ser un
motivo estructural necesario para el reconocimiento del péptido acetilado asi como para la

estabilidad de la proteina.

Familia VI: no se han reportado interacciones mediadas por acetil-lisina para estos
bromodominios con histonas u otras proteinas acetiladas. Incluye la histona metil-

transferasa MML y el co-regulador transcripcional TRIM28.

Familia VII: contiene al represor transcripcional ZMYND11, los iniciadores transcripcionales
TAF1y TAF1Ly al dominio 1 de WDR9, de BRWD3 y de PHIP.

Familia VIII: estd compuesta por la metil-transferasa ASH1L, los factores remodeladores de
la cromatina SMARCA2 y SMARCA4 y PB1.

Reconocimiento de la acetil lisina

Dhalluin y colaboradores resolvieron la primera estructura tridimensional de un
bromodominio usando RMN. La estructura fue la del factor asociado al co-activador
transcripcional p300/CBP (PCAF) [158]. Como se explico anteriormente, los BRDs comparten
un plegamiento conservado de cuatro a-hélices anfipaticas con giro anti-paralelo, las cuales
estdn unidas por dos lazos de secuencia diversa que contribuyen a la especificidad de
ligando. En un extremo las regiones N- y C-terminal se acercan, mientras que en el extremo
opuesto los lazos ZA y BC se empaquetan entre si formando un bolsillo hidrofébico que
reconoce al ligando acetilado. Estos autores demostraron que los grupos metil y metileno

del ligando hacian contacto con las cadenas laterales de la valina 752, alanina 757, tirosina
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802, asparagina 803 y tirosina 809 de BRD2. Todos estos aminoacidos estdn altamente
conservados entre los bromodominios (Figura 14). En este trabajo también se realizé
mutagénesis sitio dirigida en la Y809, Y802, Y760 y V752 para determinar la contribucion
relativa de cada residuo en la unién bromodominio-acetil lisina (utilizando un péptido de
histona H4 acetilado como ligando). La sustitucion de la Y809 por alanina anuld
completamente la unién mientras que al mutar los restantes aminoacidos se observa una
reduccion significativa de la afinidad (Tabla V). Los autores concluyen que la tirosina 809 es
esencial para la interaccién del bromodominio con el grupo acetilo y que la tirosina 802, 760
y la valina 752 de PCAF probablemente tienen roles estructurales y funcionales en el

reconocimiento de la lisina acetilada.
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Figura 14: Alineamiento de secuencias basado en la estructura de bromodominios seleccionados. Las
secuencias se alinearon en base a la estructura del bromodominio PCAF obtenida por RMN. Las alfa-hélices
predichas se indican en verde. Sobre la secuencia de PCAF se indican los numeros de los residuos. Tres
residuos absolutamente conservados se indican en rojo (Pro 751, Pro 767, y Asn 803). Residuos altamente
conservados se indican en azul. Los asteriscos indican los residuos de PCAF que interaccionan con el ligando
utilizado, acetil-histamina, determinado por NOEs intramolecular. Los residuos subrayados fueron mutados a

alanina por mutagénesis sitio dirigida. Adaptado de [158].

Integridad estructural del Afinidad por el ligando
Mutantes PCAF - .
bromodominio (comparada con el salvaje)

Salvaje ++++

Y809A ++++ No hay unién

Y802A +++ Reduccién significativa

Y760A +++ Reduccidn significativa

V752A ++ Reduccidn significativa

Tabla V: Analisis estructural y funcional de los mutantes del bromodominio de PCAF. ++++, estable como el

salvaje; +++, levemente destabilizado; ++, moderadamente desestabilizado.
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Estos resultados fueron luego confirmados cuando se cristalizé el complejo GCN5 H4KAc16
[162]. Los estudios estructurales demostraron que la acetilacion es necesaria pero no
suficiente para la unidn efectiva del bromodominio y que los residuos aminoacidicos
cercanos a la lisina acetilada permiten diferenciar los distintos ligandos y dar especificidad a
la union [163].

Las proteinas con bromodominio en general presentan ademas otros dominios con
actividad catalitica y forman parte de complejos multiproteicos [164]. Se han descripto

diversos roles para los bromodominios en procesos como:

e Acetilacion de la cromatina por HATs. Gcn5, es una proteina que posee un
bromodominio y es la subunidad catalitica de multiples complejos con actividad HAT.

e Ensamblaje y remodelado de los nucleosomas. Swi2/Snf2, la subunidad ATPasa del
complejo de remodelamiento de la cromatina SWI/SNF, contiene un bromodominio,
el cual es importante para el reconocimiento del nucleosoma acetilado.

e Organizacion de cromosomas y dominios cromosomales. Las proteinas BRD,
contienen dos bromodominios. BRD2, reconoce el residuo de lisina 12 acetilado de la
histona H4, asocidndose preferencialmente a regiones acetiladas en los cromosomas
durante la mitosis; BRD4/MCAP15 interacciona con cromatina acetilada durante la
interfase y la mitosis y BRD5/BRDT16 puede reorganizar la cromatina de una manera
dependiente de la acetilacion.

e Reconocimiento de proteinas no-histonas acetiladas. CBP posee un bromodominio

gue se une especificamente a la lisina 382 acetilada de p53 [68].

Inhibidores de bromodominios.

Inicialmente se pensaba que los BRDs, como mediadores de interacciones proteina-
proteina, no eran buenos candidatos como blancos para el desarrollo de drogas. Esta idea
fue refutada en 2005 por el grupo de Zhou, que realizé una busqueda de inhibidores del
bromodominio PCAF mediante ensayos basados en RMN [165]. Este trabajo demostrd que
el bolsillo de unién a acetil-lisina es sensible a la unién de pequefnas moléculas e identificd
un compuesto (N1-aryl-propano-1,3-diamina) con accién inhibitoria a concentraciones
micromolares. Este compuesto no se unia al BRD de la proteina de unién a CREB (CBP), por
lo tanto se concluyd que existe selectividad entre la familia de bromodominios. Luego, en
2006 se reportaron inhibidores del BRD de CBP descubiertos utilizando una libreria de
compuestos sintetizados siguiendo el siguiente criterio: presencia de un anillo aromatico
conectado a un grupo —NHCOCH3 directamente o a través de una cadena de dos o tres

carbonos. Se postuld en este trabajo que esta combinacién imitaria la unién de la acetil-
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lisina al bolsillo hidrofédbico del BRD [166]. Estos trabajos iniciales demostraron que era
posible desarrollar inhibidores de BRDs que bloguearan el sitio de unién a la lisina acetilada

con actividad biolégica relevante.

Mas recientemente dos grupos, uno del Consorcio de Gendmica Estructural (SGC) y otro en
GlaxoSmithKline (GSK) desarrollaron independientemente inhibidores de BRDs de la familia
BET (grupo 1) selectivos a concentraciones nanomolares [167-168]. El grupo de SGC
desarrollé el compuesto JQ1 usando como punto de partida tienodiazepinas (reportadas por
Mitsibishi Pharmaceuticals como ligandos de proteinas BET). El grupo GSK desarrollé el
inhibidor I-BET usando un ensayo fenotipico para identificar reguladores de Ila
Apoliproproteina A-1. Ambos inhibidores se unen al bolsillo que aloja a la acetil-lisina y
bloguean directamente la uniéon del bromodominio. Estos compuestos imitan las
interacciones hidrofébicas y la unién por puente hidrégeno del ligando peptidico natural. En
particular I-BET presenta un anillo 1,2,4-Metriazolyl y JQ1 un anillo triazol, que imitan ambas
caracteristicas del péptido acetilado. La selectividad por los bromodominios de la familia
BET estd dada por los contactos adicionales fuera de la cavidad que aloja a la acetil-lisina
aunque no se ve preferencia por miembros particulares de la familia BET. Tanto JQ1 como I-

BET muestran permeabilidad celular y son eficaces in vivo.

La eficacia de estos inhibidores BET de primera generacion dispard la busqueda de nuevos
compuestos que inhiban BRDs no-BET asi como también que distingan entre los miembros
de la familia BET.

El desarrollo de compuestos inhibidores de bromodominios es un campo muy activo pero
hasta el momento solo los inhibidores de la familia BET encontrados son altamente
efectivos. La busqueda de compuestos del resto de las familias de bromodominios humanos
recién comienza. Se ha desarrollado un recurso amigable que organiza toda esta
informacion, el cual se denomina ChEpiMod (http://chepimod.org/db/) [169]. Esta base de
datos tiene informacién sobre moduladores quimicos de dominios “lectores” del
epigenoma. Una busqueda simple en esta base de datos muestra que hay reportados 196
compuestos inhibidores que actlan sobre el primer bromodominio de BRD4, 119
compuestos que actlan sobre el segundo bromodominio de BRD4, 97 compuestos sobre
CBP, 60 compuestos sobre PCAF/KAT2B, 26 compuestos sobre EP300 y 12 compuestos
sobre BRD2.

Los inhibidores de bromodominios han sido utilizados experimentalmente en diversas
enfermedades cardiovasculares, diversos tipos de canceres e inflamacién. Ademas se ha
reportado su uso en el drea de anticoncepcién masculina. En general, se observa que los
inhibidores de la familia BET (JQ1, I-BET151, I-BET762) tienen efectos anti-proliferativos via
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la desregulacién de la transcripcion del gen MYC y otros efectos independientes de esta via.
Otra funcidon importante de estos inhibidores es su eficacia como herramienta para
investigar la funcién de proteinas con bromodominios en otros sistemas. La cantidad de
funciones nuevas descubiertas en los Ultimos tres afios para proteinas de la familia BET,
desde que los inhibidores estan disponibles, ejemplifica el poder de estos moduladores

como herramienta para la biologia (revisado por [170]).

Figura 15: Vistas alternativas (A y B) de la estructura cristalina del iBET con el bromodominio N-terminal de
BRD2 humano. Se indican los aminoacidos importantes para la interaccién con el inhibidor. Adaptado de [171].
Uno de los inhibidores de bromodominios desarrollado por GlaxoSmithKline, el iBET-151 o
GSK1210151A, fue cedido a nuestro grupo para evaluar su actividad en Trypanosoma cruzi.
Este compuesto es un derivado de quinolina isoxazoles, interacciona con el bromodominio
N-terminal de la proteina BRD2 humana y es capaz de unirse al bolsillo de reconocimiento
de la lisina acetilada. En el trabajo de Seal y colaboradores se obtuvo la estructura del
bromodominio N-terminal de BRD2 unida al iBET-151 mediante difraccidon de rayos X. Esta
estructura (Figura 15) revelé que un atomo de nitrégeno del iBET acepta un puente
hidrégeno del grupo hidroxilo de la tirosina 113 (Y113) de BRD2. También existe una
interaccidn polar entre el oxigeno del isoxazol y el grupo amina de la cadena lateral de la
asparagina 156 (N156). Los dos grupos metilo del iBET ocupan dos pequefios bolsillos
hidrofébicos, uno en la regidn de la fenilalanina 99 (F99) y otro cerca de la leucina 110
(L110). Ademas, el anillo quinolinico se une a una grieta hidrofébica entre un triptéfano
(W97) y prolina (P98) de un lado y una leucina (L108) del otro. Ese triptéfano y esta prolina
son parte del motivo WPF presente en bromodominios de la familia BET. Por otro lado, el
grupo 4-anilina se une a la region denominada “estante WPF” formado por las cadenas
laterales del W97 y la isoleucina 162 (1162) y el grupo metileno de la asparagina 161 (N161).
Se postula que la interaccidn lipofilica entre el estante WPF y el inhibidor contribuye a la
afinidad de unién de muchos inhibidores de bromodominios BET [171]. Por ejemplo, esta
interaccidon también se ha reportado para las benzodiacepinas [172] y las fenil lisoxasol

sulfonamida [173] que tienen esta actividad. Todos los residuos involucrados directamente
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en estas interacciones estan altamente conservados en todos los bromodominios de la
familia BET.

Bromodominios de Trypanosoma cruzi

Previo al inicio de este trabajo de tesis, en nuestro laboratorio se llevd a cabo un analisis
bioinformatico exhaustivo de las secuencias gendmicas de T. cruzi no ensambladas, para la
busqueda de proteinas con bromodominios y para proteinas con dominios conservados
relacionados con la regulacién del inicio de la transcripcion (Tesis doctoral, Pamela Cribb,
2007). Como se menciond en la introduccidn, los bromodominios estdn asociados a
proteinas involucradas en la regulacién del estado de la cromatina y en la regulacion
transcripcional. La pregunta planteada fue si existian en el pardsito proteinas con estos
dominios y de ser asi, si éstas podrian estar interviniendo en mecanismos similares a los
reportados en otros eucariotas. Para esta busqueda, se generd un motivo a partir de 24
proteinas con bromodominios, de distinto origen, utilizando el programa MEME. Este
motivo se utilizd6 como anzuelo para el andlisis de secuencias gendmicas parcialmente
ensambladas de T. cruzi, realizado con el programa MAST, y dié como resultado cinco
secuencias codificantes con bromodominio (TcBDF1-5). Tres de los marcos abiertos de
lectura hallados (TcBDF1, TcBDF2 y TcBDF3), codifican proteinas pequeias (225 AA — 296
AA) con un alto puntaje para el dominio, y los dos restantes (TcBDF4 y TcBDF5) codifican
proteinas de tamano mayor (679 AA y 710 AA respectivamente) con bromodominios mas
divergentes (Figura 16). Posteriormente, cuatro de éstas secuencias, asi como sus ortélogos
en T. brucei y L. major fueron informadas en el proyecto genoma de Trypanosoma cruzi,
denominandose TcBDF1, TcBDF2, TcBDF3 y TcBDF4 [107]. La secuencia correspondiente a
TcBDF5 no fue informada en el genoma, probablemente debido a la menor homologia de
secuencia que presentan los bromodominios correspondientes a esta CDS, pero fue

posteriormente anotada en la base de datos TriTryps.

TcBDF2 es una proteina con bromodominio de localizacidn nuclear y su presencia resulta
esencial para la sobrevida de los epimastigotes en cultivo. Este es el primer factor con
bromodominio caracterizado en tripanosomatidos capaz de interaccionar con histonas
acetiladas. En T. cruzi, la histona H4 se encuentra acetilada principalmente en el residuo K4
y en menor proporcién en los residuos K10 y K14, los residuos con los que interacciona

principalmente TcBDF2.
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Figura 16: Alineamiento de los bromodominios de T. cruzi usando ClustalX2.1 y edicién con BioEdit para
resaltar los aminoacidos conservados e idénticos basandonos en BLOSUM 62. Los aminoacidos idénticos se
indican en blanco con fondo negro y los similares en negro con fondo gris. A la izquiera de indican los nimeros
de acceso de la base de dato TryTrypDB. Hay dos alelos para cada Factor con Bromodominio, a excepcion de
TcBDF1. TcBDF5 posee dos bromodominios (a y b). Debajo del alineamiento esta representada la estructura
secundaria.

Los parasitos que expresan TcBDF2c-myc son capaces de sobrevivir a mayores dosis de
radiacion UV mientras que los mutantes negativos para TcBDF2 son mads sensibles.
Posiblemente la presencia de una mayor disponibilidad de TcBDF2 permita responder mas
rapidamente al reensamblado de la cromatina para poder sobreponerse a la lesién mientras
gue la presencia de la proteina no funcional no permita que este proceso sea llevado a cabo
[174]. Estos resultados corresponden al trabajo de Tesis Doctoral de Vanina Villanova,

realizado en nuestro laboratorio.

TcBDF3 es el primer bromodominio reportado que se localiza exclusivamente fuera del
nucleo. Se expresa en todos los estadios del ciclo de vida del parasito, e interacciona con la
a-tubulina acetilada, el componente mds abundante del flagelo y los microtubulos
subpeliculares. En epimastigotes se distribuye por todo el cuerpo celular, en cambio en
tripomastigotes, se concentra en el flagelo y en la regién del bolsillo flagelar. TcBDF3 estaria
implicado en la dindmica del citoesqueleto [175]. Mediante ensayos de atenuacion de la
fluorescencia se determind que TcBDF3 recombinante, pero no una version mutante (en los
aminoacidos implicados en el reconocimiento de la lisina acetilada), se une de manera
especifica al inhibidor I-BET151. Ademds, este compuesto inhibido el crecimiento de
epimastigotes de T. cruzi con un ICso de 5 uM (el del Beznidazol es de 8 uM), y no resulté
citotéxico para células de mamiferos a las concentraciones ensayadas (Alonso VL et al, 2015,
en revision). Estos resultados corresponden al trabajo de Tesis Doctoral de Victoria Alonso,

realizado en nuestro laboratorio.
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OBJETIVOS

El objetivo general de este trabajo es acrecentar el conocimiento acerca de los procesos de
regulaciéon y sefializacion celular mediados por acetilacion en el parasito humano
Trypanosoma cruzi, en particular procesos que ocurren fuera del compartimiento nuclear y

relacionados con el metabolismo energético.

Los objetivos particulares son:

Estudiar la acetilacién de proteinas como mecanismo de modulaciéon de la actividad

metabdlica en Trypanosoma cruzi.

Estudiar la funcionalidad de TcBDF1 y la participacion de complejos proteicos con

bromodominios en la acetilacion.

Caracterizar las deacetilasas NAD*-dependientes de Trypanosoma cruzi.
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RESULTADOS Y DISCUSION

CAPITULO I: “ACETILACION EN TRYPANOSOMA CRUZI”

I.1. Hay diversas proteinas no nucleares acetiladas en T. cruzi.

Hasta el momento, con excepcion de la tubulina-a, no existen reportes de proteinas no
nucleares acetiladas en Trypanosoma cruzi. Utilizando un anticuerpo comercial anti
acetil-lisina se analizaron mediante western blot extractos totales (ET), nucleares (EN) y
no nucleares (EnoN), observandose la presencia de bandas reactivas en todos ellos
(Figura 17A). En paralelo, lo mismos anticuerpos fueron utilizados sobre epimastigotes
mediante inmunofluorescencia. Como se puede ver en la figura 17B, la seiial esta
presente en toda la célula, incluido el flagelo, confirmando que existen proteinas

acetiladas en lisinas en todos los compartimentos celulares del parasito.

A B anti-AcK monoclonal Cell Signaling #9814
ET EN EnoN
. —_ DAPI /
-4 \
- )
i .
| 4
i

-
- 5
L]
| -
Anti-Ack

Figura 17: La acetilacion es una modificacion presente y abundante en T. cruzi. A) Western blot de
extractos proteicos totales (ET), nucleares (EN) y no nucleares (EnoN) de epimastigotes con anti-Acetil
Lisina (AcK). B) Deteccién por inmunofluorescencia en epimastigotes de las proteinas acetiladas usando

dos anticuerpos anti-Acetil Lisina comerciales.

1.2. Identificacion del acetiloma.

Con el objetivo de identificar las proteinas acetiladas de T. cruzi, utilizamos dos
aproximaciones diferentes (Figura 18A y B), cuyos resultados se detallan en las tablas

del Anexo.
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Figura 18: Representacion esquematica de las metodologias utilizadas para la identificacién del acetiloma.
En ambos casos se partiéo del mismo nimero de parasitos tratados con TSA y NAM (inhibidores de
deacetilasas) durante 48 horas, y los eluidos fueron liofilizados y enviados al laboratorio del Dr. Igor
Almeida en la Universidad del Paso, Texas para su identificacion por LC/MS-MS. A) Las proteinas del
extracto se sometieron a inmunopurificacion con anticuerpos anti-Acetil Lisina (monoclonal de Cell
Signaling y policlonal de Millipore) acoplados a esferas magnéticas (Dyna Beads, Invitrogen). B) El extracto
proteico se tripsinizd y los péptidos obtenidos se sometieron a inmunopurificacién con anti-Acetil Lisina
agarosa (InmuneChem) de modo de obtener un eluido enriquecido en péptidos acetilados. El objetivo de
esta aproximacion es deshacernos de aquellos péptidos no acetilados que pertenecen a proteinas si

acetiladas.

Los resultados obtenidos mediante estas dos aproximaciones son variables, lo cual es de
esperar ya que se utilizaron dos anticuerpos distintos. A diferencia de la fosforilacién
gue ocurre en una secuencia consenso, los aminoacidos que rodean la lisina acetilada
son mucho mas variables, dependen de la localizacidon subcelular de la proteina asi
como del tipo celular y del organismo. Desafortunadamente, en pocos casos se pudo
determinar la lisina acetilada dentro del péptido, sin embargo la mayoria de las

proteinas detectadas también se encuentran acetiladas en otros organismos.

Como se puede observar en el diagrama de Venn (Figura 19A) utilizando la
aproximacién A (Figura 18) se identificaron 38 proteinas acetiladas, mientras que con la
aproximacion B se identificaron 127. Quince proteinas se identificaron por ambos

métodos.

Una vez clasificadas las proteinas acetiladas de acuerdo a su localizacién celular (Figura
19B) se puede observar que estdn ampliamente distribuidas entre los distintos
comportamientos, siendo los mas poblados por proteinas acetiladas: el citosol, la
mitocondria, los ribosomas, los glicosomas y el citoesqueleto. A su vez, a cada proteina
acetilada se la asigné a un grupo funcional y a una funcién molecular, basandonos en
ontologia génica (GO) (geneontology.org) (Figura 19C). Las 150 proteinas acetiladas

cubren una amplia variedad de funciones, con la mayoria en el metabolismo, respuesta
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al estrés y degradacidn, traduccion, y trafico vesicular y citoesqueleto, al igual que lo

observado en otros organismos.

