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Abreviaturas y Simbolos

ABC

Abreviaturas y Simbolos

familia de proteinas de membrana que utilizan ATP para

transportar solutos (por ATP binding cassette)

ADN
Amp
ARNm
ATP
BSA
CcO
Clm
CImR
C-terminal
Da

DS

DO
DOGOO
EROs
Fe-S
G418
G418R
Gal
GFP
Gli-EtOH
Glu
GR
H,04
HAS
HIS
HO
HOS
HSA

acido desoxirribonucleico
ampicilina

acido ribonucleico mensajero
adenosina trifosfato

albumina sérica bovina
citocromo c oxidasa
cloranfenicol

resistencia a cloranfenicol
carboxilo terminal

Dalton

desvio estandar

densidad 6ptica

densidad dptica a 600 nm
especies reactivas del oxigeno
centros ferrosulfurados
geneticina

fenotipo de resistencia a geneticina

galactosa

proteina verde fluorescente (Green Fluorescent Protein)

glicerol y etanol

glucosa

glébulos rojos

agua destilada

hemo A sintasa

secuencia codificante de 6 histidinas
hemo oxigenasa

hemo O sintasa

albumina sérica humana



HTE
transport enhancer)
Hyg

HygR

IFI

Kan

KanR

LB

LIT
Tryptose)
N-terminal
NBD
O.N.
PAGE
Gel Electrophoresis)
pb

PBS

PCR
Reaction)
PMSF
Fluoride)
RE

rom
SCDO
selectivo
SD

SDS

SFB

TAE

Tet

TetR
TMD

Abreviaturas y Simbolos

proteina que facilita la incorporacién de hemo (heme

higromicina B

fenotipo de resistencia a higromicina B
Inmunofluorescencia Indirecta
kanamicina

resistencia a kanamicina

medio rico Luria-Bertani

medio indefinido, infusion higado triptosa (Liver Infusion

amino terminal
dominio de unidén a nucledtido (nucleotide-binding domain)
durante toda la noche

electroforesis en geles de poliacrilamida (PolyAcrylamide

pares de bases

tampon fosfato salino (Phosphate Buffered Saline)

Reacciéon en Cadena de la Polimerasa (Polymerase Chain
fluoruro de fenilmetilsulfonilo  (PhenylMethylSulfonyl
reticulo endoplasmatico

revoluciones por minuto

Sintético Completo Drop Out mix, medio de cultivo sintético

Sintético Depletado, medio de cultivo minimo
dodecilsulfato sddico (Sodium Dodecyl Sulfate)
suero fetal bovino

solucién tampon Tris Acetato EDTA
tetraciclina

resistencia a tetraciclina

dominio transmembrana (transmembrane domain)



Abreviaturas y Simbolos

YPD yeast peptone extract, medio rico con glucosa
YPGal idem anterior con galactosa como fuente de carbono
YPGli idem anterior con glicerol-etanol como fuente de carbono
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Lenguaje especial

Lenguaje Especial

kit Conjunto de instrumentos y soluciones que sirven para
realizar un procedimiento experimental

loop bucle

cluster Complejos moleculares con enlaces metal-metal que forman
estructuras cerradas triangulares o de mayor tamafio

transplicing proceso de corte y union de exones de ARNm

editing proceso por el cual se producen cambios discretos en la

secuencia de un ARNm

knock out anulado, inactivado
carrier transportador
stripping proceso de eliminacién de anticuerpos unidos a membranas

de nitrocelulosa

cododn stop secuencia de ARNm que indica el fin de su traduccién
SDS-PAGE electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de SDS
solucion stock solucidon madre, solucidon concentrada

vortex dispositivo para agitar tubos o frascos de liquido

Western blot inmunodeteccién de proteinas separadas por electroforesis

y transferidas a una membrana de nitrocelulosa
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II-Resumen