A
A

23

Proteina

acetiladas
3 3.33% Nucleo c [ 2.00% Biologia cromatina
3 30.00% Citosol = 4.00% Procesamiento D/RNA
Bl 22.00% Mitocondria 3 14.67% Traduccion
Bl 5.33% Glicosomas Bl 6.67% Trafico/Citoesq
Il 8.67% Ribosomas Bl 4.67% Transportadores
= 2.00% Lisosomas 3 2.00% Kinasas/Ftasas
E 2.00% RE 3 21.33% Respuesta al estres
1 3.33% MP [ 28.67% Metabolismo
[ 5.33% Citoesqueleto 3 13.33% Hipoteticas
Hl 1.33% Flagelo 3 2.67% Otros
Il 0.67% Bolsillo flagelar
3 16.00% Desconocido

Total=150 Total=150

Figura 19: Resumen de las proteinas acetiladas identificadas en T. cruzi. A) El numero de proteinas
identificadas con cada aproximacion usada (A y B) y su superposicion se muestran en el diagrama de
Venn. B) Grafico de tortas representando la distribucién de las proteinas acetiladas entre los distintos
compartimentos celulares y clasificadas segun el proceso bioldgico en el cual estan involucradas (C). RE,

reticulo endoplasmatico; MP, membrana plasmatica.

DISCUSION

Los acetilomas reportados de bacterias y plantas constan de aproximadamiente 100—
150 proteinas acetiladas, mientras que hay mas de 1000 (y hasta 1700) proteinas
acetiladas en Drosophila y humanos. El nimero de proteinas acetiladas en T. cruzi es
mas cercano al de Toxoplasma y Plasmodium falciparum, por lo tanto es consistente con
lo que uno esperaria para un protozoo y confirman que la acetilacion es una
modificacion post-traduccional conservada en T. cruzi. A pesar de que el nimero de
proteinas acetiladas detectadas depende de la profundidad del andlisis, los datos
presentados sugieren fuertemente que la acetilacion es una modificacion critica
encontrada en todos los reinos y que hay una presidn selectiva para mantener esta

actividad aun después de una adaptacién a la vida parasitaria [83].

Como ya se menciond en la introduccion, los diferentes estadios del parasito cambian su
metabolismo energético en respuesta a los nutrientes disponibles. Por otra parte, ha
sido demostrado que cambios nutricionales en diversos organismos alteran el perfil

total de proteinas acetiladas y que la acetilacion/deacetilacién de proteinas tiene
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multiples efectos: incrementa la actividad de algunas enzimas metabdlicas mientras que
inhibe a otras (Tabla Il). De este modo, coordina simultdneamente el flujo de varias vias
metabdlicas. En este contexto, teniendo en cuenta nuestra identificacion del acetiloma,
consideramos que la acetilacién debe ser considerada una modificacién post-
traduccional importante en la regulacién del cambio metabdlico entre los diferentes
estadios de T. cruzi. En particular dentro del glicosoma, ya que esta organela concentra
gran parte de las enzimas de la glicélis y gluconeogénesis entre otras, enzimas cuya
regulacion es motivo de interés ya que carecen de la tipica regulaciéon por inhibicidn

alostérica presente en otros eucariotas.
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CAPITULO II: “FACTOR CON BROMODOMINIO 1 DE T. CRUZI"

I1.1. Analisis in silico de TcBDF1

A diferencia de los otros factores con bromodominios de T. cruzi que poseen dos
variantes haplotipicas, la secuencia codificante para TcBDF1 (TcCLB.506247.80) esta
presente en un solo alelo. Codifica para una proteina de 295 aminodcidos, de un peso
molecular calculado de 33.8 kDa y un punto isoeléctrico (pl) de 9.18. Cuando la
secuencia se analizé con los predictores Pfam (pfam.sanger.ac.uk) y Smart (Smart.embl-
heidelberg.de), ambos programas predijeron la presencia de un bromodominio en la
regiéon delimitada por los aminoacidos 30 y 115, con valores de E de 2e™ y 8e™,
respectivamente. La mitad C-terminal de la proteina no posee similitud con ninguna
otra presente en las bases de datos y puede dividirse en una region rica en glutaminas
(28.5% Q) y otra rica en aminoacidos acidos como acido aspartico y acido glutamico
(21.8% E+D), y serinas (10.9% S). Este tipo de secuencias de baja complejidad suelen ser
encontrados en zonas poco estructuradas de proteinas que participan en la interaccién

con otras protel'nas.

En los otros TriTryps también estdn presentes secuencias ortdlogas a TcBDF1. Su
identidad de secuencia es del 44% con la de T. brucei (Th927.10.8150) y de 33% con la
de Leishmania mayor (LmjF.36.6880) (Figura 20A). Ninguno de los ortélogos a TcBDF1
presentes en otros tripanosomdtidos ha sido caracterizado aun. Se realizaron
alineamientos de las secuencias proteicas de bromodominios de distintos organismos
junto con TcBDF1 (Figura 20B) y se pudo ver que los aminoacidos involucrados en la
union del residuo de lisina acetilado estan conservados, lo que avala la funcionalidad del
bromodominio de TcBDF1. Ademas, la estructura secundaria de TcBDF1 fue modelada
utilizando el servidor I-TASSER [176] (Figura 20C). Se obtuvo el patrén caracteristico de
los bromodominios que consta de cuatro a-hélices conectados por dos lazos. Los
aminodcidos importantes para la interaccién con la lisina acetilada se encuentran
dentro de los lazos que forman el bolsillo hidrofébico, analogo a lo que ocurre con otros

bromodominios que tienen sus estructuras cristalograficas resueltas.

La prediccién de la localizacién intracelular de TcBDF1 mediante el servidor PSORT
arrojo resultados disimiles. Mediante el programa Wolf (http://wolfpsort.org), el
maximo puntaje fue obtenido para localizacidn mitocondrial tanto cuando se utilizaron
parametros de animales como de hongos. Por otra parte, el programa PSORTII
(http://psort.ims.u-tokyo.ac.jp/), predijo con mayor probabilidad una localizacion

nuclear y en segundo término mitocondrial. También se utilizaron predictores de
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organelas especificas, como MitoProt (http://ihg2.helmholtz-
muenchen.de/ihg/mitoprot.html), Predotar (http://urgi.versailles.
inra.fr/predotar/predotar.html) % PeroxisomeDB

(www.peroxisomedb.org/target_signal.php), siendo los dos primeros de mitocondria y
el ultimo de peroxisomas. Mientras que el programa Mitoprot predijo una localizacién
mitocondrial con un 83% de probabilidad, el programa Predotar predijo con mayor
probabilidad “otra” localizacion. Por su parte, el servidor PeroxisomeDB reconocid
dentro del extremo N-terminal, una posible secuencia de importacién a esta organela,
PTS-2.
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Figura 20: A) Alineamiento de TcBDF1 con sus ortdlogos de T. bruceiy L. major, y los dos bromodominios
ya caracterizados de T. cruzi (TcBDF2 Y TcBDF3), junto con la prediccion de la estructura secundaria
(arriba). B) Alineamiento de secuencia de un numero seleccionado de bromodominios de diversos
organismos. Las secuencias utilizadas fueron: DmBrahma (Drosophila melanogaster; P25439), HsSSMCA4
(Homo sapiens; P51532), HsSSMCA2 (H. sapiens; P51531), DmGCN5 (D. melanogaster; AAC39102.1),
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HsGCN5 (H. sapiens; AAC39769.1), ScGcn5p (Saccharomyces cerevisiae; NP_011768.1), ScBDFla y
ScBDF1b (S. cerevisiae; P35817), ScBDF2a y ScBDF2b (S. cerevisiae; YDLO70W), DmTAF1la (TAFII250) y
DmTAF1b (TAFII250) (D.melanogaster; P51123), HsTAFla (TAFII1250) y HsTAF1lb (TAFII250) (H. sapiens;
P21675), ScSpt7 (S. cerevisiae; NP_009637.1), AfSpt7 (Aspergillus fumigatus; XP_754519.1), TcBDF1 (T.
cruzi; TcCLB.506247.80). Ambos alineamientos se realizaron usando ClustalX2.1 y fueron editados con el

servidor ESPript (http://espript.ibcp.fr/ESPript/ESPript). Las a-hélices estdn recuadradas en azul, los

residuos idénticos estan en blanco con fondo rojo y los cambios conservados en rojo con fondo blanco.
Los asteriscos muestran los aminodacidos importantes para la interaccidén con las lisinas acetiladas. C)
Modelado tridimensional del bromodominio de TcBDF1. Se indican las a-hélices caracteristicas del
bromodominio (aA, aZ, aB y aC), los lazos ZA y BC y los aminodcidos importantes para el reconocimiento
de la lisina acetilada.

Teniendo en cuenta que la secuencia consenso de la PTS-2 es M-x(0,20)-[RK]-[LVI]-x5-
[HKQR]-[LAIVFY], una busqueda mas refinada muestra en el extremo N-terminal de
TcBDF1 tres secuencias que podrian ser consideradas PTS-2. En la figura 21 se observa la
comparacion de las posibles PTS-2 de TcBDF1 con las de otras proteinas de otros
organismos. El servidor PeroxisomeDB arrojé6 el maximo puntaje para la tercera
secuencia de TcBDF1, aquella en la cual la secuencia consenso esta entre los

aminodcidos 18 y 26.
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Figura 21: Alineamiento de secuencias aminoacidicas de PTS-2 de diferentes proteinas y organismos. Los
aminoacidos idénticos se indican en blanco con fondo negro y los similares en negro con fondo gris. El
nonapeptido consenso de PTS-2 presente en todas estas proteinas se encuentra recuadrada en azul. En
rojo se indican los aminodcidos entre los que esta la secuencia. PEX11, receptor peroxina. DHAP,

dihidroxi-acetona fosfato. AAT, aspartato aminotransferasa.

11.2. TcBDF1 tiene una expresion diferencial durante el ciclo de vida de T. cruzi.

Para verificar la expresion de TcBDF1 en los distintos estadios, realizamos
inmunofluorescencias sobre parasitos fijados y se prepararon extractos proteicos totales

de epimastigotes, amastigotes intracelulares y tripomastigotes y se sometieron a
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western blot con los anticuerpos especificos anti-TcBDF1 (anticuerpos obtenidos y
chequeados durante mi Tesina de Licenciatura). Como se puede observar en la figura
22A, TcBDF1 es mucho mds abundante en tripomastigotes (estadio infectivo) que en los
estadios replicativos (epimastigotes y amastigotes). Por inmunofluorescencia (Figura

22B), se observa la expresion de TcBDF1 fuera del nucleo en todos los estadios.
i

Figura 22: Expresion de TcBDF1 en los distintos estadios de T. cruzi. A) Extractos proteicos totales (ET) de

A B DIC DAPI aTeBBF1
ET CLBrener ET CL Bransr
MPM_E A T £E A T
g - -
- e a-fcHUR :.u o
' ' _. -—
® 8 - a-Tubulina 1

%4 LA)

- 9

¢
E<presion normalcada
¥
Triponastigots  Amastigoles
f

Poncesu s

epimastigotes (E), amastigotes (A) y tripomastigotes (T) separados en geles de policrialmida. Tinciéon de la
membrana de nitrocelulosa con Ponceau S y western blot con anti-TcBDF1 y anti-Tubulina a para
normalizar las cantidades de proteinas. MPM, marcador de peso molecular. B) Inmunofluorescencia con
anti-TcBDF1 de epimastigotes, amastigotes intracelulares y tripomastigotes. Anticuerpo secudario anti-
conejo conjugado a FITC. El ADN del nucleo y kinetoplasto se marcé con DAPI. Imagenes obtenidas con un
microscopio confocal Nikon TE-2000-E2. Barra: 5 um. DIC, contraste de interferencia diferencial. Merge,

superposicion de canales.

11.3. TcBDF1 se localiza en el glicosoma.

Dados los resultados observados en la figura 22B y los arrojados por los predictores de
localizacion, decidimos realizar numerosas aproximaciones para confirmar la

localizacion no nuclear de TcBDF1.

En primera instancia, se prepararon extractos nucleares y no nucleares de epimastigotes
(Figura 23A), los cuales se sometieron a western blot junto con marcadores nuclear
(TcBDF2) y citoplasmatico (Tirosina amino transferasa, TcTAT). Se obtuvo la banda del

peso molecular correspondiente para TcBDF1 en el extracto no nuclear.

56



Caracterizacién de la proteina con bromodominio BDF1 de Trypanosoma cruzi (TcBDF1) | Resultados
Yy su participacion en la acetilacion de proteinas glicosomales | Capitulo 11

A continuacién, se realizaron dos fraccionamientos subcelulares: por centrifugacion
diferencial (Figura 23B) y con concentraciones crecientes de digitonina (Figura 23C). En
el fraccionamiento subcelular por centrifugacion diferencial, se van obteniendo
secuencialmente fracciones enriquecidas en las distintas organelas por sedimentacion a
velocidades crecientes: N (nucleos y debris celular), GG (granulos grandes como
mitocondria), GP (granulos pequefos, restos de mitocondria, glicosomas), M
(microsomas, como glicosomas y reticulo) y S (sobrenadante final). Sometimos las
fracciones a western blot con anti-TcBDF1 y en paralelo con marcadores de diferentes
localizaciones subcelulares: Malato deshidrogenasa (TcMDH) mitocondrial y glicosomal,
Hexokinasa (TcHK) y TcTAT (Figura 23B). Se observo una seial mas fuerte para TcBDF1
en la fraccion enriquecida en microsomas, al igual que el marcador de glicosomas MDH

glicosomal.

En el fraccionamiento con digitonina se realiza una permeabilizacién progresiva de los
epimastigotes en presencia de concentraciones crecientes de digitonina, un glicésido
que disuelve lipidos, especialmente en membranas. El método de fraccionamiento se
basa en la diferencia en el contenido de colesterol de las distintas membranas celulares.
Las fracciones obtenidas se analizaron por western blot con anti-TcBDF1 y los diferentes
marcadores (Figura 23C). Mientras que los marcadores del citosol (TcTAT y TcBDF3) son
liberados completamente a 0.08 mg digitonina/mg proteina, los glicosomales (TcHK y
TcMDH glicosomal) recién comienzan a liberarse a esa concentracion de digitonina, y se
liberan completamente a 0.20-0.24 mg digitonina/mg proteina. Para TcBDF1 se observo

un patrén similar al de la Hexokinasa y la Malato deshidrogenasa glicosomal.

Por dltimo, realizamos ensayos de co-localizacion por microscopia confocal de
epimastigotes inmunotefiidos simultdneamente con anti-TcBDF1 y anticuerpos contra
diversos marcadores subcelulares: Tirosina amino transferasa de citosol, MitoTracker de
mitocondria y Hexokinasa y GFP-PTS1 de glicosoma (en parasitos transfectados con
pTEX-GFP-PTS1 [177], la GFP es dirigida a los glicosomas por la sefal de transporte
peroxisomal tipo 1, CKL). En todos los casos, TcBDF1 co-localiza con los marcadores

glicosomales (Figura 24).
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Figura 23: Estudio de la localizacidn subcelular de TcBDF1 por western blot. A) Se ensayaron extractos
nucleares (EN) y no nucleares (NoN). B) Western blot de los extractos obtenidos por centrifugacion
diferencial con distintos anticuerpos. N: nucleos, GG: granulos grandes, GP: granulos pequefios, M:
microsomas y S: sobrenadante final. C) Coomassie (panel superior) y western blot (panel inferior) de los

extractos obtenidos en el fraccionamiento con digitonina usando distintos marcadores.
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Figura 24: Andlisis de Inmunoco-localizacion. Anticuerpos secudarios anti-conejo conjugado FITCy a Cy3,y

anti-raton congujado a Alexa555. El ADN del nucleo y kinetoplasto se marcé con DAPI. Imagenes
obtenidas con un microscopio confocal Nikon TE-2000-E2. Barra: 5 um. DIC, contraste de interferencia

diferencial. Merge, superposicién de canales.

1.4. TcBDF1 es dirigida a los glicosomas por una PTS-2.

Como mencioné anteriormente, el andlisis de la secuencia de TcBDF1 con el predictor
PeroxisomeDB arrojé tres posibles PTS-2 presentes en su extremo N-terminal (Figura
21). Para determinar si la secuencia N-terminal del bromodominio reconocida por el
servidor PeroxisomeDB como una posible PTS-2 actua efectivamente como una sefal
que dirige a TcBDF1 hacia el glicosoma, se propuso expresar la proteina entera, una
version truncada, sin los primeros 27 aminoacidos, y sélo los primeros aminoacidos,
como fusiones a la proteina fluorescente Cherry, utilizando el vector para expresién en

T. cruzi poTREXmCherry [178] (Figura 25B).
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Figura 25: A) Secuencia aminoacidica de TcBDF1. Las flechas rojas indican la posicion en la secuencia
codificante de los cebadores directos utilizados y las flechas negras, los cebadores reversos. B) Mapas
circulares de los vectores construidos. C) Patrén de fluorescencia obtenido para los epimastigotes
transfectados con las fusiones a Cherry. EI ADN del nucleo y kinetoplasto se marcé con DAPI. Imagenes
obtenidas con un microscopio confocal Nikon TE-2000-E2. Barra: 5 um. DIC, contraste de interferencia

diferencial. Merge, superposicién de canales.
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Una vez obtenidos los pldsmidos, fueron transfectados en la cepa CL Brener de T. cruziy
su expresién se analizé por microscopia de fluorescencia (Figura 25C). El patrén de
fluorescencia observado en los parasitos transfectados con pTREX-TcBDF1-Cherry es el
tipico patréon punteado glicosomal, al igual que lo obtenido en las inmunofluorescencias
con anti-TcBDF1, y en efecto en parasitos co-transfectados con pTREX-TcBDF1-Cherry y
pPTEX-GFP-PTS1, observamos co-localizacién de TcBDF1 fusionada a Cherry y GFP-PTS1
(Figura 26).

DIC DAPI

N

-

e

Figura 26: Microscopia confocal de epimastigotes transientes co-transfectados con pTREX-T¢BDF1-Cherry
y PTEX-GFP-PTS1. El ADN del nucleo y kinetoplasto se marcé con DAPI. Imagenes obtenidas con un
microscopio confocal Nikon TE-2000-E2. Barra: 5 um. DIC, contraste de interferencia diferencial. Merge,
superposicion de canales.

En el caso de los parasitos transfectados con pTREX-TcBDF1AN-Cherry la fluorescencia
es mas homogénea, se observa en todo el parasito y no solo en zonas puntuales. En
cambio, entre los parasitos transfectados con pTREX-TcBDF1PTS-Cherry, se observan
parasitos con fluorescencia punteada y otros con la fluorescencia distribuida mas
homogéneamente. Esto fue reportado para las PTS-2 de otras proteinas [179]. A
diferencia de la mitocondria, el cloroplasto y el reticulo endoplasmatico que solo
importan proteinas desplegadas [42], el glicosoma importa proteinas plegadas e incluso
polimerizadas [43]. Por lo tanto, las secuencias de direccionamiento al glicosoma (o
peroxisomas) requieren de una estructura tridimensional, un plegamiento, adecuado
para poder funcionar correctamente. Es probable que en la fusién de sdélo el PTS-2 de
TcBDF1 a Cherry se haya perdido en parte este requerimiento. Otra posibilidad es que

dos secuencias sean necesarias para el importe.

I1.5. Construccidn de cepas sobreexpresantes para TcBDF1.

Con el objetivo de caracterizar funcionalmente al Factor con Bromodominio 1 decidimos
realizar mutantes puntuales en aminodcidos claves para la interaccién con el residuo de

acetil lisina.

Para seleccionar los aminoacidos a mutar, nos basamos en un estudio realizado por
Dhalluin y colaboradores mencionado anteriormente [158]. Una vez que la secuencia

aminoacidica del bromodominio de TcBDF1 fue alineada con la secuencia de PCAF
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(Figura 27A) decidimos mutar los aminodacidos Y102 y V109 por alanina (A) que
corresponden a las dos primeras mutaciones de PCAF (Figura 27A, indicados con
flechas). Elegimos estas mutaciones ya que las mismas no generaron cambios
estructurales significativos y su afinidad por el ligando (péptidos de histona H4) se vid

reducida significativamente en el bromodominio humano.
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Figura 27: A) Alineamiento de los bromodominios de TcBDF1 y PCAF. En azul se recuadran las cuatro a-
hélices. Los aminoacidos idénticos se indican en blanco con fondo negro y los similares en negro con
fondo gris. Los asteriscos muestran los aminodacidos importantes para la interaccion con la lisina acetilada
y los aminoacidos mutados se sefialan con las flechas. B) Mapa del vector pTcINDEX-GW. Se indica el sitio
de integracion en el locus ribosomal (R-NTS/P), el vector se linealiza entre los fragmentos | y Il mediante
una enzima de restriccion (Spel) y esto permite la integracion del mismo. Hyg, resistencia al antibiotico
Higromicina (seleccion en T. cruzi); ampr, resistencia al antibidtico Ampicilina (selecciéon en bacterias);
TcActina IG, regidn intergénica de Actina; T, terminador transcripcional T7. El rectangulo gris claro al lado
del cassette Gateway indica el sitio aceptor de splicing de la proteina P2 ribosomal. Las banderas negras
indican los promotores T7, se indican también la localizacién del operador Tetraciclina (tet). El triangulo
negro indica la localizacién del inicio de la transcripcidon de la Polimerasa I. El cassette Gateway esta
formado por los dos sitios de recombinacion (attL1 y attL2), un gen de resistencia a Cloranfenicol (Cmr) y
el gen ccdB (gen letal que solo permite la incorporacidén de este vector en cepas de E. coli que tienen la

ADN girasa mutada).

Para construir los mutantes puntuales se decidid utilizar la estrategia de ZOE-PCR (ver
detalles en la seccién de Materiales y Métodos). Se disefiaron los oligonucledtidos
cebadores BDF1YxA Fw, BDF1YxA Rv, BDF1VxA Fw y BDF1VxA Rv, donde los codones
gue codifican para Y102 y V109 fueron reemplazados por codones que codifican para
Alanina (A). Los fragmentos obtenidos fueron clonados en el vector pCR2.1 TOPO
(Invitrogen) y secuenciados. Luego se clonaron por corte y ligacién en el vector de

entrada del sistema Gateway (Invitrogen) pENTR3C. Por ultimo, el fragmento de TcBDF1
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con las mutaciones se transfirio al pTcINDEX-GW por recombinacion. Este es un

plasmido para la expresién en T. cruzi inducible por Tetraciclina (Figura 27B) [180].

También se generd un mutante truncado, que expresa soélo la mitad N-terminal de la
proteina, conteniendo la secuencia de importe a la organela y el bromodominio. La base
de esta aproximacion es que la parte C-terminal de la proteina seria la responsable de
su interaccidon con otras proteinas en un complejo multiproteico. En parelelo, se
construyo el pldasmido con la forma salvaje de TcBDF1. A todas estas construcciones se

les fusiond en su extremo C-terminal un epitope de HA para su inmunodeteccién.
Los vectores construidos fueron:

e pTcINDEXGW-BDF1-HA (salvaje)

e pTcINDEXGW-BDF1Y102-HA (mutante puntual)

e pTcINDEXGW-BDF1V109-HA (mutante puntual)

e pTcINDEXGW-BDF1Y102/V109-HA (doble mutante)
e pTcINDEXGW-BDF1AC-HA (mutante truncado)

Con estas construcciones se transfecté la cepa CL Brener pLew13 y se selecciond con el
agregado de Higromocina. Sin embargo, solo pudimos obtener las siguientes cepas
transfectadas en forma estable: CL Brener pTcINDEXGW-BDF1HA (salvaje) y CL Brener
pTcINDEXGW-BDF1dmHA (doble mutante).

I.6. Chequeo de la induccidn de las cepas transfectantes.

Se verificd la induccion de la sobreexpresién con Tetraciclina, por western blot de
extractos proteicos totales e inmunofluorescencia (Figura 28). Como se puede observar,
solo se detectan las proteinas exdgenas en presencia de Tetraciclina (28 A y C), no hay
expresion de escape en los cultivos no inducidos. Ademas, al detectar TcBDF1 tanto
enddgena como exégena con anticuerpos especificos, pudimos cuantificar los niveles de

sobreexpresidn obtenidos con este sistema (~10X) (Figura 28B).

63



Caracterizacion de la proteina con bromodominio BDF1 de Trypanosoma cruzi (TcBDF1)
y su participacion en la acetilacién de proteinas glicosomales

Resultados
Capitulo II

A B C
ET CL Brener pTcINDEXGW-HA CLB Brener pTcINDEXGW-BDF 1wtHA
BDF1wt BDF1dm BDF1wt BDF1dm BDF1wt BDF1dm Sin inducir Inducido
T - + -+ -+ -+ -+ -+
et MM a-HA
- -0
a-TcBDF1
-70
o5 - -
d = .
t» - a-Tubulina a CLB Brener pTcINDEXGW-BDF1dmHA
-35 Sin inducir Inducido
o 10 X
# E 7X
- -25 = a-HA a-HA
£
% g
5
g
u-15 g o
bg w - * - +
e & TcBDF1wt TcBDF1dm
Coomassie a-HA

Figura 28: Chequeo de la sobreexpresién con Tetraciclina a 0.5 ug/ml por 16 horas. A) Gel de
poliacrilamida de los extractos proteicos totales (ET) de cada cepa inducida y sin inducir, tefiido con
coomassie y western blot con anti-HA y con B) anti-Tubulina a y los anticuerpos especificos (anti-TcBDF1)
para calcular los niveles de sobreexpresion respecto de la proteina endégena. MM, marcador de peso
molecular. C) Inmunofluorescencia de epimastigotes transfectantes inducidos y sin inducir con anti-HA.
Anticuerpo secundario: anti-rata conjugado a FITC. El ADN del ntcleo y kinetoplasto se marcé con DAPI.

Imagenes obtenidas con un microscopio Nikon NiU E300.

I1.7. Andlisis de la localizacidn subcelular de TcBDF1 salvaje y mutante

sobreexpresadas.

Para determinar la localizaciéon subcelular de las proteinas exdgenas en las cepas
transfectantes, realizamos la induccidn con Tetraciclina a distintos tiempos y luego de
fijar los pardsitos con formaldehido los analizamos por inmunofluorescencia con
anticuerpos anti-HA y anti-TcBDF1 (Figura 29). TcBDF1HA salvaje se observa en el
bolsillo flagelar, el flagelo y los microtubulos subpeliculares. Esta deslocalizacion
probablemente sea producto de los altos niveles de sobreexpresidon. Para TcBDF1HA
mutante a cortos tiempos de induccion se observa un patrén punteado distribuido por
todo el cuerpo celular, similar a lo que ocurre con la proteina endégena. A mayor

tiempo de induccién se la ve en la periferia nuclear y los microtubulos subpeliculares.
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Figura 29: inmunofluorescencia de epimastigotes de las cepas transfectantes inducidas con Tet a distintos

tiempos, con anti-HA y anti-TcBDF1. Anticuerpos secundarios: anti-rata conjugado a FITC y anti-conejo
conjugado a Cy3. El ADN del nucleo y kinetoplasto se marcé con DAPI. Imdagenes obtenidas con un
microscopio confocal Nikon TE-2000-E2. DIC, contraste de interferencia diferencial. Merge, superposicién

de canales.

11.8. La sobreexpresion de TcBDF1 salvaje, pero NO de la doble mutante, es deletéreo

para el crecimiento de los epimastigotes.

Para analizar los efectos de la sobreexpresidon de TcBDF1 salvaje y mutante, realizamos
curvas de crecimiento de epimastigotes en ausencia y en presencia de Tetraciclina (0.5
ug/ml) (Figura 30A). La expresion de la proteina mutante no tuvo ningun efecto sobre la
duplicacién de epimastigotes, pero la de la versidn salvaje si, resultd muy perjudicial,
observandose arresto y muerte celular. Al observar los parasitos de la cepa
pTcINDEXGW-BDF1wtHA teiiidos con Giemsa, exhiben morfologias aberrantes con
multiples kinetoplastos y flagelos (Figura 30B), fenotipo caracteristico descripto para

pardsitos con un ciclo celular disfuncional [181].
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Figura 30: Efecto de la sobreexpresidon en epimastigotes. A) Curvas de crecimiento de epimastigotes en
medio LIT en ausencia (- tet, azul) o en presencia (+tet, rojo) de Tetraciclina 0.5 ug/ml. Los parasitos se
contaron cada 24-48 horas en camara de Neubauer durante 10 dias. B) Epimastigotes en ausencia (- Tet) o
en presencia (+ Tet) de Tetraciclina 0.5 ug/ml a distintos tiempos tefiidos con Giemsa. Imdgenes obtenidas

con un microscopio Nikon NiU E300.

11.9. Analisis de la ultraestructura de los transfectantes.

Al observar los epimastigotes de la cepa CL Brener pTcINDEXGW-BDF1wtHA por
microscopia electrénica de transmisidn, los pardsitos inducidos muestran alteraciones
nucleares en comparacion con la cepa sin inducir (Figura 31A) como condensacion
(Figura 31B) seguida de dispersion (Figura 31C) de la regidn granular del nucleolo, asi
como fragmentacién nucleolar y desorganizacion nuclear (Figura 31E). También se
observa una hipercompactacién de la cromatina situada en la periferia nuclear (Figura

31F), compatible con un proceso apoptético. Los pardsitos inducidos también exhiben
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glicosomas mas grandes y menos electrodensos (Figura 31 G-l), lo que se puede

relacionar a niveles de importacion proteico mayores.

Figura 31: Microscopia electrénica de la cepa CL Brener pTcINDEXGW-BDF1wtHA en ausencia (Ay G) o
presencia de Tetraciclina. La regidn del nucleolo, que probablemente corresponde al dominio granular, se
ve condensada (B, flecha) y fragmentada (C y D, flechas). La estructura nuclear estd completamente
desorganizada (E). Se ve compactacidn de la cromatina (F, flecha) cerca de la envoltura nuclear, lo que
indica apoptosis. También se ve el citoplasma extraido (F). Los epimastigotes no inducidos (G) presentan
glicosomas (g) con la tipica ultraestructura. En cambio, los inducidos (H-l) presentan glicosomas mas
grandes y menos electrodensos. Nu = nucleolo; ht = heterocromatina; K= kinetoplasto. Barras: (A) 0,5 uM;
(B-E)1uM; (F)2uM. (G-H)=1uM;(I)=0,5puM.

11.10. Metaciclogénesis in vitro.

Se obtuvieron tripomastigotes metaciclicos a partir de epimastigotes in vitro usando el
medio TAU como se describe en Materiales y Métodos. La sobreexpresion de
TcBDF1dmHA no tuvo efecto en la diferenciacidon a tripomastigotes, mientras que la
sobreexpresion de TcBDF1wtHA disminuyd la tasa de metaciclogénesis (Figura 32A)
probablemente debido a su efecto deletéreo en epimastigotes. En la figura 32B se

observa la tincion con Giemsa de los parasitos realizada para contar tripomastigotes y
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epimastigotes, en la linea TcBDF1wtHA se ven muchos parasitos con morfologia

aberrante.
A
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Figura 32: Metaciclogénesis in vitro de las cepas CL Brener pTcINDEXGW-BDF1wtHA y pTcINDEXGW-
BDF1dmHA en ausencia (- Tet) o presencia (+ Tet) de Tetraciclina 0.5 pg/ml. A) La barra de error
representa la media + el desvio estandar de tres experimentos independientes; ** P<0.005 (T de Student,
no paramétrico). B) Tincidn con Giemsa de las metaciclogénesis in vitro. Imagenes obtenidas con un

microscopio Nikon NiU E300.

I1.11. Ensayos de infeccidn de células de mamifero.

Para estudiar la importancia de la expresion de TcBDF1 en la infectividad de
tripomastigotes y en la forma replicativa del huésped mamifero, analizamos la

capacidad invasiva y replicativa de las cepas transfectantes inducida con Tetraciclina.

Los tripomastigotes obtenidos de infecciones de células fueron pre incubados en medio
DMEM en ausencia o presencia de 0.25 ug/ml Tetraciclina y luego utilizados para
infectar células Vero en una relacidn 25:1 (25 parasitos por célula). Después de 16 horas
de infeccion a 37°C, se lavaron los tripomastigotes libres y se agregdé DMEM con o sin

Tetraciclina por dos dias.

Para analizar el efecto del Factor con Bromodominio 1 en la infectividad de
tripomastigotes, nos centramos en la condicion (+/-), en la cual las expresion se indujo
solo en los tripomastigotes durante la infeccion. Como se puede ver en la figura 33A, la

sobreexpresion de TcBDF1wtHA incrementa la tasa de infectividad [(+/-) vs (-/-)],
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mientras que la de versidén mutante la disminuye [(+/-) vs (-/-)]. Por otro lado, para
evaluar el efecto de la sobreexpresion en la proliferacion de amastigotes intracelulares
(Figura 33B), nos centramos en la condicion en la cual sélo agregamos Tetraciclina post-
infeccion, por 48 horas luego de lavar los tripomastigotes (-/+). En esta condicion
también TcBDF1 salvaje favorece la duplicacion de amastigotes, mientras que la
mutante la disminuye. Estos resultados muestran que TcBDF1 es esencial para la
invasién del hospedador y la progresion de la infeccion y sugieren que seria un

interesante blanco para el desarrollo de inhibidores de bromodominios.
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Figura 33: La sobreexpresion de TcBDF1 impacta en la infeccion de células Vero. Las incubaciones durante
la infeccidon y post-infeccidn se realizaron en ausencia o presencia de 0.25 pg/ml Tetraciclina: (-/-), nunca
se agrego Tet al medio; (+/-), los tripomastigotes fueron pre-tratados con Tet por 3 horas previo a la
infeccion, y se agregd Tet durante la infeccidn pero no después; (-/+), los tripomastigotes no se indujeron,
la Tet sdlo se adiciond por 48 horas post-infeccion; (+/+), los tripomastigotes fueron pre-tratados y la Tet
estuvo presente durante todo el experimento. El porcentaje de células infectadas (A) y el nimero de
amastigotes por célula (B) se determind contando las células adheridas en cubreobjetos tefiidos con
Giemsa usando un microscopio éptico. Los resultados se expresan como media * el desvio estdndar de
triplicados y representan uno de tres experimentos realizados. Cada condicién se analizé por T de
Student, no paramétrico en relacion al control (-/-): * P<0.05, ** P<0.005, *** P<0.001, **** p<0.0001.
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DISCUSION

El Factor con Bromodominio 1 es una proteina cuya expresion estd regulada a través del
ciclo de vida de T. cruzi. Una de las caracteristicas mas llamativas de TcBDF1, es su
localizacion glicosomal. A pesar de que no podemos asegurar que esta organela es el
Unico compartimento en el que se encuentra, los resultados presentados apoyan la idea
de que en epimastigotes, la proteina es mayoritariamente dirigida al glicosoma por el

péptido sefial PTS2.

La existencia de bromodominios no-nucleares no es una novedad en T. cruzi. Como ya
mencionamos, TcBDF3, caracterizado en el laboratorio, es una proteina citoplasmatica y
flagelar [175]. Algunas proteinas con bromodominios de mamiferos también se
encuentran en el citoplasma, pero todos los casos reportados hasta el momento son de
proteinas nucleares que en ciertas situaciones, como la foliculogénesis del ovario o el
desarrollo de la médula espinal, se exportan al citoplasma [182-184]. Sin embargo, hasta
la fecha, no ha habido ningun factor con bromodominio reportado que se localice en

una organela distinta del nucleo.

La presencia de un bromodominio en el glicosoma plantea muchas preguntas sobre la
existencia de la acetilacion y su funcidn en esta organela. Una caracteristica importante
de las enzimas glicoliticas glicosomales, es que carecen de la tipica regulacion alostérica
presente en el resto de los organismos. Sin embargo, enzimas antagdnicas (como la
Fosfofructo kinasa y la Fructosa-1,6-bifosfatasa) coexisten en la organela, por lo que sus
actividades deben estar reguladas. Se ha propuesto que una modificacién post-
traduccional podria ser responsable de este fendmeno. Se estudid el estado de
fosforilacién diferencial entre las formas prociclica y sanguinea de T. brucei, pero los
resultados obtenidos no pueden explicar completamente la regulacidn enzimatica
dentro del glicosoma [185]. Teniendo en cuenta nuestros resultados del capitulo I,
sabemos que el 30% de las enzimas del metabolismo energético de T. cruzi estan
acetiladas, entre las cuales cinco son enzimas glicosomales pertenecientes al

metabolismo de la glucosa.

Actualmente es dificil definir el rol del bromodominio mas alld de la unién de proteinas
acetiladas. A pesar de que se ha investigado mucho a los bromodominios de levaduras y
mamiferos, su funcion real aun no se conoce. En el nucleo, la asociacion del
bromodominio con acetiltransferasas llevé a proponer un rol en la hiperacetilacion de
algunas regiones de la cromatina. En este modelo, los complejos o proteinas con
bromodominios reconocen histonas acetiladas y promueven una acetilacién

pronunciada. TcBDF1 no posee otro dominio funcional ademas del bromodominio, pero
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probablemente interactle con otras proteinas a través de su dominio C-terminal de baja
complejidad. En este contexto, TcBDF1 seria parte de un mecanismo regulatorio global
de la actividad glicosomal. Una posibilidad es que al igual que en el nicleo promueva la
hiperacetilacion de proteinas o complejos, o la deacetilacidn, al ser parte de complejos
con acetiltransferasas o deacetilasas. También puede estar implicada en el importe de
proteinas acetiladas al glicosoma, en promover la interaccién de proteinas, en proteger

de la deacetilacion o en la biogénesis/autofagia de la organela.

Finalmente, los resultados obtenidos en los ensayos de infeccidn in vitro nos permiten

proponer que TcBDF1 seria un posible blanco para el desarrollo de drogas tripanocidas.
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CAPITULO llI: “SIRTUINAS DE TRYPANOSOMA CRUZI".

l11.1. Identificacion de homologos de Sir2 en T. cruzi.

Dos secuencias codificantes (TcCLB.507519.60 y TcCLB.506559.80) correspondientes a
proteinas relacionadas a ScSir2 fueron identificadas en el genoma de T. cruzi, llamadas
TcSIR2RP1 y TcSIR2RP3 respectivamente
(http://www.tritrypdb.org/tritrypdb/). TcSir2rpl y TcSir2rp3 codifican proteinas de 359
y 241 aminoacidos, con pesos moleculares predichos de ~ 39.6 y 26.8 kDa y pls de 6.39 y
6.51, respectivamente. El alineamiento de las sirtuinas de T. cruzi con SIRTs humanas y
ScSir2 (Figura 34) muestra que a pesar de que las TcSIR2RPs carecen de la porcién N-
terminal, la cual es requerida para la localizacién nucleolar de ScSir2, contienen un
dominio catalitico completo (Pfam: PF02146). TcSIR2RP1 contiene un motivo rico en
Serinas hacia el C-terminal y uno de los residuos de Cys del motivo de unién a zinc (tipo
CX,CX20CX,C) esta ausente en TcSIR2RP3. Los motivos GAD y NID asi como otros
residuos importantes para la catalisis estan conservados (HG, flechas en la figura 34). El
dominio catalitico de TcSIR2RP1 y TcSIR2RP3 comparten una identidad/similitud de
secuencia de 17.5%/26.3% entre ellas y 23.1%/33.9% y 20.8%/33.7% con ScSir2
respectivamente. En un analisis filogenético, TcSIR2RP1 agrupd con la HsSIRT2
citoplasmadtica, mientras TcSIR2RP3 estd mds relacionada a sirtuinas bacterianas vy
HsSIRT5 mitocondrial (Figura 35). Cabe mencionar que a pesar de las discrepancias
observadas para cada sirtuina de diferentes especies de TriTryps en cuanto a su
localizacion y funcidn, estas enzimas estan conservadas a nivel de secuencia y se ubican

juntas en el andlisis filogenético.
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Figura 34: Alineamiento de secuencia de las sirtuinas. TcSIR2RP1 y TcSIR2RP3 se alinearon con las siete
sirtuinas humanas (HsSIRT1-7) y con el miembro fundador de la familia Sir2 (ScSir2) usando ClustalX2.1y
edicion manual para resaltar los aminodacidos conservados e idénticos basdandonos en BLOSUM 62. Se
puede observar la ausencia de la secuencia N-terminal an ambas secuencias de T. cruzi y el dominio C-
terminal rico en serinas caracteristico en TcSIR2RP1. La conservacidon del dominio catalitico, en particular
los residuos de Cys del dominio de unidn a Zinc, y los residuos GAG, NID y HG estan indicados. Las flechas
indican los residuos conservados criticos del dominio catalitico y de unién a NAD' de acuerdo a

estructuras cristalograficas de otros miembros de la familia [186].
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Figura 35: Analisis filogenético. Arbol filogenético desarraigado de las secuencias de sirtuinas de TriTryps y
diferentes taxa (revisado en [187]). El arbol se contruyé usando Clustal X2.1 con el método de “Neighbor-
Joining”, con un numero generador semilla al azar de 150 y 5000 Bootstrap. Los colores de las ramas son
usados para mostrar que taxa tiene sirtuinas miembros de cada uno de los grupos de sirtuinas

previamente descriptos. Solo se indican los nombres de las sirtuinas de los TriTryps.

I11.2. Obtencion de las proteinas recombinantes.

Se amplificaron las secuencias codificantes de ambas sirtuinas a partir de ADN gendmico
de T. cruzi. Los productos de PCR se clonaron por corte con enzimas de restriccion y
ligaciéon en el vector de entrada pENTR3C y luego de secuenciarlos se pasaron por
recombinacion al vector de destino pDEST17 para la obtencidon de las proteinas
fusionadas a un epitope de poli-histidina (6xHis). Estos plasmidos fueron transformados
en la cepa E. coli BL21 plLys S para la obtencidn de las proteinas recombinantes luego de
la induccion con IPTG. En la figura 36 se muestra el analisis electroforético (SDS-PAGE,
tefiido con Azul de Coomassie), donde se resuelven los extractos proteicos obtenidos a
partir de bacterias que contienen los plasmidos pDEST17-TcSIR2RP1 y TcSIR2RP3, en
presencia y ausencia de IPTG 0,5 mM, a seis horas de incubacidon. Dado que no se
distingue claramente la sobreexpresidn, los extractos proteicos se sometieron a western

blot con el anticuerpo comercial anti-Histidina de ratén, observandose en ambos casos
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la induccién de un polipétido del tamafo predicho para las proteinas recombinantes en
las fracciones insolubles.
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Figura 36: SDS-PAGE tefiido con Azul de Coomassie y western blot con anti-Histidina de los extractos
proteicos de BL21 pLys S. s/i: sin induccion. A) pDEST17-TcSIR2RP1 y B) pDEST17-TcSIR2RP3.