El eucariota unicelular Trypanosoma cruzi es el agente etioldgico de la
enfermedad de Chagas (Rassi y col., 2010). Tiene un ciclo de vida complejo que alterna
entre dos hospedadores y al menos tres estadios diferentes. Sus necesidades
nutricionales incluyen auxotrofia por el grupo hemo, dado que carece de las enzimas
necesarias para su sintesis. T. cruzi debe incorporar el cofactor a partir del hospedador
mamifero o invertebrado para suplir de hemo a las numerosas hemoproteinas que
posee (incluidas las de los complejos de cadena respiratoria mitocondrial) (Koreny y
col., 2010; Tripodi y col., 2011). La posterior conversién del hemo incorporado a la
forma hemo A, cofactor del complejo IV o CcO (citocromo c oxidasa), ocurre a través
de dos reacciones enzimaticas secuenciales mediadas por una Hemo O Sintasa (HOS o
Cox10) y una Hemo A Sintasa (HAS o Cox15). Ambas enzimas se localizan en la
membrana interna mitocondrial en eucariotas y estan altamente conservadas (Brown y
col., 2002; Zee y Glerum, 2006). En nuestro laboratorio se identificaron las secuencias
codificantes para las enzimas del tipo HOS y HAS en el genoma T. cruzi, las cuales se
denominaron TcCOX10y TcCOX15, respectivamente (Buchensky y col., 2010). Respecto
al transporte de hemo en eucariotas, éste no estd muy bien caracterizado v,
particularmente en tripanosomatidos, se desconocen cudles son las proteinas
involucradas y cdmo operan aunque en los ultimos afios se han realizado algunos
hallazgos (Hordkova y col., 2015; Martinez-Garcia y col., 2016; Merli y Pagura y col.,
2016). Por otro lado, Saccharomyces cerevisiae es un organismo eucariota unicelular
de vida libre, no patdégeno, y es ampliamente utilizado como modelo de estudio
bioldgico de otros eucariotas debido a estas y otras numerosas caracteristicas que
resultan ventajosas a la hora de su manipulacién (Karathia y col., 2011). Ademas es
capaz de sintetizar hemo, utilizando una ruta altamente conservada a través de la
evolucidn que culmina en la matriz mitocondrial. También es capaz de sintetizar hemo
A mediante las enzimas ScCox10 y ScCox15 mitocondriales. S. cerevisiae posee 3
transportadores de tipo ABC mitocondriales, pero ninguno de ellos es especifico para
hemo; se denominan Atm1, Mdl1 y MdI2 (Jungwirth y Kuchler, 2006).

En este trabajo de Tesis nos proponemos estudiar proteinas con posible rol en
el metabolismo y transporte de hemo mitocondrial de T. cruzi utilizando a S. cerevisiae
como sistema modelo. Es asi que analizamos la posible funcién de la proteina

codificada por el gen de T. cruzi que denominamos mtTcABCB, homologo a la proteina
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II-Resumen

de mamiferos ABCB6 involucrada en el transporte mitocondrial de porfirinas. Ademas,
profundizamos el estudio del rol funcional de TcCox10, una de las enzimas de la
biosintesis de hemo A.

Respecto al transporte mitocondrial de hemo, se evalud la capacidad de
mtTcAbcB de transportar hemo en mitocondria de S. cerevisiae. Los resultados
obtenidos no nos permitieron elucidar la funcién de mtTcAbcB en mitocondria.
Ensayos adicionales nos permitieron descartar su funcién de transporte de porfirinas
en membrana plasmadtica de S. cerevisiae. La proteina recombinante mtTcAbcB.His-
GFP se expresa en levaduras dado que se ha visualizado su fluorescencia intrinseca en
el interior de las células. Si bien no podemos inferir sobre la funcidn a la proteina de T.
cruzi mtTcAbcB en S. cerevisiae, los resultados obtenidos tampoco nos permiten
descartar su probable funcidon como transportador de hemo mitocondrial en T. cruzi.
En el analisis de estos resultados se debe considerar que, al ser S. cerevisiae capaz de
sintetizar hemo, posiblemente no sea este el modelo adecuado para estudiar el
transporte de hemo al interior mitocondrial.

Para completar y profundizar el estudio de la enzima HOS de T. cruzi (TcCox10)
se construyd una versidn recombinante con fusiéon a GFP, TcCox10.His-GFP. La misma
se visualizd intracelularmente en S. cerevisiae en lo que parecen ser vesiculas y al
menos parte se detectd en mitocondrias. La funcionalidad de TcCox10.His-GFP se
demostré mediante ensayos de complementacién en placa de células de S. cerevisiae
cox10A y, de forma complementaria, por medidas de consumo de O, de las mismas
células cox10A transformantes. Algunos de los resultados obtenidos indican que la
fusion a GFP altera de alguna manera la eficiencia de TcCox10 como HOS y permiten
postular un posible modelo de ruta del hemo en S. cerevisiae y en T. cruzi. Un analisis
predictivo de los segmentos transmembrana y orientacién de cada proteina utilizando
distintos algoritmos arroja resultados que también apoyarian este modelo.