Ambas proteinas se obtienen en las fracciones insolubles, por lo tanto fueron
purificadas en condiciones desnaturalizantes, utilizando una matriz de afinidad Ni%*-

agarosa (Qiagen). En la figura 37 se observa el SDS-PAGE (tefido con Azul de Coomassie)

con las fracciones eluidas durante la purificacién y las proteinas puras recuadradas en
rojo.

& pH 5.5
pHA4
&

(o]
&
&£ 1 g2 3 ealfes e €7 Es | mem

p’d’o

pHS.5 pH4

B g & Jf'u €2 3 €Eal les E6 E7  E8 E9 MPM

Figura 37: SDS-PAGE tefiido con Azul de Coomasie de las purificaciones en condiciones desnaturalizantes

con matriz Ni-NTA de A) TcSIR2RP1 His y B) TcSIR2RP3 His. El, extracto insoluble. E, eluido. MPM,
marcador de peso molecular.
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Las proteinas puras se sometieron a electro elusion antes de la inoculacién de conejos
para la produccion de anticuerpos. Una vez obtenidos los sueros, se chequed su
especificidad con extractos totales de epimastigotes (Figura 38). Ambos sueros detectan

solo una banda del peso molecular esperado.

Figura 38: Chequeo de la especificidad de los antisueros. Western blot de extractos proteicos totales (ET)

de epimastigotes de la cepa Dm28c con los anticuerpos especificos policlonales obtenidos.

111.3. Expresion de las sirtuinas en el ciclo de vida de T. cruzi.

Para verificar la expresiéon de las sirtuinas en los distintos estadios, preparamos
extractos proteicos totales de epimastigotes, amastigotes intracelulares vy
tripomastigotes provenientes de células infectadas y se sometieron a western blot con
los anticuerpos especificos y con a-tubulina para normalizar a la cantidad de proteina de
cada extracto. Como se puede observar en la figura 39, TcSIR2RP1 es mas abundante en
los estadios replicativos que en el infectivo, mientras que TcSIR2RP3 es mds abundante

en epimastigotes que en amastigotes y no se observa en tripomastigotes.

— — ——

a-Tubuinaa

SDS-PAGE / Coomassle

Figura 39: La expresion de las sirtuinas esta regulada en el ciclo de vida de T. cruzi. Cantidades iguales de

extractos proteicos totales (ET) de epimastigotes (E), amastigotes (A) y tripomastigotes (T) se sembraron
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en un gel de poliacrilamida seguido de (A) tincidn con Coomassie o (B) transferencia a membrana de
nitrocelulosa y western blot con los anticuerpos especificos y anti-Tubulina o como control de carga.

MPM, marcador de peso molecular.

11.4. Obtencion de cepas sobreexpresantes.

Las secuencias codificantes de ambas sirtuinas con un epitope de HA se clonaron por
recombinaciéon al vector pTcINDEXGW. Con las construcciones obtenidas se
transfectaron epimastigotes Dm28c. Una vez seleccionados los parasitos transfectantes,
se chequed la induccidn con tetraciclina por western blot de extractos proteicos totales
(Figura 40A-B) e inmunofluorescencia (Figura 40C). Como se puede observar, sélo se
detectan las proteinas exdgenas en presencia de Tetraciclina. Ademas, al detectar las
proteinas tanto enddgenas como exdgenas con anticuerpos especificos, pudimos
cuantificar los niveles de sobreexpresion obtenidos, los cuales fueron aproximadamente

20 veces mayores (Figura 40B).
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Figura 40: Chequeo de la sobreexpresion con Tetraciclina a 0.25 ug/ml. A) Western blot de los extractos
proteicos totales con anti-HA y con B) anti-Tubulina y los anticuerpos especificos para calcular los niveles
de sobreexpresion respecto de la proteina enddgena. MPM, marcador de peso molecular. C)
Inmunofluorescencia de epimastigotes tranfectados, sin inducir e inducidos con Tetraciclina, con anti-HA.
Anticuerpo secundario: anti-rata conjugado a FITC. El ADN del nucleo y kinetoplasto se marcé con DAPI.

Imagenes obtenidas con un microscopio Nikon NiU E300.
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También testeamos la sobreexpresién inducible de las sirtuinas a través del ciclo de vida
de T. cruzi por western blot de extractos proteicos (Figura 41A) e inmunofluorescencia
(Figura 41B) de los tres estadios utilizando el anticuerpo anti-HA. Como se puede
observer en la figura 41, las proteinas exdgenas estan presentes en todos los estadios

s6lo en presencia de Tetraciclina.
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Figura 41: Sobreexpresion de TcSIR2RP1HA y TcSIR2RP3-HA. A) Western blot de extractos proteicos
totales (ET) de epimastigotes (E), amastigotes (A) y tripomastigotes (T), en ausencia y en presencia de
Tetraciclina. B) Inmunofluorescencia de epimastigotes, amastigotes y tripomastigotes, en presencia de
Tetraciclina. Anticuerpo secundario: anti-rata conjugado a FITC. EI ADN del nucleo y kinetoplasto se marcé
con DAPI. Imdgenes obtenidas con un microscopio confocal Nikon TE-2000-E2. DIC, contraste de

interferencia diferencial. Merge, superposicién de canales. Barra: 5 um
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I11.5. TcSIR2RP1 se localiza en el citosol y TcSIR2RP3 en la mitocondria.

Para determinar la localizacién subcelular de las sirtuinas realizamos inmunoco-
localizacion de epimastigotes Dm28c¢ salvaje con los anticuerpos especificos (Figura 42A)
y de las cepas sobreexpresantes inducidas durante tiempos cortos con anti-HA (Figura
42B) y con marcadores citoplasmatico (Tirosina amino transferasa) y mitocondriales
(MitoTracker y Malato deshidrogenasa mitocondrial). También realizamos un
fraccionamiento subcelular por centrifugacion diferencial de las cepas inducidas (Figura
42C). Mediante las tres aproximaciones, confirmamos que TcSIR2RP1 se localiza en el

citoplasma y TcSIR2RP3 en la mitocondria.
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Figura 42: Analisis de la localizacion subcelular. A) Inmunofluorescencia de epimastigotes Dm28c salvaje
con los anticuerpos especificos y los marcadores correspondientes. B) Inmunofluorescencia de las cepas
sobreexpresantes inducidas con anti-HA y los marcadores. Anticuerpos secundarios: anti-conejo
conjugado a Cy3 y a FITC, anti-raton conjugado a FITC y anti-rata conjugado a FITC. El ADN del nucleo y
kinetoplasto se marcé con DAPI. Imagenes obtenidas con un microscopio confocal Nikon TE-2000-E2. DIC,
contraste de interferencia diferencial. Merge, superposicion de canales. Barra: 5 um. C) Fraccionamiento
subcelular de las cepas sobreexpresantes inducidas. N: nucleos, GG: granulos grandes, GP: granulos
pequefios, M: microsomas y S: sobrenadante final. Anti-TcBDF2: marcador nuclear, el cual se ve
enriquecido en la fraccion N. Como era de esperar, el marcador citosélico (TcTAT) en ambos casos se ve
enriquecido en la fraccion S y el mitocondrial (TcMDHm) principalmente en GG, N y GP. Debido a que este
es un enriguecimiento y no una purificacion, también se observa sefial en menor medida en las otras

fracciones.

111.6. Actividad deacetilasa de las sirtuinas de T. cruzi.

Con el objetivo de evaluar la actividad deacetilasa de las sirtuinas sobreexpresadas,
realizamos western blots de extractos proteicos totales de epimastigotes de cada cepa
en ausencia y presencia de Tetraciclina con anticuerpos anti-Acetil Lisina. La figura 43A
muestra la carga proteica para cada condicion. La sobreexpresion de ambas sirtuinas
reduce los niveles de acetilacién de proteinas especificas (Figura 43B). Las proteinas
diferencialmente acetiladas estan marcadas con flechas. Vale la pena destacar, que las
proteinas deacetiladas son diferentes para cada sirtuina sobreexpresada.
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Figura 43: La sobreexpresion de sirtuinas cambia los niveles de acetilacién en epimastigotes. Cantidades
iguales de extractos proteicos totales (ET) de cada cepa en ausencia (barras blancas) o presencia (barras
grises) de 0.25 pg/ml Tetraciclina por 24 horas, fueron sembrados en geles de poliacrilamida. A)
Coomassie. MPM, marcador de peso molecular. B) Western blot con anti-Acetil Lisina y C) con anti-
Tubulina acetilada y anti-Tubulina como control de carga para normalizar en la cuantifiacion. La

intensidad de las bandas de tubulina acetilada se cuantificaron en n=3 experimentos independientes. El
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grafico de barra representa la media *desvio estandar. * p<0.05, ** p<0.005 (t de student no
paramétrico).

La a-tubulina es una de las proteinas acetiladas mdas abundantes en trypanosomas. Mas
aun, la tasa de a-tubulina acetilada/no acetilada en trypanosomas es mas alta que en
otras células eucariotas como levaduras o células de mamiferos [188]. Para ver si alguna
de las TcSIR2RPs puede deacetilar a-tubulina, medimos a-tubulina acetilada en los
pardsitos inducidos y sin inducir por western blot. Al normalizar con a-tubulina total, los
resultados muestran una disminucién significativa de la forma acetilada en las lineas
sobreexpresantes (Figura 43C). La deacetilacion de a-tubulina mediada por SIR2RP1 fue
reportada previemente en Leishmania. Sin embargo, consideramos que no podemos
asignarle especificamente a ninguna de las dos sirtuinas el rol de la deacetilasa de la a-
tubulina. La disminucién en la acetilacion podria ser un resultado no especifico,
producto del aumento general de la actividad deacetilasa en el interior de la célula.
Ademads, en células de mamiferos se demostrd que la tubulina es deacetilada no solo
por SIRT2, sino también por HDAC6 [100]. Dado que hay mas de una deacetilasa con
similitud a HDAC6 en tripanosomatidos, un estudio mas profundo de todo el conjunto
de deacetilasas es necesario para determinar la principal deacetilasa de tubulina en este

organismo.

I1l.7. Anadlisis de la morfologia de los parasitos sobreexpresantes de TcSIR2RP1 y
TcSIR2RP3.

Para evaluar si la sobreexpresién de las sirtuinas producia algin efecto fenotipico en los
parasitos, se fijaron parasitos inducidos con 0.5 ug/ml de Tetraciclina a distintos tiempos
y se analizaron por: tincién con Giemsa y posterior visualizacion al microscopio Nikon
NiU E300 y microscopia electrénica de transmisién (MET) (Figura 44) para la observacion
de las ultraestructuras celulares. No se observan diferencias entre las cepas inducidas y

sin inducir.
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0.5 pg/mi Tetraciclina

]

Figura 44: Anadlisis de la morfologia de las cepas transgénicas en ausencia (sin tet) o presencia de 0.5
ug/ml de Tetraciclina a las 48 y 72 horas. Los parasitos fijados se tifieron con Giemsa y se observaron al
microcopio Nikon NiU E300 con aumento 60x. Alternativamente, parasitos fijados con glutaraldehido se

analizaron por microscopia electrénica de transmision (MET), en la Universidad de Rio de Janeiro.
111.8. Efecto de la sobreexpresion de las sirtuinas en el crecimiento de epimastigotes.

Realizamos curvas de crecimiento de epimastigotes en ausencia y en presencia de
Tetraciclina (0.5 ug/ml). Los parasitos se contaron cada 24 horas en camara de
Neubauer durante 15 dias. La figura 45 muestra que la linea TcSIR2RP1HA crece a una
tasa similar en ausencia y presencia de Tetraciclina, pero la linea TcSIR2RP3HA crece un

poco mas lento y en la fase estacionaria alcanza un menor nimero de parasitos por ml.
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Figura 45: Curvas de crecimiento de epimastigotes en medio LIT en ausencia (- tet, azul) o en presencia
(+tet, rojo) de Tetraciclina 0.5 ug/ml. Los pardsitos se contaron cada 24-48 horas en camara de Neubauer
durante 15 dias.

111.9. La sobreexpresion de TcSIR2RP1 estimula la diferenciacion de epimastigotes a

tripomastigotes metaciclicos.

Se obtuvieron tripomastigotes metaciclicos a partir de epimastigotes de ambas cepas,
usando medio TAU, en ausencia (- Tet) o presencia (+ Tet) de Tetraciclina. La
sobreexpresion de TcSIR2RP1 resultd en un incremento significativo de la
metaciclogénesis (59%), mientras que la cepa TcSIR2RP3 mostré niveles similares en las

dos condiciones (Figura 46).
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Figura 46: Metaciclogénesis in vitro usando medio TAU de las cepas TcSIR2RP1HA y TcSIR2RP3HA en dos
condiciones: sin inducir (- Tet) o inducidos (+ Tet) con 0.5 pg/ml Tetraciclina. La barra de error representa

la media tel desvio estandar de triplicados; **** p<0.0001 (T de Student, no paramétrico).
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111.10. La sobreexpresion de las sirtuinas afecta la infeccidn in vitro de células de

mamiferos.

Con el objetivo de analizar la importancia de la expresion de sirtuinas en la infeccién de
tripomastigotes y en la replicacién del estadio intracelular presente en el hospedador
mamifero, evaluamos la capacidad de invasién y replicacion de las lineas transgénicas al
inducirlas con Tetraciclina. Primero, realizamos el experimento de infeccién in vitro
usando parasitos Dm28c salvaje para asegurarnos que el tratamiento con Tetraciclina
no produce ningun efecto (Figura 47). No hubo diferencias significativas ni en la tasa de

infectividad ni en el nUmero de amastigotes por célula.
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Figura 47: Efecto del tratamiento con Tetraciclina en la infeccidn de parasitos Dm28c salvajes. La infeccidon
de células Vero con tripomastigotes salvajes se realizd6 como se describe en Materiales y Métodos. El
analisis estadistico no muestra diferencias significativas.

Los tripomastigotes transfectantes fueron pre incubados en medio DMEM en ausencia o
presencia de 0.25 pg/ml Tetraciclina y 100 uM NAM (inhibidor de sirtuinas [152]) y
luego utilizados para infectar células Vero en una relacién 10:1 (10 parasitos por célula).
Después de seis horas de infeccion a 37 °C, se lavaron los tripomastigotes libres, se

agregé DMEM con o sin Tetraciclina y se mantuvo el cultivo por dos dias.

La observacién de células Vero teiliidas con Giemsa mostré que el tratamiento de
tripomastigotes no inducidos con NAM [(-/-, +NAM) vs (-/-)] causé una reduccidon
significativa en el porcentaje de células infectadas (en concordancia con lo reportado
por Soares y colaboradores [153] (Figura 48A). La sobreexpresiéon de ambas sirtuinas
protegié a los tripomastigotes del efecto negativo de la NAM [(+/+, +NAM) vs (-/-,
+NAM)]. Estos resultados sugieren que la actividad de las sirtuinas es necesaria para una
infeccion efectiva de células de mamiferos. Para analizar el efecto de la sobreexpresion
de las sirtuinas en la tasa de infectividad de tripomastigotes, nos centramos en la
condicion (+/-), en la cual las expresién se indujo solo en los tripomastigotes durante la

infeccion. Como se puede ver en la figura 48A, la sobreexpresion de TcSIR2RP1HA
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incrementa la tasa de infectividad [(+/-) vs (-/-)], mientras que la de TcSIR2RP3HA la
disminuye un poco [(+/-) vs (-/-)]. Por otro lado, para evaluar el efecto de la
sobreexpresion en la proliferacion de amastigotes intracelulares (Figura 48B), nos
centramos en la condicidn en la cual solo agregamos Tetraciclina post-infeccion, por 48
horas luego de lavar los tripomastigotes (-/+). El nimero de amastigotes por célula
infectada disminuye al sobreexpresar TcSIR2RP1HA, pero incrementa por TcSIR2RP3HA
[(-/4) vs (-/-)]. La reduccion en el niumero de amastigotes cuando la expresion de
TcSIR2RP3HA se indujo durante la infeccidn [(+/-) vs (-/-)], puede ser una consecuencia
de la infectividad disminuida o puede indicar que la sobreexpresion de esta enzima en el
estadio tripomastigote resulta en una diferenciacion ineficiente a amastigotes,
retrasando asi la replicacién de amastigotes. En contraste, cuando se induce en todo
momento (+/+), la sobreexpresién en amastigotes incrementa la proliferacion de estos,

escondiendo el retraso en la diferenciacién de tripomastigote a amastigote.
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Figura 48: La sobreexpresion de las sirtuinas afecta la infeccion de células Vero. Se ensayaron multiples
condiciones: (-/-), nunca se agrego Tetraciclina al medio, no hubo induccién; (+/-), los tripomastigotes se
pre trataron con Tet por 3 horas antes de la infeccién, y también se agrego tet durante la infeccién, pero
luego se lavo; (-/+), no hubo induccion en los tripomastigotes, se agregd Tet por 48 horas al estadio
amastigote; (+/+), los tripomastigotes fueron pre tratados y se agregd Tet durante todo el experimento.
Las condiciones (-/-) y (+/+) también se ensayaron en presencia de 75 uM Nicotinamida (+ NAM). El
porcentaje de células infectadas (A) y el nimero de amastigotes por célula (B) se determinaron contando
células tefiidas con Giemsa en un microscopio Optico. Los resultados se expresan como la media * desvio
estandar de triplicados, y representan uno de tres experimentos independientes. Cada condicidn se

analizo por Mann-Whitney con el control (-/-): * p<0.05, ** p<0.005, *** p<0.001. El mismo analisis
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estadistico se utilizd para comparar los resultados del tratamiento con NAM (-/-, +NAM y +/+, +NAM): o
p<0.05.

111.11. La sobreexpresion de TcSIR2RP1 y TcSIR2RP3 protege al parasito del

tratamiento con inhibidores de sirtuinas.

Las sirtuinas son consideras biocatalizadores fundamentales para la vida y en algunas
condiciones se ha visto que promueven la sobrevida [189]. Por lo tanto, hay un interés
creciente en las sirtuinas como blancos terapéuticos. Se han reportado numerosas
estructuras de complejos de sirtuinas con sus inhibidores [125,190]. En este trabajo,
testeamos tres inhibidores de sirtuinas: Nicotinamida (NAM) [153], Cambinol y EX-527
[191]. Todos ellos exhibieron una inhibicion dependiente de la concentracidn en cultivos
axénicos. Los valores de ICso obtenidos para cada compuesto se muestran en la tabla VII.
El ICso de EX-527 es significativamente mayor que el de los otros. Dado que EX-527 es un
potente y selectivo inhibidor de HsSIRT1, con un ICsy reportado de 0.1-1 uM [191], la
baja toxicidad observada sugiere que ninguna de las sirtuinas presentes en T. cruzi esta
relacionada a HsSIRT1, consistente con nuestro analisis filogenético. Por el contrario,
NAM y Cambinol exhiben valores de ICsy del mismo orden a los obtenidos in vitro para
sirtuinas purificadas de otros organismos como: NAM ICso para PfSIR2: 51.2 uM [192],
NAM ICsg para HsSIRTS: 46.6 uM, HsSIRT1: 50-100 uM, HsSIRT3: 30 uM; Cambinol 1Cs
para HsSIRT1: 56 uM, HsSIRT2: 59 uM [193].

Consideramos la posibilidad de que las lineas transgénicas estén protegidas o sean
menos sensibles a los inhibidores de sirtuinas. Para evaluar esta hipdtesis, ambas lineas
fueron tratadas por los inhibores en ausencia o presencia de Tetraciclina. Como se
puede observar en la figura 49, la sobreexpresién de las sirtuinas protege a los
epimastigotes de la inhibicién en el crecimiento ocasionada por NAM y Cambinol.
También calculamos los valores de ICsy; de estos dos inhibidores en las cepas
sobreexpresantes. Los valores obtenidos se muestran en la tabla VI, como era de

esperar son mayores a los obtenidos en la cepa salvaje.

Nicotinamida| Cambinol EX-527

Dm28c salvaje 61.33 85.61 206.2
Dm28c SIR2RP1HA + Tet 97.58 135.8 ND
Dm28c SIR2RP3HA + Tet 81.72 123.1 ND

Tabla VI: valores de ICsy (LM). ND: no determinado
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Figura 49: Dm28c salvaje (barras blancas) y ambas cepas transgénicas (Dm28c pTcINDEXGW-SIR2RP1HA y
SIR2RP3HA) sin inducir (barras azules) e inducidas (barras rojas) fueron tratadas con tres inhibidores de
sirtuinas con concentraciones por encima de sus valores de ICsq: 75 UM Nicotinamida, 100 uM Cambinol Y
250 uM EX-527. El experimento se realizé en triplicado y el numero de pardsitos se determine a las 72
horas contando células viables. Los valores obtenidos fueron normalizados a la cepa salvaje sin inhibidor.
La tasa de crecimiento de cada linea con los inhibidores se comparé con el de la misma linea sin inhibidor.
También comparamos la viabilidad de las lineas inducidas y sin inducir para cada compuesto. La barra
representa la media tel desvio estdndar * p<0.05, ** p<0.005, *** p<0.001 (T de Student, no

paramétrico).

111.11. TcSIR2RP3 estd involucrada en la respuesta al estrés oxidativo.

Considerando que a muchas sirtuinas se les atribuyen funciones antioxidantes y que
TcSIR2RP3 se localiza en la mitocondria, probamos la sensibilidad de la cepa transgénica
para TcSIR2RP3HA ante compuestos que generan radicales libres como: perdxido de
hidrogeno (H,0;) y Nifurtimox (NFX). También tratamos con Beznidazol (BZL). Como se
puede observar en la figura 50, al inducir la sobreexpresion de TcSIR2RP3, los parasitos
son mas resistentes al tratamiento con H,0, y Nifurtimox y exhiben 1Cso mas altos que la
cepa sin inducir o la salvaje (Tabla VII). Esto no ocurre con el tratamiento con

Beznidazol, el cual tiene un mecanismo de accion diferente.
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Figura 50: Los epimastigotes se sometieron a distintas concentraciones de cada uno de los compuestos
por 5 dias. Luego se contd el nimero de parasitos y se calculd el porcentaje de inhibiciéon para cada
concentracién por triplicado. Los resultados se analizaron por regresién no lineal con el GraphPad Prism

6.0 para calcular los valores de 1Csq.

H,0, Nifurtimox | Beznidazol

Dm28c salvaje 100.8 2.1 8.9
Dm28c SIR2RP3HA - Tet 112 3.5 9
Dm28c SIR2RP3HA +Tet | 201.9 6.9 8.2

Tabla VII: valores de ICso (LM).
DISCUSION

La expresidon TcSIR2RP1 y TcSIR2RP3 estd regulada a lo largo del ciclo de vida de T. cruzi.
El hecho de que las dos sirtuinas presenten una expresién diferencial a lo largo del ciclo
de vida sugiere que los niveles de acetilacién podrian jugar un rol en la regulacion de la
biologia de las formas evolutivas del parasito. Es destacable que el patrén de expresién
de las sirtuinas exdgenas inducidas por Tetraciclina se asemeje al de las enzimas
enddgenas. Esta observacidon sugiere que los niveles proteicos podrian estar regulados
por un mecanismo post transcripcional independiente de las regiones 3’ y 5 no
codificantes, las cuales estan ausentes en las contrucciones del pTcINDEX-GW o por

mecanismos post traduccionales.

Nuestros resultados claramente demuestran que TcSIR2RP1 y TcSIR2RP3 son enzimas
citoplasmdtica y mitocondrial respectivamente. Esto era de esperar ya que ambas
proteinas carecen de la porcién N-terminal responsable de la localizacién nuclear de

ScSir2 y otras sirtuinas relacionadas. Sin embargo, la posibilidad de que bajo ciertas
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condiciones sean importadas al nulcleo temporariamente por una via de

direccionamiento alternativa no se puede descartar.

Considerando su localizacién citoplasmatica, TcSIR2RP1 parece estar mas relacionada a
su ortéloga de Leishamania que a la de T. brucei, aunque ThSIR2RP1 es mas similar a
nivel de secuencia (68% de identidad) que LmSIR2RP1 (55% de identidad). El hecho que
T. brucei tenga una sirtuina nuclear ausente en los otros TriTryps se puede explicar por
algunas diferencias conocidas entre estas especies. TbSIR2RP1 participa del
silenciamiento epigenético de las regiones teloméricas transcriptas por la ARN
polimerasa |, mientras que nada similar ocurre en T. cruzi o Leishmania. En P.
falciparum, una sirtuina nuclear (PfSIR2A) filogenéticamente no relacionada a
TbSIR2RP1, también esta implicada en el silenciamiento de genes teloméricos. En
conjunto, estos datos sugieren que la participacion de una sirtuina en la deacetilacién
de histonas representa la excepcién, asociada al silenciamiento telomérico, en lugar de
la regla en cuanto a la funcién de las sirtuinas en estos organismos, y podria ser un

ejemplo de evolucién convergente.

Mas alld de su localizacién celular y modo de accidn, las sirtuinas son consideradas
reguladores pro-sobrevida. Estas funciones estan relacionadas al uso del NAD* como
sustrato, el cual junto con la acetil-CoA, el sustrato de las Acetiltransferasas, son
considerados sensores del estado energético de la célula. Las sirtuinas nucleares, como
HsSIRT1, regulan la respuesta transcripcional al hambreado o el estrés redox y bajo
ciertas condiciones, sirtuinas citoplasmaticas y mitocondriales se importan al nicleo con
el mismo propdsito (revisado en [133]). Dado que la regulacién transcripcional esta
ausente en T. cruzi, seria razonable pensar que solo las funciones no nucleares de estas
enzimas estaran presentes. Una de las funciones de HsSIRT2 citoplasmatica es deacetilar
la Fosfoenol piruvato carboxikinasa, aumentando su estabilidad en ausencia de glucosa
[103]. Ante la restriccién caldrica, las sirtuinas humanas mitocondriales también regulan
la gluconeogénesis a través de la Glutamato deshidrogenasa, una enzima que convierte
glutamato a a-cetoglutarato, controlando asi la produccién de glucosa a través del ciclo
TCA [194-196]. HsSIRT3 disminuye la produccién de especies reactivas del oxigeno al
estimular la actividad de la Superoxido dismutasa 2, y favorece la respiracién celular al
incrementar las actividades del complejo 1, complejo Il (via la Succinato
deshidrogenasa), complejo Ill y de la Isocitrato deshidrogenasa 2, afectando el
metabolismo de glucosa y lipidos. Finalmente, la HsSIRT3 también estimula la B-
oxidacion y la formacidon de cuerpos cetona al activar la Acyl CoA deshidrogenasa de

cadena larga y la 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA sintasa 2. A pesar de que se requieren
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mds estudios para determinar si las sirtuinas de trypanosomas comparten estas
funciones, algunos de nuestros resultados se pueden interpretar bajo este contexto:
TcSIR2RP1 favorece la metaciclogénesis, un proceso de diferenciacion inducido por el
hambreado del pardsito [197-198]. La infectividad aumentada de esta cepa se parece a
lo observado por Sereno y colaboradores con LmSIR2RP1 [199]. Dado que detectaron a
esta sirtuina en la fraccion secretada de los parasitos, construyeron fibroblastos que
sobreexpresan LmSIR2RP1, los cuales resultaron mas permisivos hacia la invasidon por
Leishamnia. Estos resultados sugieren una funcién para las sirtuinas citoplasmaticas en
la relacién huésped-parasito. En contraste, TcSIR2RP3 parece no estar implicada en la
metaciclogénesis o la infeccidn celular, pero si favorece la duplicacién de amastigotes
intracelulares, lo cual ocurre en un ambiente oxidante, sugiriendo la participaciéon de
esta enzima en la respuesta al estrés oxidativo. En efecto, la cepa sobreexpresante

resulté mas resistente al tratamiento con compuestos que generan radicales libres.

La actividad de las sirtuinas en la proteccion de las células al estrés y al hambreado,
incrementando asi su sobrevida, llevé a establecer su rol en la proliferaciéon celular.
Actualmente, muchos inhibidores de sirtuinas estan siendo ensayados contra diferentes
tipos de céncer. Por otro lado, activadores de sirtuinas son considerados como
potenciales drogas anti-envejecimiento. También se propuso a las sirtuinas como
blancos prometedores para el desarrollo de drogas contra Trypanosomas, Plasmodium y
Leishmania, y varios inhibidores bien caracterizados han demostrado actividad anti-
parasitaria [144,200-202].
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos durante este trabajo constituyen un aporte al conocimiento
sobre los procesos mediados por acetilacién en Trypanosoma cruzi, agente etioldgico de
la Enfermedad de Chagas. Como primera aproximacién se identificd el acetiloma de T.
cruzi utilizando el método ampliamente utilizado en los ultimos afios para muchos otros
organismos: enriquecimiento de peptidos acetilados por inmunoafinidad seguido de
espectrometria de masas de alta resolucién. Al igual que en los acetilomas ya
reportados, las proteinas identificadas se distribuyen en todos los compartimentos
celulares y estdn involucradas en una gran variedad de funciones celulares, mas alla de
las nucleares. El nimero de proteinas acetiladas (150) en T. cruzi es mas cercano al de
Toxoplasma gondii y Plasmodium falciparum, y es consistente con lo que uno esperaria
para un protozoo. A pesar de que el nimero de proteinas acetiladas detectadas
depende de la profundidad del andlisis, los datos presentados sugieren fuertemente que
la acetilacion es una modificacion critica encontrada en todos los reinos y que hay una
presidon selectiva para mantener esta actividad aun después de una adaptacién a vida

parasitaria [83].

En segunda instancia, se caracterizo el Factor con Bromodominio 1 de T. cruzi (TcBDF1),
una proteina que posee una expresion diferencial en los estadios del ciclo de vida: es
mas abundante en el estadio infectivo (tripomastigotes) que en lo replicativos
(epimastigotes y amastigotes). Analizamos su localizacién intracelular en epimastigotes
utlizando diferentes técnicas y concluimos que se concentra en los glicosomas, dirigido
por una sefial de transporte peroxisomal tipo Il (PTS-2), lo cual se confirmé contruyendo
fusiones a una proteina fluorescente. La existencia de mecanismos bioquimicos de
regulacion para las vias metabdlicas del glicosoma ha sido propuesto por numerosos
autores, sin embargo ninguno fue descripto hasta el momento [31,203]. Nuestras
observaciones, sumadas al hecho de que la acetilacién de proteinas metabdlicas ha sido
descripta en diversos tipos celulares y que en nuestro estudio del acetiloma de T. cruzi
identificamos proteinas metabolicas del glicosoma, nos permiten proponer que TcBDF1
forma parte de un complejo proteico glicosomal que participaria en la regulacion de la
acetilacién de distintas proteinas presentes en esta organela, modulando la actividad

metabdlica de la misma, el importe de proteinas o la biogenesis de la organela.

Por otro lado, mediante técnicas de genética reversa, se obtuvieron lineas de
epimastigotes sobreexpresantes para diferentes construcciones de TcBDF1. Analizamos

el efecto de la sobreexpresién de TcBDF1 salvaje y mutante en cuanto a la morfologia y
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ultraestructura celular de los parasitos y también realizamos curvas de crecimiento,
ensayos de metaciclogénesis e infecciones in vitro. La sobreexpresién de la proteina
salvaje produce epimastigotes con morfologia aberrante que casi no se replican y no se
diferencian correctamente a tripomastigotes metaciclicos, pero hace que los
tripomastigotes extracelulares sean mds infectivos. En cambio, la sobreexpresion de la
proteina con una doble mutacidn puntual en el sitio de unién de la lisina acetilada, no

afecta el crecimiento de epimastigotes ni la metaciclogénesis in vitro.

Por ultimo, caracterizamos la dos proteinas homodlogas a ScSir2 presentes en T. cruzi.
Estas son deacetilasas NAD+ dependientes, cuyos dominios cataliticos y de unidn a
NAD+ estan conservados. La expresidon de estas enzimas estd diferencialmente regulada
entre los distintos estadios: TcSIR2RP1 es mds abundantes en epimastigotes vy
amastigotes que en tripomastigotes, mientras que la expresion de TcSIR2RP3 es mayor
en epimastigotes que en amastigotes y en tripomastigotes no fue detectada en las
condiciones ensayadas. Nuestros resultados claramente demuestran que TcSIR2RP1 y
TcSIR2RP3 son enzimas citoplasmatica y mitocondrial, respectivamente. En este caso,
también obtuvimos cepas transfectantes que sobreexpresan las versiones salvajes de
estas proteinas. Con estas lineas se realizaron curvas de crecimiento, ensayos de
metaciclogénesis e infecciones in vitro. A estas cepas también se les analizd6 su
morfologia, ultraestructura celular y susceptibilidad a inhibidores de sirtuinas.
TcSIR2RP1 favorece la diferenciacion de epimastigotes a tripomastigotes y estos
resultan mads infectivos, pero no tiene ninglin efecto sobre la duplicacion de
epimastigotes. En cambio, TcSIR2RP3 modifica el crecimiento de epimastigotes pero no
afecta su morfologia ni su tasa de metaciclogénesis. La capacidad infectiva de los
tripomastigotes se ve levemente disminuida pero la tasa de duplicacién de los
amastigotes intracelulares aumentada. TcSIR2RP3 estaria involucrada en la respuesta al
estrés oxidativo. En conjunto, nuestros resultados sugieren que la actividad de las
sirtuinas es importante para la proliferacién de las formas replicativas, para la
interaccidon huésped-pardsito y para la diferenciacién entre los distintos estadios, pero

cada una esta involucrada en diferentes procesos.

Como ocurre en otros protozoos, los procesos mediados por acetilacién son
importantes en Trypanosoma cruzi. Se observé en otros tripanosomatidos que las
enzimas encargadas de deacetilar diversos blancos son necesarias para su sobrevida
[136-137]. Ademas, se ha demostrado que inhibidores de deacetilasas de distintas
clases son efectivos contra Plasmodium, Toxoplasma gondii, Leishmania y Trypanosoma

brucei [146-149]. Como ya se menciond, las HDACs son un blanco ampliamente validado
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como estrategia terapéutica para el tratamiento del cancer. Su actividad anti-
proliferativa se da tanto a través de la interferencia con el remodelado de la cromatina
asi como mediante la alteracidon del estado de acetilacion de proteinas no-histonas
claves para distintos procesos celulares [145]. El nimero de inhibidores de deacetilasas
que son aprobados y entran al mercado para el tratamiento de tumores se encuentra en
aumento continuamente y seria muy importante evaluar su actividad contra distintos
parasitos. Los resultados presentados contribuyen al conocimiento de la localizacion y
funcién de estas enzimas y las cepas sobreexpresantes de sirtuinas contruidas en este

trabajo pueden ser herramientas utiles para ensayar inhibidores de sirtuinas.
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MATERIALES Y METODOS

HERRAMIENTAS BIOINFORMATICAS

Bases de datos

Las secuencias del genoma de Trypanosoma cruzi ensamblado se obtuvieron de la base
de datos TriTrypDB (http://tritrypdb.org/tritrypdb/), donde se realizaron las busquedas
por similitud mediante BLAST (BLASTp o BLASTn). Las comparaciones por BLASTp, PSI o
PHI- BLAST contra la base de datos no redundante de Genbank se realizaron en el sitio
NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

Analisis de secuencias

Para el analisis y comparacidon de las secuencias y estructuras primarias de las proteinas

se utilizaron diversos sitios de analisis en linea:
e Para la prediccion de dominios se utilizo el servidor Pfam (http://pfam.xfam.org).

e Para determinar porcentajes de identidad y similitud entre pares de proteinas y
realizar alineamientos multiples se utilizd6 el programa ClustalX. Los
alineamientos multiples se editaron con BioEdit o en linea con el programa
ESPript 3.0 (http://espript.ibcp.fr/ESPript/ESPript/).

e Para la prediccion y alineamientos de estructuras secundarias se utilizé el
programa Modeller (https://salilab.org/modeller/) y el servidor I-TASSER
(http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/). Para la prediccion de
localizacion subcelular se utilizaron los servidores en linea Wolf pSORT
(http://wolfpsort.org), pSORT Il (http://psort.ims.u-tokyo.ac.jp/) y PeroxisomeDB
(http://www.peroxisomedb.org/home.jsp).

Las secuencias de nucleétidos y aminoacidos se editaron con el paquete DNASTAR

version 7.0.0 (Lasergene).
MEDIOS DE CULTIVOS Y CEPAS

Medios y cepas bacterianas

Para el cultivo y mantenimiento de cepas bacterianas se utilizé el medio Luria Bertani
(LB) [204], cuya composicion por litro es: 10 g de peptona de carne, 5 g de extracto de

levadura y 10 g de NaCl. Segun el caso se utilizaron los siguientes antibidticos:
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Ampicilina (100 pg/ml) y Kanamicina (50 pg/ml). Para la preparacion de medios solidos

se agrego agar en concentracion final de 15 g/I.

El genotipo de las distintas cepas bacterianas utilizadas en este trabajo se detalla en la
Tabla VIII.

Cepa Genotipo
XL1 Blue endA1 gyrA96(nalR) thi-1 recAl relAl lac
gInV44 F'[ ::Tn10 proAB+ laclq A(lacZ)M15] hsdR17(rK- mK+)
DHS50 F-endA1 ginV44 thi-1 recAl relAl1 gyrA96 deoR nupG
®80dlacZAM15 A(lacZYA-argF)U169, hsdR17(rK- mK+), A—
F- dcm ompT hsdS(rB- mB-) gal [lon] (DE3 immP21
BL21 plys S int-lacl+lacUV5::lacZ::T7 RNApolimerasa) [pLys S camr]
F- dcm ompT hsdS(rB- mB-) gal [lon] (DE3 immP21
int-lacl+lacUV5::lacZ::T7 RNApolimerasa) [pLys S camr]
GM119 F-supE44 lacY1 galk2 galT22 metB1 dam-
3 DCM TSX-6-78-A

Tabla VIII: Tabla de cepas bacterianas utilizadas

Las cepas se cultivaron en medio liquido con agitacién (250 rpm) en bafios

termostatizados o en medio sdlido en estufas a 37°C.

Medios y cepas de Trypanosoma cruzi

Para el cultivo de epimastigotes se utilizé6 medio LIT (del inglés “Liver Infusion Tryptose”)
que contiene por litro: 5 g de infusidn de higado; 4 g de NaCl; 0,4 g de KCI; 5 g de
triptosa; 8 g de Na,HPO, anhidro y 4 g de glucosa, complementado con 1250 ul de
solucién de hemina (20 mg/ml en NaOH 0.2N) y 15 g de extracto de levadura por litro.
Luego de autoclavar se agregd 10% de suero fetal bovino, Penicilina (100 U/ml) y

Estreptomicina (0,1 mg/ml).

La seleccidn de parasitos transfectantes se realizé mediante el agregado de Geneticina

(G418) e Hygromicina en concentraciones 100-200 pg/ml segun se detalla mas adelante.

Para inducir el proceso de metaciclogénesis en la cepa Dm28c se utilizd el medio TAU
(del inglés “Triatomine Artificial Urine”) compuesto por: CaCl, 2 mM, MgCl, 2mM,
NaHCO3 0,035%, NaCl 190 mM, KCI 17 mM, NaH,P0O4 15 mM, Na,HPO,4 0,47 mM y H20
csp 1 litro.

El mismo se llevdé a pH 6.5 con NaH,PO4 2 M y se esterilizd por filtrado. También se
utilizé el medio TAU3AA que estd compuesto por TAU con el agregado de Glucosa (10
mM), 4cido L- aspartico (2 mM), acido L-glutdmico (50 mM) y L-prolina (10 mM), el cual

se esterilizé por filtrado.
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Las cepas de T. cruzi utilizadas en este trabajo se detallan en la tabla IX.

Cepa Caracteristicas

Clon de referencia del Proyecto Genoma de T. cruzi,
CL Brener aislada en Rio Grande do Sul (Brasil) de Triatoma
infestans. Perteneciente a la DTU lle [2].

Cepa aislada de la comadreja Didelphis marsupialis.
Dm28c Perteneciente a la DTU | [205]. Su genoma fue
secuenciado en 2014 [206].

Tabla IX: Cepas de Trypanosoma cruzi.

Los epimastigotes de las cepas CL Brener y Dm28c son mantenidos en nuestro
laboratorio a 28°C en medio de cultivo LIT con pasajes a medio fresco cada 3-5 dias.
Ademas en el laboratorio se cuenta con “semillas” de las distintas cepas guardadas por

congelamiento en nitrégeno liquido.
TECNICAS DE CULTIVO DE T. CRUZI

Infecciones in vitro

Se cultivaron células Vero hasta sub-confluencia (30-40% de confluencia) en frascos de
cultivo de 25 o 75 cm?, utilizando medio de cultivo DMEM con el agregado de SFB 10%.
Luego fueron infectadas con tripomastigotes de la cepa Dm28c (8x10° pardsitos en los
frascos de 25 cm® y 25x10° parasitos en los frascos de 75 cm?). Se incubaron durante 5
horas a 37°C, se lavaron con PBS para separar los parasitos que no ingresaron a las
células y se les agregd medio de cultivo nuevo (DMEM con SFB 10%). Se incubaron a
37°C hasta el dia siguiente, que se lavaron con PBS y se les cambié el medio por DMEM
con 2% SFB. A las 48 horas post-infeccion ya se observa la presencia de amastigotes en
el citoplasma de las células. Se continuda el proceso de infeccion hasta el dia 5 o 6 donde
comienzan a aparecer los tripomastigotes en el espacio extracelular al liberarse por la

lisis de las células infectadas.