La expresiéon de TcCox10.His-GFP en epimastigotes de T. cruzi confirmé la
localizacion mitocondrial de la proteina de fusién.

En funcidon de los resultados obtenidos en nuestro laboratorio tanto con
TcCox10 como con TcCox15 (Tesis doctoral del Dr. Marcelo L. Merli) asi como los
resultados obtenidos en otros grupos de investigacion con los transportadores de

Leishamania y de T. brucei, consideramos que S. cerevisiae es un modelo valido para el
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II-Resumen

estudio funcional de proteinas de otros organismos eucariotas cuyo ortdlogo esté
presente también en la levadura, mientras que para el estudio de proteinas con
funciones no identificadas en levadura se deben tener en cuenta las limitaciones del

modelo.
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IlI- Introduccion

I1l.1 La Enfermedad de Chagas

La enfermedad de Chagas, es una enfermedad parasitaria sistémica,
generalmente crénica, causada por el protozoario Trypanosoma cruzi, y por esta razén
también se la conoce como tripanosomiasis americana. Esta enfermedad es endémica
en América Latina, regién donde afecta a 8 millones de personas de las cuales casi 2
millones se encuentran en Argentina, produciendo un impacto econdmico
considerable (Coura y Vinas, 2010; Rassi y col., 2010). En la actualidad, es también
relevante en otros paises de regiones no endémicas como EE.UU., Europa y Asia,
donde se ha reportado cada vez mayor numero de casos, muchos debidos a los
crecientes movimientos migratorios de la poblacién y a la falta de controles de la
enfermedad. Cabe mencionar que, si bien en Europa no hay insectos que puedan
transmitir a T. cruzi, si los hay en EE.UU., Africa y parte de Asia (Coura y Vinas, 2010).

La enfermedad lleva el nombre de Carlos Chagas, médico e investigador
brasilefio que describié por completo la enfermedad, identificando el patdgeno, el
vector y el hospedador (Chagas, 1909). En nuestro pais, fue el médico Salvador Mazza

quien llevd adelante las investigaciones a partir de 1926.

111.1.1 Vectores y hospedadores

T. cruzi puede ser transmitido por mas de 100 especies de triatominos que
pertenecen a 3 géneros de la familia Reduviidae subfamilia Triatominae:
Panstrongylus, Triatoma y Rhodnius. Los vectores mas importantes en zonas urbanas
son Triatoma infestans, Rhodnius prolixus y Triatoma dimidiata; en Argentina el mas
importante es T. infestans, generalmente conocido como vinchuca (Figura 1). Estos
insectos poseen actividad nocturna y se esconden en las grietas de las paredes de
barro de las casas, mientras que en la naturaleza habitan en palmeras, arboles huecos,
cuevas y debajo de piedras. Con respecto a los animales reservorio de la enfermedad,
son otras 100 las especies de vertebrados que pueden infectarse, entre las que se
encuentran desdentados, marsupiales, primates, mascotas y animales de granja, y el

ser humano (Clayton, 2010; Fernandes y Andrews, 2012).
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Triatoma infestans

s

Rhodnius prolixus

Limite de Triatominos
en América
Triatoma dimidiata
. Rhodnius prolixus
. Triatoma infestans

Rango alcanzado
por T. infestans

Triatoma dimidiata

Figura 1. Distribucidn geografica de los tres principales vectores domésticos de la enfermedad de
Chagas-Mazza: Triatoma dimidiata, Rhodnius prolixus y Triatoma infestans. Diferentes campanas
han reducido el area alcanzada por los vectores, como se muestra para T. infestans. Adaptado de
Rassiy col., 2010 y de Schofield y Gorla, 2010.

111.1.2 Formas de transmision

Existen diferentes formas de transmision de la enfermedad, de las cuales la
principal es la vectorial. T. cruzi habita en el interior del tracto digestivo del insecto
vector hematéfago, y cuando éste se alimenta de la sangre de otro organismo, es
liberado con las heces ingresando al nuevo hospedador a través de la herida de la
picadura. Ademads, el parasito puede entrar a través de la piel dafiada por cualquier
lesion, o a través de mucosas como los ojos o la boca. Otras vias de transmision de
menor incidencia son: la transmision oral, a través del consumo de alimentos
contaminados con insectos portadores o sus heces; por transfusién de sangre o
trasplante de érganos infectados; por transmisiéon de madre infectada a hijo durante
el embarazo -a través de la placenta- o durante el parto (Chagas congénito); por
accidentes de laboratorio al manipular el parasito en tareas de investigacion v,
recientemente se han obtenido evidencias en modelos de laboratorio de transmision
por via sexual (Alarcon de Noya y col., 2010; Clayton, 2010; Ribeiro y col., 2016).

Hasta la fecha el mecanismo mas efectivo para la prevencion sigue siendo el
control del vector (insecto hematéfago) y el mejoramiento de las viviendas en las
zonas endémicas para interrumpir la transmision vectorial. La fumigacion con
insecticidas ha sido muy efectiva pero han aparecido triatominos resistentes, sumado

al hecho de que los insectos provenientes de zonas no fumigadas pueden desplazarse
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y reocupar las zonas fumigadas si el proceso se discontinia (Petherick, 2010). La
supresion de la transmision vectorial en algunos paises como Brasil ha permitido que

las otras formas de transmisién cobren relevancia (Coura, 2006; Coura y col., 2002).

111.1.3 Etapas de la enfermedad y tratamiento

El ciclo de la enfermedad se desarrolla en 2 etapas caracteristicas: la etapa
aguda que dura entre 4 y 8 semanas y en la cual el parasito se detecta en sangre, y una
posterior etapa cronica de baja parasitemia (niumero de pardsitos en el torrente
circulatorio). La fase aguda se caracteriza por ser asintomatica en el 95 % de los casos
pero en ocasiones se presentan cuadros febriles y hepatoesplenomegalia (inflamacién
del higado y del pancreas), entre otros sintomas; todos ellos son inespecificos y no
pueden asociarse facilmente con la infeccion. En personas inmunodeprimidas o con
problemas cardiacos, se presentan cuadros de miocarditis y meningoencefalitis que
llevan a la muerte en un 5 — 10 % de estos casos. Si la enfermedad se adquiere por via
oral, la fase aguda es mas severa, con multiples afecciones digestivas ademas de las
cardiacas, y tiene alta mortalidad (35 %). En la etapa crdnica entre el 30 y 40 % de los
infectados desarrollan sintomas, principalmente miocardiopatias, dilatacién patolégica
del eséfago o del colon por anidacidn del parasito en estos érganos (megaesdéfago y
megacolon), alteraciones neuroldgicas o una combinacidn de las anteriores (Pecoul y
col., 2016). La afeccién mdas comun es la cardiopatia y sélo un 10 — 15 % de los
pacientes sintomaticos desarrollan afecciones digestivas. Los sintomas dependen de la
genética del hospedador y de la cepa de T. cruzi ya que éstas presentan tropismo por
diferentes tejidos (Alarcén de Noya y col., 2010; Andrade y Andrews, 2005; Rassi y col.,
2010).

Actualmente no existe vacuna para combatir la infeccion por T. cruzi aunque si
hay disponibles 2 drogas para su tratamiento, nifurtimox (Bayer) y benznidazol
(Roche), que han sido lanzadas al mercado hace unos 50 afios. Las mismas sdélo son
efectivas en el 50 % de las infecciones siempre que se administren durante la fase
aguda de la enfermedad, en casos de Chagas congénito o en casos cronicos de
pacientes jovenes, menores de 14 afios, que completen los 60 dias de tratamiento.
Este tratamiento es prolongado y presenta también severos efectos secundarios, como

dermatitis, anorexia, insomnio, vomito, nduseas y neuropatias, lo que contribuye a que
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los pacientes lo discontinuen (Clayton, 2010; Rassi y col., 2010; Schofield y col., 2006).
Asimismo, aun no se ha demostrado la efectividad del tratamiento para combatir la
progresién de los cuadros clinicos en individuos crénicos. Se calcula que unas 40 mil
personas cada afio morirdn por esta enfermedad en los préximos afios, no habiendo

un tratamiento efectivo para ellas (Machado-de-Assis y col., 2013; Morillo y col., 2015).