Para los ensayos de infeccion in vitro de las distintas cepas se utilizan tripomastigotes
obtenidos luego de dos rondas de infeccion. Se colectaron del sobrenadante celular de
cultivos previamente infectados centrifugando a 2.000 x g a temperatura ambiente por
10 minutos y se incubaron 3 horas a 37°C para que los tripomastigotes se muevan del
pellet al sobrenadante. Luego de contar el nimero de tripomastigotes en cdmara de
Neubauer, se pre-incubaron en ausencia o presencia de 0.25 pg/ml Tetraciclina durante

3 horas a 37°C y se utilizaron para infectar monocapas de células Vero en una
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proporciéon de 10 a 25 parasitos por célula en DMEM suplementado con 2% SFB en
ausencia o presencia de 0.25 pg/ml Tetraciclina. Luego de 6 a 16 horas de infeccion a
37°C, los tripomastigotes libres se removieron del medio con muiltiples lavados con PBS.
Los cultivos se incubaron con medio completo en ausencia o presencia de 0.25 pg/ml
Tetraciclina por dos dias post-infeccién. La células se fijaron con metanol y el porcentaje
de células infectadas y el nimero de amastigotes por célula se determinaron contando

~1000 células por cubreobjeto luego de la tincidon con Giemsa.
Obtencion de amastigotes

Se utilizaron frascos que se encontraban en el segundo dia post-infeccién (se
observaban los citoplasmas de las células Vero con formas no mdviles del parasito). Se
colocaron las botellas sobre hielo y se lavaron con PBS frio. Se desprendié la monocapa
por ruptura mecanica utilizando un raspador de células. Luego se colectaron las células
por centrifugacion a 1.000 x g por 10 minutos. Se lavd el pellet con PBS frio, siempre
manteniendo en hielo, y luego se pasé diez veces a través de una jeringa de tuberculina
para facilitar la ruptura celular. En cada paso se fue observando al microscopio para
verificar la presencia de amastigotes. Finalmente se centrifugd a 1.000 x g por 10
minutos y el sedimento obtenido se utilizd6 para preparar ldminas para
inmunofluorescencia o se conservaron a -70°C hasta su utilizacién para la preparacion

de extractos.

Alternativamente, se realizaron infecciones sobre cubreobjetos circulares estériles en
placas de 24 pocillos. Por cada pocillo se agregaron 3.000 células Vero. Luego de 48
horas, se obtuvieron células sub-confluentes, y se realizé la infeccién con 3-7,5 x10*
tripomastigotes por pocillo. Luego de 48 horas post-infeccidn los pocillos fueron lavados
con PBS vy fijados con para-formaldehido 4% por 20 minutos o metanol durante 5
minutos. Luego del paso de fijaciéon, los pocillos fueron lavados con PBS dos veces y los
cubreobjetos conteniendo las células fijadas sobre ellos se conservaron en PBS hasta su

posterior utilizacion para inmunofluorescencia o tincidn con el colorante Giemsa.
Obtencion de tripomastigotes

Se utilizaron frascos que se encontraban entre el quinto y séptimo dia post-infeccion,
donde se observaba la presencia de tripomastigotes fuera de las células en el
sobrenadante del cultivo. Para colectar éstas formas moéviles, se juntaron los
sobrenadantes de cada frasco y se centrifugaron a 1.500 x g. Los sedimentos fueron
lavados con PBS y luego se resuspendieron en 1 0 2 ml de PBS. Se contaron en camara

de Neubauer y luego se prepararon laminas para inmunofluorescencia o se
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centrifugaron para conservar a -70°C hasta su utilizacién para la preparacidon de

extractos.
Obtencion de tripomastigotes metaciclicos (metaciclogénesis in vitro)

Se partié de un cultivo de epimastigotes en fase estacionaria (2x10’ parasitos/ml), el
cual se colectd por centrifugacién a 500 x g por 5 minutos y se lavé con un volumen de
PBS. El sedimento se resuspendié en medio TAU en un volumen tal de obtener 5x10°
parasitos/ml. Se incubd por 2 horas a 28°C y luego se diluyé cien veces en medio
TAU3AAG (5x10° parasitos/ml). Se tomaron alicuotas a las 72 y 96 horas para visualizar
tripomastigotes metaciclicos y formas intermedias mediante tincién con el colorante

Giemsa e inmunofluorescencia.
Tincion con colorante Giemsa

Los parasitos, previamente colectados y lavados con PBS, se resuspendieron en 1 ml de
PBS y se adhirieron en portaobjetos por 20 minutos. Luego se fijaron con para-
formaldehido 3,7% en PBS por 5 minutos y se lavaron con agua estabilizada (diluida
1/50) cuatro veces. Finalmente se incubaron con el colorante Giemsa diluido 1/20 en
agua estabilizada por 1 hora, se lavaron con agua estabilizada diluida cuatro veces y se

dejaron secar al aire. Los preparados se observaron al microscopio éptico.

Contaje de células

Para contar los parasitos, se diluyeron directamente en solucién de PBS-formaldehido
4% y colocaron en cdmara de Neubauer. Alternativamente, el crecimiento relativo se
determind utilizando un contador hematoldgico automatizado (W19 Counter AA de
Weiner Lab) adaptado para contaje de epimastigotes. Los cultivos se consideraron en
fase exponencial temprana de crecimiento cuando contenian densidades de entre 0,5-
1x10” parasitos/ml, en fase exponencial entre 1-5x10° parasitos/ml y en fase
exponencial tardia entre 5-8x10’ parasitos/ml. Las curvas de crecimiento fueron

realizadas por triplicado contando todos los dias o cada dos dias.

Tratamiento de epimastigotes de T. cruzi con compuestos

Para determinar los valores de ICsq de los inhibidores de sirtuinas (NAM, Cambinol y EX-
527), del Beznidazol y de los compuestos que generan radicales libres (H,0; vy
Nifurtimox), los epimastigotes de las distintas cepas se cultivaron a 28°C en LIT
suplementado con 10% SFB en ausencia o presencia de 0.5 pg/ml Tetraciclina y con
distintas concentraciones de los compuestos, por triplicado. El crecimiento celular se

determind luego de 72 horas de cultivo, contando las formas viables con el contador
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hematoldgico automatizado (W19 Counter AA de Weiner Lab) adaptado para contaje de

epimastigotes.

Analisis estadistico

De todos los experimentos se realizaron al menos tres independientes, cada uno con
triplicados. Los datos se presentan como la media * el desvio estandar. El andlisis
estadistico se realizé por T de Student, Mann-Whitney no paramétrico y ANOVA. Las
diferencias entre los grupos experimentales se consideraron significativas si: p<0.05 (*),
p<0.005 (**), p<0,001 (***) y p<0.0001 (****). Para determinar los valores de ICso

ajustamos las curvas mediante regresién no linear con el programa GraphPad Prism 6.0.
TECNICAS PARA EL TRABAJO CON PROTEINAS
Expresion de proteinas en E. coli

Condiciones generales de induccion y obtencion de extractos proteicos.

E. coli BL21 o BL21-pLys conteniendo el plasmido de interés se cultivaron a 37°C durante
16 horas con agitacion constante, en LB suplementado con 0,1 mg/ml de Ampicilina.
Este cultivo saturado se utilizé en relacién 1:100 para inocular 10 a 1000 ml de LB
suplementado con Ampicilina 0,1 mg/ml. Las células se crecieron con agitacidn
constante a 37°C entre 3 y 4 horas (hasta DOggonm™0,6). Luego se realizé la induccién por
agregado de IPTG 0,1-0,5 mM a 37°C durante 4 o 16 horas. A continuacion, las bacterias
se recuperaron por centrifugacion a 5.000 x g por 5 minutos y se resuspendieron en el
tampon de lisis correspondiente segun el protocolo de purificacidon. Los extractos se
sonicaron en hielo, con 5-15 pulsos de 10 segundos de duracién a 25% de amplitud
(Procesador Ultrasénico Thomas modelo GEX 600). El lisado obtenido se centrifugd a
16.000 x g a 4C durante 20 minutos.

Purificacion de proteinas fusionadas a poli-histidina en condiciones

desnaturalizantes

Una vez solubilizadas las proteinas en Solucién A (Tris-HCl 10 mM pH 8, Urea 8 M, EDTA
10 mM, Tritén X-100 1%, DTT 1 mM, PMSF 1 mM, benzamidina 10 mg/ml, aprotinina 1
mg/ml, leupeptina 3 mg/ml) se enfrentaron 3 veces con columnas de matriz Ni*'-
agarosa equilibrada con Solucién B (NaH,PO4 100 mM, Tris 10 mM, Urea 8 M, ajustado a
pH 8 con NaOH), con la cantidad de matriz recomendada por el proveedor (Qiagen).
Luego se realizaron 2 lavados con 4 ml de Solucién C (NaH,PO4 100 mM, Tris 10 mM,

Urea 8 M, ajustado a pH 6,3 con HCI). Posteriormente las proteinas se recuperaron de la
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columna con solucién D (NaH,PO4 100 mM, Tris 10 mM, Urea 8 M, ajustado a pH 5,9 con
HCI) y solucién E (NaH,PO4 100 mM, Tris 10 mM, Urea 8 M, ajustado a pH 4.5 con HCl),
colectando fracciones de 500 ul. Luego de la purificacién, las fracciones se concentraron
utilizando filtros para centrifugacion Centriprep YM-10 o Ultrafree-MC (Millipore,

Amicom Inc.).

Cuantificacion de proteinas

Para cuantificar proteinas se utilizd6 Acido bicinconinico y sulfato de cobre
pentahidratado en una relacion 50/1. Se prepard una curva de calibracidon con BSA, a 50
pl de muestra (incégnita y curva) se le agregd 150 ul de mezcla de reactivos y se incubd
por 20 minutos a 37°C. Luego se midié absorbancia a 630 nm y se determind el
contenido proteico de la muestra incognita a partir de la curva de calibraciéon de BSA.
Alternativamente se utilizd el kit comercial “BioRad Protein Assay” segln las

indicaciones del fabricante.
Inmunizacion de conejos para obtencion de anticuerpos

Las proteinas de fusion purificadas se electroeluyeron y se inyectaron en conejos en
forma subcutdnea con 100 pg de proteina (1:1) en adyuvante de Freunds completo
(Sigma) y con dos refuerzos de 50 pg de proteina en adyuvante incompleto con
intervalos de 14 dias. Los conejos se sangraron y los sueros se obtuvieron por

centrifugacién después de dejar coagular la sangre por 2 horas a 37°C [207].
Purificacion de anticuerpos

Los anticuerpos se purificaron a partir de suero de conejo obtenido por inmunizacién de
dichos animales con las proteinas recombinantes. Para la purificaciéon se procedié a
incubar la proteina recombinante inmovilizada en membrane de nitrocelulosa con el
suero, en agitacién, durante toda la noche a 4°C. Luego se lavd con 30 volumenes de
PBS. Los anticuerpos anti-TcBDF1, anti-TcSIR2RP1 y anti-TcSIR2RP3 se eluyeron en cinco
alicuotas de 500 pl de trietilamina 0,1 M pH 11,5, las cuales se neutralizaron
inmediatamente con HCl 0,3 M. Los anticuerpos se concentraron en columnas de
centricon (Millipore) o directamente se conservaron a -20°C con el agregado de 50% de

glicerol.
Extractos proteicos de Trypanosoma cruzi
Extractos proteicos totales

Se utilizaron 10 ml de cultivo de epimastigotes de T. cruzi en fase exponencial (2x10’

parasitos/ml). Alternativamente, se utilizaron amastigotes o tripomastigotes
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purificados. El cultivo se colectd por centrifugacidon a 3.000 x g por 10 minutos y se lavd
con PBS dos veces. El sedimento se resuspendié en 200 ul de tampdn de lisis Urea
(Hepes 20 mM pH 8, Urea 8 M) y tampdn de siembra. La muestra se hirvidé por 5

minutos y se centrifugd 15 minutos a 15.000 x g.

Extractos nucleares y no nucleares

Se colectaron parasitos en fase exponencial de crecimiento, a 3.000 rpm por 10
minutos. Se lavaron dos veces con PBS y se resuspendieron en 1 ml (cada 1-5 x 10°
pardsitos) de tampdén de lisis A y se incubaron en hielo durante 45 minutos

aproximadamente, hasta observar la lisis al microscopio.

Luego se agrego glicerol al 5% V/V y se centrifugd a 2.000 rpm durante 10 minutos a
4°C, quedando los nucleos en la fase insoluble (la fase soluble corresponde al extracto
de proteinas no nucleares). Estos fueron lavados e incubados en hielo durante 10
minutos con 500 pl de tampdn de lisis B. Luego se centrifugaron a 2.000 rpm por 10
minutos a 4°C vy la fase insoluble se resuspendié e incubd en hielo durante una hora en
400 pl de tampdn C. La lisis de los nucleos fue favorecida sonicando con dos pulsos de
10 segundos con potencia de 25%. La extraccién con el buffer C se realizé al menos dos
veces. Se recogio el sobrenadante conteniendo las proteinas nucleares y se precipitd
con TCA 20% durante toda la noche a 4°C. Se centrifugd a 14.000 rpm por 20 minutos a
4°C. El pellet se lavd con acetona y se dejé secar. Luego se resuspendié en tampédn de
siembra para SDS-PAGE.

Tampodn de lisis A: 10 mM HEPES pH 7,9, 50 mM NaCl, 1 mM EDTA, 5 mM MgCl,, 0.1%
v/v Nonidet p-40, 1 mM PMSF, 10 pg/ml Aprotinina.

Tampon de lisis B: 10 mM HEPES pH 7,9, 140 mM NaCl, 1 mM EDTA, 5 mM MgCl,, 5%v/v
Glicerol, 1 mM PMSF, 10 pug/ml Aprotinina.

Tampon C: 10 mM HEPES pH 7,9, 10 mM HEPES pH 7,9, 400 mM NacCl, 0.1 mM EDTA, 0.5
mM DTT, 5% v/v Glicerol, 1 mM PMSF, 10 ug/ml Aprotinina.

Fraccionamiento subcelular con digitonina

Se cosecharon epimastigotes en fase exponencial de crecimiento (1x10’ parasitos/ml),
se lavaron con tampodn STE (Sacarosa 250 mM, Tris-HCl 25 mM pH 7,4, EDTA 1 mM) frio
dos veces y se resuspendieron a un concentracion final de 10 mg/ml de proteina celular.
La digitonina se disolvié en STE a bafio maria (2 mg/ml) y se diluyé en cantidades
decrecientes. Se prepararon los tubos de reaccion incubando los extractos celulares con

distintas concentraciones de digitonina, por 5 minutos a temperatura ambiente (25°C) e
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inmediatamente se colocaron en hielo y se centrifugaron 3 minutos a 15.000 x g a 4°C
para separar las fracciones solubles que se utilizaron para medir las actividades
enzimaticas. Luego los extractos se conservaron a -70°C hasta su utilizacién. En paralelo
se procesd un tubo con tampdn de lisis en presencia de Tritén X-100 0,1% como control

de lisis total.

Medida de actividad Malato deshidrogenasa: T. cruzi presenta una isoforma de la

enzima de localizacion glicosomal y otra de localizacién mitocondrial, por lo que la
medida de actividad permite conocer a qué fraccidn corresponde observando el
aumento de la actividad enzimdatica a medida que mayores cantidades de enzimas son
liberadas a partir de las organelas. Para medir la actividad malato deshidrogenasa en los
extractos obtenidos, se incubaron 5 ul de NADH 0,5 mM, 10 ul de Oxalacetato 1 mM, 2
pl de Tritdn X-100 20% y 20 ul de extracto en tampodn Tris-HCI 10 mM pH 8. El
porcentaje de actividad se determind espectrofotometricamente a través de la medida
de la oxidacion del NADH (g339,m=6220 M cm'l) a 340 nm.

Medida de actividad a-Hidroxi-acido deshidrogenasa: T. cruzi presenta una enzima de

localizacion citosodlica. Para medir la actividad a-Hidroxi-acido deshidrogenasa en los
extractos obtenidos, se incubaron 4 pl de NADH 0,5 mM, 7 ul de Fenilpiruvato 1 mM, 2
pl de Tritdn X-100 20% y 40 ul de extracto en tampdn Tris-HCI 10 mM pH 8. El
porcentaje de actividad se determiné espectrofotometricamente a través de la medida
de la oxidacién del NADH (€336nm=6220 M cm™) a 340 nm.

Fraccionamiento subcelular por centrifugacion diferencial

A partir de un cultivo de 200-400 ml, se colectaron parasitos en fase de crecimiento
exponencial, a 2.000 x g por 10 minutos. Se lavaron dos veces con tampdn de
homogeneizacién y se resuspendieron en 1 ml de tampén de homogeneizacion (25 mM
Tris-HCI pH 8, 1mM EDTA, 0.25 M sacarosa y 1 mM PMSF). Los pardasitos fueron lisados
por abrasidon en un mortero frio conteniendo la mezcla de pardsitos con carburo de
silicio (600 mesh) en una relacién 1:1. El lisado se diluyé 1/5 con tampdn de
homogeneizacién y se centrifugd a 100 x g durante 10 minutos para remover el carburo
de silicio. El homogenado luego se sometié a una centrifugacidn diferencial: a 1.000 x g
durante 15 minutos se obtuvieron los nucleos y las células sin romper (fraccion N), a
5.000 x g durante 15 minutos, los granulos grandes (fraccién GG), a 21.460 x g durante
20 minutos, los granulos pequeiios (fracciéon GP) y a 139.000 x g durante 1 hora en una
ultracentrifuga Beckmann con el rotor Ti. 90, se obtuvieron los microsomas y glicosomas

(fraccion M).
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Finalmente, todos los sedimentos se resuspendieron con 100 ul de tampdn de lisis Urea
(Hepes 20 mM pH 8, Urea 8 M).

Separacion de proteinas mediante electroforesis en geles desnaturalizantes de
poliacrilamida (SDS-PAGE)

Se utilizaron geles de 12% y 15% de acrilamida:bisacrilamida 29:1. Las muestras se
sembraron en geles desnaturalizantes mezcldndolas 4:1 con tampdn de siembra (Tris-
HCl pH 6.8 100 mM, SDS 2%, DTT 200 mM, glicerol 20% y azul de bromofenol 0,1%) y se
corrieron en tampdn de corrida Tris-Glicina-SDS (preparado a partir del Stock 5X: 15,1
g/l Tris base; 72 g/l glicina; 5 g/l SDS). Los geles fueron tefiidos con Coomassie Blue G-
250 (Sigma). Los tamafios de las proteinas fueron estimados por comparacién con el
marcador de peso molecular Prestained Broad Range (Thermo Scientific).
Alternativamente, los geles fueron transferidos a membranas de nitrocelulosa para su

inmunodetecciéon por western blot.
Electro-elucion de proteinas a partir de geles de acrilamida

Para recuperar las proteinas a partir de geles de acrilamida se utilizé el sistema “Electro-
Eluter Model 422” de BioRad de acuerdo a las indicaciones del fabricante. Brevemente,
luego de teiiir con Azul Coomassie G-250, se cortaron las regiones del gel conteniendo la
proteina de interés en pequeiios pedazos, y se colocaron en el equipo. Las proteinas se
recuperaron en la misma solucion de electroforesis aplicando una corriente constante

de 8- 10 mA por cada tubo de proteina durante 3 a 5 horas.
Western blot

Las proteinas separadas por SDS-PAGE se transfirieron a membranas de nitrocelulosa
utilizando la técnica de electrotransferencia humeda o semi-seca en solucion de
transferencia (Tris base 48 mM, glicina pH 8 39 mM, SDS 0,03% y metanol 20%) en el
sistema Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell o Trans-Blot SD semi-dry Transfer
Cell de acuerdo a las especificaciones del fabricante. Las membranas se bloquearon 1
hora a temperatura ambiente con leche descremada 5% en PBS y luego se incubaron
con los anticuerpos primarios en la dilucion adecuada durante 3 horas a temperatura
ambiente, o alternativamente 16 horas a 4°C. Los lavados se realizaron en PBS
suplementado con Tween 0,2% o 0,5%, tipicamente seis lavados de 5 minutos cada uno.
Luego se incubd con el anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa en una diluciéon
1/20.000 durante una hora seguido de cinco lavados con PBS Tween 0,5% y un ultimo
lavado en PBS, todos de 5 minutos. Finalmente, se reveld por quimioluminiscencia

detectada por autorradiografia (ECL Prime, Amersham).
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Inmunocitolocalizacion

Pardsitos previamente colectados y lavados con PBS se resuspendieron en 1 ml de PBS y
se adhirieron por 20 minutos en portaobjetos tratados con Poli Lisina 0,1 pg/pl 30
minutos a 37°C. Luego se fijaron con formaldehido 3,7% en PBS por 20 minutos, se
incubaron con Tritédn X-100 0,2% en PBS por 10 minutos para permeabilizar y se lavaron
con PBS 2 veces. A continuacién se incubaron con el anticuerpo primario especifico
diluido en PBS-BSA 5% por 2 horas (para los experimentos de co-localizacion se
incubaron simultdneamente los dos anticuerpos primarios). Se lavaron con PBS-Tween
0,01% 2 veces y luego se incubaron con el anticuerpo secundario anti-IgG de conejo, de
ratén o de rata conjugados a fluoresceina, Cy3 o rhodamina (para los experimentos de
co-localizacién se incubaron con los dos anticuerpos secundarios al mismo tiempo)
junto con 4',6-Diamidino-2-fenilindol diclorhidrato (DAPI). Finalmente se lavaron con
PBS Tween 0,01% en PBS 2 veces. Los preparados obtenidos se montaron utilizando
liguido de montar Vecta Shield (Vecta). Las imagenes se obtuvieron en un microscopio
de epifluorescencia Nikon Eclipse NiU E300 y confocal Nikon Eclipse TE-2000- E2. Para el
analisis y edicién se utilizaron los programas Adobe Photoshop CS version 8.0.1. (Adobe
Systems Incorporated), Nikon EZ-C1 FreeViewer version 3.70 (Nikon Corporation) o
Image) [208].