111.1.4 Impacto

Ademas de los compuestos mencionados usados para la enfermedad de
Chagas, pocos farmacos fueron ensayados en pacientes chagdsicos. La industria
farmacéutica, a nivel mundial, no promueve avances en el desarrollo de nuevos
compuestos para la cura de esta enfermedad, que afecta principalmente a personas
de bajos recursos y se la considera por ello una mas de la lista de enfermedades
tropicales olvidadas o desatendidas’, junto con la malaria, la lepra y el dengue.

En consecuencia, esta enfermedad constituye un impacto econdmico
considerable para los gobiernos latinoamericanos que soportan los altos costos de
tratamiento de pacientes, ademds de la fumigacién con insecticidas para controlar el
vector -que representa un costo menor-. Por otro lado, la enfermedad se caracteriza
por desarrollarse lentamente sin diagndstico en la mayoria de los casos, acarreando
gastos que no se asocian directamente a la enfermedad (Lee y col., 2013).

Por todo lo anterior, La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) considera a
esta tripanosomiasis una enfermedad relevante y promueve la generacidon de nuevas
estrategias y herramientas para su diagndstico, tratamiento y atencion médica. El
monitoreo de la sangre es obligatorio para prevenir el contagio por transfusidon
sanguinea y/o trasplante de érganos. Ademas, se sugiere el diagndstico de la infeccidn
en embarazadas y sus parientes cercanos (WHO; Fact sheet N°340, Marzo de 2017,

http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs340/es/).

Frente a este escenario, resulta primordial avanzar con las investigaciones y
profundizar el conocimiento sobre la biologia de T. cruzi, revelando en detalle los
mecanismos de infeccidn y supervivencia asi como las distintas vias metabdlicas del
parasito. Este conocimiento posibilitara la identificacion de blancos terapéuticos y el

descubrimiento o disefio de nuevas moléculas con potenciales propiedades

1 . . , . . .
Son aquellas enfermedades infecciosas, la mayoria parasitarias, que proliferan en entornos

empobrecidos, especialmente en el ambiente caluroso y himedo de los climas tropicales (OMS, 2010).
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antiparasitarias que requieran tiempos de tratamiento mas cortos y menos efectos

secundarios.

I11.2 Trypanosoma cruzi

T. cruzi es un protista perteneciente a la familia Trypanosomatidaez, dentro de
la clase de los kinetoplastidos (Kinetoplastidae) (Atias, 2003). Se caracterizan por la
presencia de un solo flagelo que les proporciona movilidad y una Unica mitocondria de
gran tamaio cuyo ADN se encuentra compactado cerca de la base del flagelo en una
estructura denominada kinetoplasto (de Souza, 2009). Son organismos heterétrofos, se
multiplican por fision binaria y todas las especies conocidas hasta el momento son
parasitos que pueden tener ciclos de vida simples (con un solo huésped), o complejos
(o digenéticos), que comprenden varias etapas diferenciadas en dos huéspedes.
Algunas especies causan enfermedades en humanos y animales, como Trypanosoma
brucei causante de la tripanosomiasis africana (o enfermedad del suefio) transmitida
por la mosca tse-tsé del género Glossina, y diferentes especies de Leishmania
causantes de leishmaniasis transmitida por moscas de los géneros Phlebotomus y
Lutzomyia. Otras especies como Trypanosoma vivax infectan a ganado y animales

silvestres y las especies del género Phytomonas infectan plantas (Atias, 2003).

111.2.1 Ciclo de vida

T. cruzi en particular presenta un ciclo de vida complejo o digenético,
alternando entre hospedadores vertebrados y un insecto hematdfago vector
responsable de su transmisidon. Se pueden identificar al menos tres estadios bien
definidos: epimastigotes, tripomastigotes y amastigotes (Figura 2) (de Souza, 2009),
gue poseen caracteristicas morfolégicas y metabdlicas diferenciables como
consecuencia de su adaptacion al ambiente dentro de cada hospedador. Los estadios
de epimastigote y amastigote son formas replicativas no infectivas. Los primeros son
moviles y extracelulares, de aspecto fusiforme, mientras que los segundos son
intracelulares, de forma redondeada y carecen de flagelo visible, por ende no
presentan movilidad (en éstos, el flagelo se localiza intracelularmente en una bolsa

flagelar que es distinguible por microscopia electrénica). Los tripomastigotes son

’ En el género Trypanosoma, trypano (taladro) y soma (cuerpo) hace referencia al movimiento que
describen al desplazarse.
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moviles, infectivos y no se replican, también poseen forma alargada y resultan de la
diferenciacién de las formas replicativas anteriores (tripomastigote metaciclico y

sanguineo, respectivamente).