Identificacion de proteinas acetiladas por inmunoprecipitacidon y espectrometria de
masa.

En la aproximacidén A, los parasitos se lisaron con tampodn de lisis Tris HCI 50 mM pH 7,5,
NaCl 100 mM vy Tritédn X-100 0,1% suplementado con inhibidores de proteasas, se
sonicaron con tres pulsos de 10 segundos con potencia de 25% y se centriguraron a
14.000 rpm por 15 minutos a 4°C. El sobrenadante proteico se incubd con anti-Acetil
lisina (Milipore y Cell Signaling) acoplado a las esferas magnéticas (Dyna Beads,
Invitrogen) a 4°C por 16 horas. Luego de varios lavados, se recuperaron las proteinas

acetiladas por elucién por pH acido.

En la aproximacién B, los pardsitos se lisaron con tampdn urea (Hepes 20 mM pH 8,
Urea 8 M) y se centrifugaron a 14.000 rpm por 15 minutos a 4°C. El sobrenadante
proteico se sometio a la digestidon con Tripsina: se incubd con DTT 5 mM por 30 minutos
a 37°Cy luego con iodoacetamida 5 mM por 15 minutos a temperatura ambiente en Ia
oscuridad. Esto se diluyé al cuarto en Hepes 20 mM pH 8 y se agregé la Tripsina (Sigma)
en una relaciéon de 1 mg de proteasa cada 50 mg de proteina. Se termind la digestion
acidifcando con trifluoroacético al 0,5%. El extracto se desald con columnas SepPak

Waters C18. El eluido se liofilizé, se resuspendié en tampdn con MOPS 50 mM pH 7,2,
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NaCl 50 mM y NasPO; 50 mM y se incubd con anti-Acetil Lisina agarosa (InmuneChem)
en una relacién de 50 ul cada 20 mg de proteina por 16 horas a 4°C. Luego de varios

lavados, los péptidos acetilados se eluyeron con trifluoroacético al 0,15%.

Los eluidos obtenidos mediante las dos aproximaciones, conteniendo proteinas o
péptidos acetilados, se liofilizaron y se enviaron al laboratorio del Dr. Igor Almeida en la

Universidad del Paso, Texas, para su identificacion por espectrometria de masas.
Microscopia electrénica de transmision

Los parasitos fueron fijados en tampdn cacodilato 0,1 M pH 7,2 con glutaraldehido 2,5%
por 1 hora. Luego se lavaron con tampdn cacodilato 0,1 M pH 7,2 y fueron post-fijados
con tetroxido de osmio 1% conteniendo 0,8% ferrocianuro de potasio y CaCl, 5 mM en
tampdn cacodilato 0,1 M. Posteriormente se lavaron en el mismo tampén y se
deshidrataron utilizando soluciones de acetona de concentracién creciente y se
embebieron en Epon, primero como una mezcla Epon-acetona (1:1) y después con Epon
puro. Las secciones ultra finas se obtuvieron utilizando un ultramicrétomo Leica
(Reichtert Ultracuts). Las muestras se tifieron con acetato de uranilo y citrato de plomo.
Las observaciones se realizaron utilizando un microscopio de transmision Zeiss 900. Los
analisis de microscopia electronica se realizaron en el Instituto de Biofisica Carlos

Chagas Filho, Universidad Federal de Rio de Janeiro.
TECNICAS PARA EL TRABAJO CON ACIDOS NUCLEICOS

Reaccidn en cadena de la Polimerasa (PCR)

Las reacciones se llevaron a cabo en un volumen total de 50 ul conteniendo solucién de
amplificacién comercial suplementada con 2,5 mM MgCl,; 0.1 mM de cada uno de los
desoxinucledtidos trifosfato (dATP, dGTP, dCTP y dTTP); 20 pmoles de cebador directo y
reverso, y 1U de polimerasa Taq (Invitrogen o Pegasus). Se empled un termociclador
Eppendorf Mastercycler Gradient y la amplificacion de los fragmentos se realizd en 35
ciclos de desnaturalizacién (50 segundos a 94°C), hibridacién (50 segundos a la
temperatura dptima para cada par de cebadores), extension (72°C con el tiempo fijado a
1 minuto por 1Kpb a amplificar), seguido por un paso final de extensién durante 5

minutos.

Para las PCRs de colonia bacteriana se tomé una colonia directamente de la placa con
un palillo estéril y luego de generar una réplica en una nueva placa se resuspendio el

material restante en el palillo en la mezcla de reaccién de PCR.

Los cebadores utilizados durante este trabajo se detallan en la tabla X.
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Nombre

Secuencia

Observaciones

BDF1BamHI Fw
BDF1XholHA Rv
BDF1Xbal Fw
BDF1-81Xba Fw
BDF1Sall Rv
BDF1PTS2Sall Rv
BDF1YxA Fw
BDF1YxA Rv
BDF1VxA Fw
BDF1VxA Rv
SIR2RP1BamHI Fw
SIR2RP1Xhol Rv
SIR2RP3BamHI Fw
SIR2RP3Xhol Rv
M13 Fw

M13 Rv
ATTL1

ATTL2
HX-1 Fw

Ig Act Rev

AAGGATCCATGACTGATTTTGTCTCTC
AACTCGAGAGCATAATCCGGCACATCATACGGATAAATCTCTTCTTCCTC
AATCTAGAATGACTGATTTTGTCTCTC
AATCTAGAATGAATTCCTTCTACCGTGAGTG
AAGTCGACAATCTCTTCTTCCTCCTC
AAGTCGACGAAGGAATTCTCCAAGTG
GCTACGCGGCCAATGGTGAAG
CTTCACCATTGGCCGCGTAGC
GTTTCTCCAGCGGCAGCGTTG
CAACGCTGCCGCTGGAGAAAC
AAGGATCCATGAATCAAGATAACGCCAAC
AACTCGAGAGCATAATCCGGCACATCATACGGATATTTTCGGTCTGTCAG
AAAGGATCCATGAAGCCGCGGCGTCAGAT
AACTCGAGAGCATAATCCGGCACATCATACGGATACACCGCGTCTTGAAG
CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC

TCACACAGGAAACAGCTATGAC
CAACTTTGTACAAAAAAGCAGGC

GTACAAGAAAGCTGGGTCTAG
CTTTTCCAACTTC ATGATG

CAAGGACAGAAAACGGTAAG

Sitio BamHI
Sitio Xhol, epitope de HA
Sitio Xbal
Sitio Xbal
Sitio Sall
Sitio Sall

Utilizados para obtener los
mutantes de TcBDF1

Sitio BamHI
Sitio Xhol, epitope de HA
Sitio BamHlI

Sitio Xhol, epitope de HA
Utilizados para verificar los
clonados en el vector pCR2.1
TOPO
Utilizado para verificar los
clonados en el vector
pPENTR3C
Utilizado para verificar los
clonados en el vector
pTcINDEXGW

Tabla X: cebadores utilizados.

Mutagénesis sitio dirigida tipo ZOE-PCR

Para la obtencion de las mutantes puntuales se utilizé una estrategia de mutagénesis

sitio dirigida de tipo ZOE-PCR (Figura 51). Se disefiaron los oligonucledtidos cebadores
BDF1YxAFw, BDF1YxARv, BDF1VxAFw y BDF1VxARv (tabla XlI), donde los codones que

codifican para Y102 y V109 de TcBDF1 fueron reemplazados por codones que codifican

para alanina (A).

—> *
<*
PCR1 PCR2
—> *

PCR3

Figura 51: Esquema de la estrategia de ZOE-PCR para generar mutantes puntuales. Con asteriscos se

indica el codén mutado.
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Para las reacciones de PCR se utilizdé como molde el pldsmido pCR2.1TOPO-TcBDF1
previamente construido en el laboratorio. Se realizaron 30 ciclos de reaccién, una
temperatura de hibridaciéon de 55°C, mayor concentraciéon de dNTPs (cuatro veces el
valor habitual) y la enzima Pfx ADN polimerasa (Invitrogen) (el doble de lo utilizado
generalmente). Ambos fragmentos con una mutaciéon puntual (TcBDF1Y102A-HA y
TcBDF1V109A-HA) se usaron juntos como molde para la amplificacion del doble
mutante. Una vez obtenidos los plasmidos pCR2.1TOPO-TcBDF1Y102A-HA,
pCR2.1TOPO-TcBDF1V109A-HA y pCR2.1TOPO-TcBDF1Y102A/V109A-HA, se utilizaron
para la obtencién de los fragmentos de interés, y su posterior clonado en el vector de
entrada del sistema Gateway pENTR3C (Invitrogen) y luego en pDEST17 (Invitrogen) o
pTcINDEX-GW [180]. Las secuencias codificantes para TcBDF1, TcBDF1-HA,
TcBDF1Y102A/V109A-HA fueron clonadas en los vector pDEST17, para la obtencion de

TcBDF1 y sus variantes expresadas como fusién al epitope de seis histidinas.
Digestion de ADN con endonucleasas de restriccion

Las condiciones de corte utilizadas fueron las recomendadas por los proveedores de las
endonucleasas de restriccion (Promega, Invitrogen, Fermentas). En términos generales
se utilizé aproximadamente 1 U de enzima por ug de ADN. Los productos obtenidos
luego de la reaccidn se verificaron mediante electroforesis en geles de agarosa y se
estimd el tamafio de los fragmentos generados por comparacion con marcadores de

peso molecular comerciales.
Electroforesis de ADN en geles de agarosa

Las muestras de ADN (ADN plasmidico, fragmentos de restriccidn, productos de PCR)
fueron resueltas mediante electroforesis en geles de agarosa de distinta concentracién
(0.8% a 2%) segun el tamafio de los fragmentos a separar. Se utilizo el sistema de tipo
submarino [204]. La solucién reguladora TAE 0,5 X se utilizd como solucién de
electroforesis y para la preparaciéon de geles. Previo a la siembra, las muestras se
mezclaron con solucidon de siembra compuesta por 0,025 % p/v azul de bromofenol,
0,025% p/v xilencianol y 30% v/v glicerol, en una proporciéon 5:1 en volumen de
muestra: solucién de siembra. Como marcadores de peso molecular se utilizaron A-
Hindlll, 100 pb ladder o 1 kpb ladder (PBL). La corrida electroforética se realizd a una
intensidad de corriente constante de 50 mA a 70 mA. Para el revelado se utilizé el
agente intercalante Gel Green (Biotium). Luego de la electroforesis el ADN se visualizé
por fluorescencia en un transiluminador de luz azul Safe Imager (Invitrogen), las
imagenes se digitalizaron con una camara Sony Cyber Shot DSC-H7 y se procesaron con

Adobe Photoshop CS o Imagel.
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Purificacion de ADN a partir de geles de agarosa

La purificacion de acidos nucleicos a partir de geles de agarosa se realizé utilizando el
equipo comercial “GFX Gel Band Purification Kit” (Amersham/GE Healthcare) segun las
especificaciones del fabricante. El resultado de la purificacién se evalué por

electroforesis en gel de agarosa.
Purificacion de ADN plasmidico de E. coli

El ADN plasmidico se prepard a partir de cultivos celulares saturados de E. coli
conteniendo los plasmidos de interés, utilizando los equipos comerciales “WIZARD PLUS
SV Minipreps DNA purification system” (Promega) o “QIAGEN plasmid purification Midi

kit” (QIAGEN) segun las indicaciones de los fabricantes.

Se determind la concentracion de ADN midiendo la absorbancia (Abs) de una alicuota a
260 nm, teniendo en cuenta que 1 unidad de Abs a 260nm corresponde a 50 ug de ADN
/ ml de solucidn. La calidad de la preparacion se evaludé a través del cociente
(Abs260nm/Abs280nm) [204].

Secuenciacion de ADN

Los plasmidos purificados se enviaron al servicio de secuenciacién de la Universidad de
Maine (EEUU).

Obtencion de ADN total de T. cruzi

Para la purificacion de ADN gendmico total de T. cruzi se utilizé el reactivo DNAzol
(Invitrogen) de acuerdo a las especificaciones del fabricante. El ADN se resuspendid en

agua destilada estéril y congeld a -20°C hasta su utilizacion.

Clonado en vectores tipo T

Los fragmentos de ADN codificantes se amplificaron por PCR utilizando los cebadores
especificos mencionados anteriormente. Los productos de amplificacion se resolvieron
en geles de agarosa, se purificaron a partir de los mismos y se ligaron en el vector
pCR2.1 TOPO (Invitrogen) de acuerdo a las especificaciones del fabricante. Las mezclas
de ligacién se transformaron en E. coli (DH5a o XL-1 Blue) electrocompetentes y se
sembraron con espatula de Drigalsky en placas de LB agar suplementadas con
Ampicilina, X-Gal e IPTG.

Clonado por digestidon con endonucleasas de restriccion y ligacion

A partir de los vectores tipo T conteniendo los fragmentos de interés, se obtuvieron los

fragmentos de ADN codificantes digiriendo con las enzimas BamH! y Xhol. El vector de
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entrada (pENTR3C) del sistema Gateway fue digerido con las mismas endonucleasas de
restriccion y tratado con fosfatasa alcalina intestinal (Promega), utilizando 1U de esta
enzima. Ambas digestiones fueron sometidas a electroforesis en un gel de agarosa, a
partir del cual se purificaron los fragmentos de ADN correspondientes al vector digerido
y a los insertos a clonar. Finalmente se ligd cada fragmento de ADN con el vector
digerido utilizando una relacién 1:3 vector/inserto, en un volumen final de 10 pl en el
tampon especifico para la enzima, con 0,5 U de ADN ligasa del bacteriéfago T4
(Fermentas). La reaccién de ligacién se incubd dos horas a temperatura ambiente y
luego a 4°C hasta el dia siguiente que se transformdé en células de E. coli
electrocompetentes. Las transformaciones se sembraron con espatulas de Drigalsky en

placas de LB agar suplementadas con Kanamicina (50 pg/ml).

Para la construccion de las fusiones a la proteina fluorescente Cherry las tres versiones
de TcBDF1 se obtuvieron a partir del vector pCR2.1 TOPO digiriendo con las enzimas
Xbal y Sall. El vector pTREXmCherry [178], para expresion en T. cruzi, se digirié con las
mismas endonucleasas de restriccion y se traté con fosfatasa alcalina intestinal

siguiendo el mismo protocolo de corte y ligacién que para el clonado en pENTR3C.
Clonado por recombinacion

Se utilizé la enzima “LR Clonase” del sistema para clonado por recombinacién Gateway,
segln las especificaciones del proveedor (Invitrogen). Las secuencias codificantes
clonadas en el vector de entrada (pENTR3C) fueron transferidas al vector de destino de
interés (pDEST17, pTcINDEX-GW). Luego se transformaron en células de E. coli
electrocompetentes y se sembraron con espatula de Drigalsky en placas de LB agar

suplementadas con Ampicilina.
Preparacion de células electrocompetentes de E. coli

A partir de un cultivo saturado preparado de una colonia aislada se realizd una dilucion
1/100 en 300 ml de LB fresco y se crecid a 37°C con agitacidon hasta alcanzar una DOggonm
de 0,5 a 1. El cultivo se enfrié en hielo por 30 minutos y luego se centrifugd a 4.000 x g
por 15 minutos a 4°C. El sedimento celular obtenido se lavé una vez con 300 ml de agua
destilada estéril fria, una vez con 150 ml de agua destilada estéril fria, luego con 5 ml de
glicerol 10% v/v y finalmente se resuspendié en 1 ml de glicerol 10% v/v. Las células se

alicuotaron en tubos estériles y se guardaron a -70°C hasta su utilizacidn.
Transformacion y seleccion

Se colocaron 40 ul de la suspension de células competentes con 1 pl de plasmido o de

mezcla de ligacién en una celda de electroporacion de 0,2 cm de ancho (BioRad) y se
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electroporé utilizando un voltaje de 2,5 kV con un electroporador BioRad Gene Pulser
XCell. Para recuperar las células se agregaron 250 pl de medio LB conteniendo 1% p/v
glucosa y se incubd 1 h a 37°C. Se sembraron con espatula de Drigalsky en placas de
Petri conteniendo LB agar suplementado con el antibidtico adecuado segun la
resistencia de la cepa bacteriana y del plasmido utilizado. Se suplementé ademas con X-
Gal 40 mg/ml e IPTG 1 mM para las ligaciones en los vectores T. Las placas se incubaron
a 37°C durante 16 horas para seleccionar las bacterias transformantes. Después de la
transformacién se comprobé la presencia del plasmido introducido mediante la técnica
de PCR de colonia.

Transfeccion de epimastigotes de T. cruzi

Para cada transfeccidn se cosecharon 2x10® parasitos de un cultivo en fase exponencial
tardia (1-5x10” parasitos/ml). Las células se lavaron 1 vez con PBS y se resuspendieron
con 350 pl de solucion de transfeccién (0.5 mM MgCl, 0.1 mM CaCl, en PBS). Se
agregaron 40 pl de DNA plasmidico (15-100 pg), purificado con el sistema comercial
“QIAGEN plasmid purification Maxi kit” y se incubd en hielo durante 15 minutos.
Finalmente se electroporé en cubetas de 0.2 cm en BioRad Gene Pulser XCell con
moddulo extensor de capacitancia (CE Module), dando un pulso a 450 V y 500uF. Se
recuperaron las células 15 minutos a temperatura ambiente y luego se transfirieron a 5
ml de medio LIT fresco. Junto con cada transfeccidn se incluyé un control negativo con

TE que permite monitorear la seleccion con el antibidtico.

Los pardsitos se incubaron durante 24 horas a 28°C y luego se agregd el antibiético
(Geneticina, G418 o Hygromicina) hasta concentracion final 100 ug/ml para seleccionar
los transfectantes. Luego de 48 horas de cultivo, se diluyé 1/5 en medio suplementado
con el doble de G418 o Hygromicina, y se continud creciendo a 28°C durante 5 dias. A
los 15-30 dias posteriores a la transfeccion los parasitos del control negativo dejaron de
crecer y murieron, mientras que los transfectantes se seleccionaron por su resistencia al
antibidtico. Los cultivos de parasitos transfectados se subcultivaron diluyendo 1/5 cada
5 o 7 dias en medio suplementado con G418 o Hygromicina para continuar el proceso
de seleccion y mantener los cultivos. Las construcciones en pTcINDEX-GW utilizadas
para transfectar fueron previamente digeridas con la enzima de restricciéon Spel, para
linealizar el vector y mejorar la eficiencia de recombinacion. Ademas, en este caso, se
transfectaron lineas previamente construidas que expresan la T7 ARN polimerasa y un

gen represor de Tetraciclina a partir del plasmido episomal pLew13 [209].
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ANEXO

TriTryp ID ipci Gene BankID PM Localizacion Proceso biolégico

Biologia de la cromatina

Organizacién de la cromatina yde los

TcCLB.511323.40 |Histona H2A gi72391930 19 kDa |Nucleo cromosomas, ensamblado de nucleosomas A
Organizacién de la cromatina yde los

TcCLB.506779.150 |Histona H2B variante gi|71653830 16 kDa |Nucleo cromosomas, ensamblado de nucleosomas A
TcCLB.511635.10 |Histona H2B gi|205278866 (+8)|12 kDa |Nucleo Ensamblado de nucleosomas B
Procesamiento ADN/ARN

TcCLB.508319.40 [ARN helicasa gi|71411514 49 kDa |[Citosol Procesamiento ARN AB
TcCLB.508141.40 |ARN helicasa ATP-dependiente gi|407852405 (+2)| 131 kDa|Citosol Procesamiento ARN B
TcCLB.508461.140 |Proteina de unidn a poly(A) gi1340056333 (+3)|61 kDa Procesamiento ARN B
TcCLB.507221.80 |5'-3' exonucleasa XRNC, putativa 8342182575 64 kDa |Nucleo Procesamiento ARN B
TcCLB.509791.120 |Proteina asociada al kinetoplasto (KAP6) gi|71654654 21 kDa |Mitocondria |Empaquetamiento de ADN A
TcCLB.507927.20 |Proteina de unién a oligo_U TBRGG1 gi171414902 97 kDa |Mitocondria [Biosintesis ARN A

Traduccién y biogénesis de ribosomas

TcCLB.510999.39 |40S proteina ribosomal S3a gi|71665348 30 kDa |Ribosoma Traduccion AB
TcCLB.507251.20 |60S proteina ribosomal L21E gi|71403133 (+4) |18 kDa |Ribosoma Traduccion A
TcCLB.506297.150 |40S proteina ribosomal S5 gi|70834090 21 kDa |Ribosoma Traduccion AB
TcCLB.507513.60 |40S proteina ribosomal S16 gi|71424421 17 kDa |Ribosoma Traduccion A
TcCLB.510243.40 |60S proteina ribosomal L10 gi|71422972 25 kDa |Ribosoma Traduccion A
TcCLB.503833.40 |40S proteina ribosomal S2 gi|342184985 (+5)[29 kDa |Ribosoma Traduccion B
TcCLB.508207.110|60S proteina ribosomal L7 8171662832 28 kDa |Ribosoma Biogénesis de ribosomas A
TcCLB.508175.309 |60S proteina ribosomal L19 gi|12407954 (+7) |38 kDa |Ribosoma Traduccidn, biogénesis de ribosomas B
TcCLB.506593.30 [Proteina ribosomal S7 81407851711 (+2)|26 kDa |Ribosoma Traduccion B
TcCLB.504121.30 |60S proteina ribosomal L4 gi|407410738 (+4)|44 kDa |Ribosoma Traduccion B
TcCLB.506241.170 |40S proteina ribosomal S6 gi|407862967 (+1)| 28 kDa |Ribosoma Traduccion, regulacion del crecimiento celular B
TcCLB.505977.26 |Proteina ribosomal tipo P2 8110634 (+1) 11 kDa |Ribosoma Traduccién, elongacion B
TcCLB.506925.120 |Factor iniciador eucaridtico 5a gi|71659671 18 kDa |Citosol Iniciacidn de la traduccion B
TcCLB.506459.290 |Factor de elongacién 1-gamma (EF-1-gamma) gi|430384527 (+1)]47 kDa [Nucleo/Cito [Elongacién de la traduccién B
Elongacién de la traduccién, procesos
asociados al microtubulo, sefializacion
TcCLB.511367.370 |Factor de elongacién 1alfa gi1205278886 (+7)|49 kDa |Citosol mediada por calcio B
TcCLB.510963.90 |Factor de elongacion 2 gi|70832371 94 kDa |Citosol Traduccion B
TcCLB.506679.70 |Factoriniciadorde la traduccidn eucaridtico (elF-6) [gi|313118266 (+4)|27 kDa |Ribosoma Ensamblado de ribosomas maduros B
TcCLB.511181.80 |Sintetasa treonil-ARNt 8171655606 93 kDa |Citosol Traduccién, ARNt aminoacilacion B
Ensamblado de complejos proteicos,
asparaginil-ARNt
TcCLB.509039.4 |Sintetasa aspartil-ARNt gi|71406177 14 kDa |Citosol aminoacilacion B
TcCLB.509247.50 [Sintetasa metionil-ARNt gi|407842268 86 kDa |Citosol Metionil-ARNt aminoacilacién B
TcCLB.506207.50 |Proteina tumoral controlada porla traduccidn (TCTP)|gi| 71407834 20 kDa |Cito/Mito Traduccion B
Subunidad del complejo asociado al polipéptido Traduccion, Plegamiento proteico co-
TcCLB.510579.70 |naciente gi|71419111 (+1) |20 kDa |Citosol traduccional B

Citoesqueleto & trafico vesicular

Organizacidn citoesqueleto/microtibulos,
proceso catabélico de GTP

movimiento de componentes celulares;
TcCLB.411235.9 |Tubulina alfa gi|1314208 (+2) |47 kDa |Microtabulos|polimerizacidn proteica B
Organizacidn citoesqueleto/microtibulos,
proceso catabdlico de GTP

movimiento de componentes celulares;
TcCLB.506563.40 |Tubulina beta 2.3 gi|18568141 50 kDa [Microtibulos|polimerizacion proteica B
Organizacidn citoesqueleto/microtibulos,
proceso catabdlico de GTP

movimiento de componentes celulares;

TcCLB.411235.9 |Tubulina epsilon, putativa gi1407398727 28 kDa |Microtubulos|polimerizacién proteica B
Movimiento de componentes celulares,
TcCLB.509617.20 [Proteina 3 de la barra paraflagelar, putativa £i1407410649 (+2)|69 kDa |Microtibulos|locomocién B

Movimiento de componentes celulares,

TcCLB.511215.119 |69 kDa proteina de la barra paraflagelar, putativa [gi|162179 (+4) 70 kDa |Microtibulos [locomocién B
TcCLB.507891.47 |Proteina flagelarde unidn a calcio, putativa gi314159747 24 kDa |Microtibulos|Movilidad flagelar, transporte de idn calcio B
TcCLB.508323.60 |Centrina, putative gi|71655858 17 kDa [Microtibulos B
TcCLB.508323.100 |1/6 autoantigeno, putativa 81407426011 (+3)]23 kDa |Microtibulos B
TcCLB.506391.10 |Calmodulina (CALA2) gi|261335335 17 kDa |Flagelo B
TcCLB.506167.50 |Clatrina cadena pesada gi|71415421 193 kDa|Vesicula Transporte vesicular AB
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X0

Transportadores
TcCLB.506249.70 |Transportador ABC gi|71408534 75 kDa |Membrana Transporte A
TcCLB.510773.20 |Translocadorde protones pirofosfatasa 1 tipo vacuo|gi|71652422 85 kDa |[Membrana [Transporte de protones A
Proceso catabdlico de ATP, procesos
TcCLB.505763.19 | H+-ATPasa tipo P gi119401140 101 kDa]Membrana |metabdlicos, transporte de protones A
Transporte de protones, procesos metabdlicos
de ATP, hidrélisis de ATP acoplada al
TcCLB.506025.50 [Subunidad B ATP sintasa tipo vacuolar gi|407419769 (+3)|56 kDa [Vacuola/lisoqtransporte de protones B
TcCLB.511289.70 |Proteina 1transportadora de ADPyATP gi|71664966 35 kDa |Mitocondria |Transporte AB
TcCLB.508741.229 |Canal selectivo de aniones dependiente de voltaje |gi|407864554 (+6) |30 kDa |Mitocondria [Transporte de iones B
TcCLB.509733.170 |[ATPasa temporaria del reticulo endoplasmico gi1407409792 (+2)|95 kDa |RE/membrana B
Proteina ki [fosfatasas
TcCLB.506297.190 [Piruvato fosfato dikinasa 1 gi110119899 (+1) [101 kDa|Glicosoma Fosforilacion B
TcCLB.507241.30 |Arginina kinasa gi|3831705 (+3) |40 kDa |Citosol Fosforilacion B
TcCLB.509607.70 |Serina/treonina proteina kinasa gi|407398250 (+3)|34 kDa Fosforilacion B
Respuesta al estres, chaperonas, degradacion de proteinas
TcCLB.511465.10 |Proteina activadora de proteosoma pa26 81407848921 (+3)|26 kDa |Citosol Protedlisis B
Protedlisis, catabolismo de proteinas
TcCLB.510729.70 |20S proteosoma subunidad alfa gi[11066267 27 kDa [Citosol dependiente de ubiquitina B
Catabolismo de proteinas dependiente de
TcCLB.506859.20 [Subunidad ATPasa reguladora de proteosoma 8i1340054604 (+7)|50 kDa |Citosol ubiquitina B
TcCLB.511181.50 |Peptidasa de procesamiento mitocondrial, subuniddgi| 71655600 54 kDa |Mitocondria |Protedlisis AB
TcCLB.506295.130 |Prohibitina, putativa gi170832347 32 kDa |Mitocondria |Protedlisis A
TcCLB.511441.10 [Calpain cisteina peptidasa 871404593 145 kDa|Citosol Protedlisis B
TcCLB.509695.210 |Serina carboxipeptidasa |1 gi|342183847 52 kDa |Citosol Protedlisis B
TcCLB.510535.100 |Cisteina peptidasa C(CPC) gi|71424150 37 kDa |Lisosoma Protedlisis, regulacion de actividad catalitica B
TcCLB.504045.60 |Carboxipeptidasa termoestable 1 871419295 58 kDa [Citosol Protedlisis, metabolismo de péptidos B
TcCLB.507689.30 |Glutamamil carboxipeptidasa,clan MH, familia M18 |gi|71410070 44 kDa |Citosol Protedlisis, biosintesis de arginina B
TcCLB.510837.20 |Glutamamil carboxipeptidasa gi|71403542 44 kDa |[Citosol Protedlisis, biosintesis de arginina B
TcCLB.508699.120 | Dipeptidil-peptidasa gi|407853131 85 kDa |Citosol Proteolisis, defosforilacidn de proteinas B
TcCLB.509213.120 |Peptidasa M20/M25/M40 gi|407863004 (+1)|52 kDa |Citosol Protedlisis B
TcCLB.510257.80 |Dipeptidasa citosolica no especifica gi|71421293 51 kDa |Citosol Protedlisis B
Plegamiento proteico, ensamblado de
complejos, importe a la matriz mitocondrial,
TcCLB.507641.290 [Chaperonina HSP60, precursor mitocondrial £i1407409707 (+2)|59 kDa [Mitocondria |metabolismo proteico B
TcCLB.507029.30 |70 kDa HSP mitocondrial gi|205278870 (+2)| 71 kDa |Mitocondria [Plegamiento proteico, patogénesis B
TcCLB.506941.280 |70 kDa HSP mitocondrial gi|71664216 19 kDa |Mitocondria [Plegamiento proteico, patogénesis
TcCLB.509505.50 |10 kDa HSP gi171410857 (+1) |20 kDa |Cito/mito Plegamiento proteico B
TcCLB.506135.9 |70 kDa HSP gi|71420615 30 kDa |Citosol Plegamiento proteico, respuesta al estrés A
TcCLB.507831.60 |HSP 110 gi|407407341 (+2)|47 kDa |Citosol Plegamiento proteico B
TcCLB.511211.170 |[HSP70 81162117 (+3) 71 kDa |[Citosol Plegamiento proteico, respuesta al estrés B
TcCLB.509105.140 |85 kDa proteina gi|162111 (+4) 81 kDa |[Citosol Plegamiento proteico, respuesta al estrés B
Plegamiento proteico, regulacién del ciclo
TcCLB.509583.10 | Chaperonina TCP20 gi1407411302 (+2)|59 kDa |Citosol celular, metabolismo proteico B
Plegamiento proteico, regulacién del ciclo
TcCLB.508357.90 |Proteina 1del complejo T, subunidad beta gi|407408620 (+2)|58 kDa |Citosol celular, metabolismo proteico B
TcCLB.506925.300 |Ciclofilina A, peptidil-prolil cis-trans isomerasa (CY(gi| 71659715 19 kDa |Cito/flagelo [Plegamiento proteico B
TcCLB.509011.40 [Calreticulina gi|70877367 (+1) |46 kDa |RE Plegamiento proteico B
Plegamiento proteico, direccionamiento a la
TcCLB.506585.40 |Proteina regulada porglucosa 78 gi|343473174 71 kDa |RE membrana co-traduccional dependiente de SRP| B
TcCLB.508707.310 |Proteina rica en repeticiones de leucina 81407411200 (+2)]100 kDa| B
TcCLB.506321.290 |Proteina inducida por estres stl gi|407395845 (+2)|63 kDa |Citosol Unidn de proteinas B
TcCLB.508719.70 |Proteina de direccionamiento al flagelo kharon1 (KH|gi|340366469 (+1)|44 kDa |Bolsillo flage[Direccionamiento proteico, patogénesis B
Metabolismo del superéxido, oxidacion-
TcCLB.509775.40 |Hierro superéxido dismutasa A gi|13488615 (+16)|23 kDa |Mitocondria |reduccién B
TcCLB.503555.30 |Trypanotion reductasa gi|157879377 (+2)|54 kDa |Citosol Homeostasis celular, oxidacién-reduccidn B
TcCLB.507259.10 [Tryparredoxin peroxidasa 8117224953 (+2) |22 kDa |Citosol Oxidacion-reduccion B
Metabolismo
Metabolismo de nucledtidos
TcCLB.508989.9 Nucledsido fosforilasa gi|407867017 (+2)| 25 kDa Metabolismo nucledsidos B
TcCLB.507559.80 |Deoxyribosa-fosfato aldolasa 81407402653 (+3)]29 kDa |Citosol Catabolismo de deoxiribonucle6tidos B
TcCLB.506789.280 |Metiltioadenosina fosforilasa gi|407858997 (+1)|33 kDa |Citosol Metabolismo nucleésidos B
Sintesis de acidos grasos
TcCLB.509717.20 |Precursor dihidrolipoamida acetiltransferasa gi|71665855 50 kDa |Mitocondria |Biosintesis de acetil-CoA a partir de piruvato A
TcCLB.510099.120 |D-isémero especifico 2-hidroxidcido dehidrogenasa [gi| 71420052 39 kDa Oxidacién-reduccion B
TcCLB.509213.100 |3-ketoacil-CoA reductasa gi171649843 36 kDa |RE Oxidacion-reduccion B
Oxidacion-reduccion, catabolismo de
TcCLB.511287.49 |Aldo-keto reductasA gi|14279174 (+4) |32 kDa |Citosol D-arabinosa B
TcCLB.437545.10 |3-oxo0-5-alfa-esteroide 4-dehidrogenasa gi|407846512 50 kDa [Cito/mito Metabolismo de lipidos, glicosilacién B
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Glicdlisis/Gluconeogénesis

Metabolismo de glucosa, glicdlisis,
TcCLB.509065.60 |Gliceraldehido-3-Fosfate dehidrogenasa 81284449412 39 kDa [Glicosoma [oxidacién-reduccion AB
TcCLB.504163.40 |Fructose-bisfosfato aldolasa gi|71414541 41kDa |Glicosoma |Glicdlisis A
TcCLB.504105.140 [Enolasa 8340056899 47 kDa |[Citosol Glicolisis/Gluconeogénesis

Glicdlisis, metabolismo de hidratos de
TcCLB.510121.20 |Hexokinasa gi|19703093 52 kDa |Glicosoma [crabono B
TcCLB.506529.508 | GlucosA-6-Fosfato isomerasa 8140737779 (+2) |46 kDa |Glicosoma Glicolisis/Gluconeogénesis B
Sintesis/catabolismo de aminodacidos
TcCLB.509445.39 |Glutamata dehidrogenasa gi|71403573 43 kDa |Mitocondria |Metabolismo aminoacidos B

Metabolismo aminoacidos, oxidacién-
TcCLB.505843.10 |Glutamata dehidrogenasa gi|71407286 24 kDa |Mitocondria [reduccién AB
TcCLB.506857.20 |Pyrrolina-5-carboxilato reductasa gi|71650010 29 kDa |Mitocondria |Biosintesis prolina, oxidacién-reduccion A
TcCLB.510187.20 [Tirosina aminotransferasa gi322820410 (+2)|46 kDa |Citosol Metabolismo aminodcidos, biosintesis AB
TcCLB.506529.420 | TcC31.28/ alanina aminotransferasa 813063548 (+3) |44 kDa Biosintesis B
TcCLB.510381.10 [Cistationina beta-sintasa 8407424879 46 kDa Biosintesis cisteina B
TcCLB.506247.220 |Histidina amonio-liasa gi1407404724 67 kDa |Citosol Catabolismo histidina B
TcCLB.511229.50 |S-adenosilhomocisteina hidrolasa 81342186050 (+2)|21 kDa Metabolismo B
Ciclo TCA

Ciclo TCA, metabolismo isocitrato, oxidacion-
TcCLB.511575.60 [lsocitrato dehidrogenasa 871659757 47 kDa |Mitocondria |reduccién AB

Ciclo TCA, metabolismo hidratos de carbono,
TcCLB.507883.109 [Malato dehidrogenasa mitocondrial gi|71414199 (+1) |32 kDa [Mitocondria |oxidacién-reduccién B
TcCLB.508479.340 [Succinil-CoA sintetasa subunidad alfa gi|407846446 (+1)]32 kDa |Mitocondria |Ciclo TCA, metabolismo B

Ciclo TCA, oxidacién-reduccién, metabolismo
TcCLB.510717.30 |2-oxoglutarato dehidrogenasa componente E1 gi|407403834 (+4)| 113 kDa|Mitocondria |triptofano, catabolismo lisina B
Sintesis ATP

ATP sintesis/hidrdlisis acoplada al transporte
TcCLB.510609.40 |ATP sintasa cadena alfa, precursor mitocondrial 872392138 64 kDa |[Mitocondria [de protones AB

ATP hidrdlisis acoplada al transporte
TcCLB.510609.40 |ATPasa subunidad alfa 8407859052 63 kDa |Mitocondria [de protones B

ATP sintesis acoplada al transporte
TcCLB.509233.180 |ATPasa subunidad beta £i1407406474 (+2)|56 kDa |Mitocondria [de protones B
Metabolismo de compuestos aromaticos

Metabolismo compuestos aromaticos,
TcCLB.509589.20 |Esqualeno monooxigenasa 8387233512 24 kDa |Glicosoma oxidacién-reduccidon A
Metabolismo isoprenoide

Metabolismo isoprenoide, biosintesis
TcCLB.511071.50 |[3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA sintasa gi|348658704 54 kDa |Mitocondria |ergosterol AB

Biosintesis isoprenoide, oxidacion-reduccion,
TcCLB.509167.20 |3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA reductasa 81407416622 46 kDa [Mitocondria |metabolismo coenzima A B
Homeostasis redox

Reductasa 1 dependiente de tiol, tiol transferasa,

TcCLB.503419.30 |glutation S-transferasa gi|32395740 (+3) |48 kDa Homeostasis redox B

Metabolismo del superéxido, oxidacion-
TcCLB.511019.90 |Hierro superéxido dismutasa gi|1066332 (+6) |22 kDa |Mitocondria [reduccion AB
TcCLB.503555.30 |Trypanotion reductasa gi|157879377 (+2)|54 kDa |Citosol Homeostasis, oxidacion-reduccion B
TcCLB.507259.10 [Tryparredoxin peroxidasa gi|17224953 (+2) |22 kDa |Citosol Oxidacion-reduccion B
TcCLB.508461.80 |ProstaglandinA F2alfa sintasa gi|340366435 (+1)|26 kDa Oxidacién-reduccion B
TcCLB.504425.60 [Alcohol dehidrogenasa NADP-dependiente gi|407868275 (+3)|37 kDa Oxidacion-reduccion B
TcCLB.503467.9 |Fumarato reductasa NADH-dependiente gi|71403387 64 kDa |Glicosoma Oxidacién-reduccion A
Respiracidn aerdbica
TcCLB.506949.50 |Citocromo ¢ gi|71414147 12 kDa |Mitocondria [Respiracion aerdbica B
TcCLB.506529.360 [Citocromo c oxidas subunidad IV 81407844641 (+2)|39 kDa |Mitocondria AB
TcCLB.510819.4 |NADH-citocromo b5 reductasa 81407424622 (+1)|33 kDa |Mitocondria |Oxidacion-reduccion B
TcCLB.509395.100 |Citocromo b-dominio proteico gi|407854108 (+2) |32 kDa |Mitocondria B
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Hipotéticas

TcCLB.506357.130 |Proteina hipotética gi|71664584 288 kDa| A
TcCLB.508785.4 |Proteina hipotética gi|71411512 47 kDa A
TcCLB.503791.30 |Proteina hipotética gi|71408621 A
TcCLB.509047.40 |Proteina hipotética 8i]407852130 (+2)|32 kDa B
TcCLB.508693.50 |Proteina hipotética gi|71415202 (+1) |29 kDa B
TcCLB.506605.120 |Proteina hipotética gi1407399639 (+1)| 22 kDa B
TcCLB.510877.30 [Proteina hipotética 8i]407404484 (+3)| 25 kDa B
TcCLB.510725.40 |Proteina hipotética gi|71413661 (+1) |10 kDa B
TcCLB.507793.40 |Proteina hipotética gi|71404616 (+1) |12 kDa B
TcCLB.511529.210 |Proteina hipotética 8342186644 16 kDa B
TcCLB.504423.30 |Proteina hipotética, conservada 81407403703 (+2)| 100 kDa| B
TcCLB.504005.54 |Proteina hipotética, conservada gi|70870961 (+1) |12 kDa B
TcCLB.511823.14 |Proteina hipotética gi1407426026 (+4)| 74 kDa B
TcCLB.511815.170 |Proteina hipotética gi|71651556 (+1) |61 kDa B
TcCLB.506221.90 |Proteina hipotética, conservada gi|70834930 74 kDa B
TcCLB.506529.140 [Proteina hipotética, conservada 8342179939 45 kDa B
TcCLB.511729.60 |Proteina hipotética gi|71407656 41 kDa B
TcCLB.504199.20 |Proteina hipotética gi|71407337 16 kDa B
TcCLB.506441.20 |Proteina hipotética gi1407832526 (+2)|111 kDa B
TcCLB.506399.70 |Proteina hipotética 871414348 37 kDa |Mitocondria [Direccionamiento a la mitocondria A
TcCLB.504147.190 |Proteina hipotética, conservada gi]342184602 21 kDa Modificacidn proteica B
TcCLB.509505.40 |Proteina hipotética 81407853646 (+2)|40 kDa Biosintesis acidos grasos B
TcCLB.509205.120 | Proteina hipotética gi171416575 73 kDa Protedlisis, defosforilacion proteica B
Otras

TcCLB.508823.70 |Proteina P27 gi|71415865 28 kDa [Mitocondria |Regulacidn fosforilacidn oxidativa A
TcCLB.509429.4 |Proteina retrotransposon hot spot (RHS) gi| 70885510 101 kDa AB
TcCLB.505373.10 |Proteina retrotransposon hot spot (RHS) 8407834553 30 kDa B
TcCLB.510669.20 |Proteina Gim5A, prtoeina de membrana glicosomal [gi|407408237 (+4)|27 kDa [Glicosoma Fisién peroxisoma B
TcCLB.508727.9 |Subunidad 10 del complejo de transcripcion CCR4-N(gi|407410148 (+1)|28 kDa |Citosol B
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