Figura 2. Estadios del ciclo de vida de Trypanosoma
cruzi. Los epimastigotes tienen 20 - 40 um de largo con
el kinetoplasto en la parte anterior y un nucleo
redondeado. Los tripomastigotes (sanguineos o
metaciclicos) tienen 25 um de largo con el kinetoplasto Flagelo
en la parte posterior y un nucleo alargado centrado en ) Amastigote

. ) B Kinetoplasto )
el cuerpo. En epimastigotes y amastigotes el
kinetoplasto tiene forma de barra y se encuentra
perpendicular al eje del flagelo, mientras que en
tripomastigotes tiene forma redondeada; en todos los Epimastigots _ '
casos se localiza cerca del cuerpo basal del flagelo y hay Tripomastigote
una estructura que lo conecta con él (Adaptado de de
Souza, 2002, 2009).

Nucleo

Su ciclo de vida (Figura 3) comienza cuando un insecto ingiere sangre de un
hospedador infectado tomando tripomastigotes que circulan en el torrente sanguineo.
Al enfrentarse a componentes de la saliva y enzimas digestivas, asi como a grandes
cambios de temperatura, osmolaridad y suministro de nutrientes, los tripomastigotes
comienzan su diferenciacion a epimastigote la cual se completa en el estémago del
insecto. Al ingresar al intestino de éste enfrentan un estrés nutricional, condiciones
ambientales que determinan que el parasito vuelva a diferenciarse a una forma
infectiva, el tripomastigote metaciclico, durante su migracién hacia la parte posterior
del recto del insecto (de Souza y col., 2010; Tyler y Engman, 2000, 2001). Tras una
nueva ingesta de sangre a partir de otro hospedador, el insecto defeca
inmediatamente depositando las formas infectivas del parasito, el cual podra ingresar
al torrente sanguineo del nuevo organismo a través de la herida de la picadura. Una
vez alli, invade células nucleadas donde se diferencia a amastigote, la forma replicativa
intracelular. Luego de 9 divisiones celulares, los amastigotes se diferencian
nuevamente a tripomastigotes que adquieren movilidad y abandonan la célula
produciendo la lisis celular. Los tripomastigotes quedan nuevamente en circulacion,
siendo capaces de infectar otras células nucleadas del mismo organismo o de ser
ingeridos por otro insecto hematdéfago reiniciando el ciclo de la infecciéon (Andrade y

Andrews, 2005; de Souza, 2002, 2009; de Souza y col., 2010; Tyler y Engman, 2001).
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Figura 3: Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi con los estadios que adopta en sus diferentes
hospedadores insectos y vertebrados. Adaptado de http://www.dpd.cd.gov/dpdx.

Los estadios dentro del hospedador son los relevantes para el estudio de la
infeccidon (en especial el estadio de amastigote que es la forma replicativa y la que
permanece latente durante afios). Sin embargo, la mayoria de los estudios se han
realizado sobre el estadio de epimastigote que puede mantenerse facilmente en
condiciones de cultivo (Camargo, 1964; Tyler y Engman, 2001). En los laboratorios de
investigacidn este estadio se mantiene de rutina en cultivos axénicos y a partir de estos
se obtienen los estadios de tripomastigote y amastigote, in vitro o infectando animales

de laboratorio (De Limay col., 2008; Schuster y Sullivan, 2002).

111.2.2 Estructura celular

T. cruzi es un organismo eucariota unicelular que presenta una organizacién
celular clasica con organelas tipicas y, ademas, algunas estructuras caracteristicas de
los tripanosomatidos (Figura 4) (de Souza, 2008). La superficie celular se compone de
una membrana plasmatica, sin pared celular. Por debajo de ésta se encuentra el
citoesqueleto compuesto por una capa de microtubulos subpeliculares, caracteristica

de la familia Trypanosomatidae, que envuelven casi por completo el volumen celular.
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Son los responsables de la rigidez de la célula, volviéndola resistente a la ruptura por
medios mecanicos. El flagelo nace de una invaginacién llamada bolsillo flagelar, que es
una zona especializada de la membrana carente de microtubulos y con alta actividad
endocitica y exocitica. Es esencial para la viabilidad, movilidad y patogénesis. Como ya
se menciond, poseen una sola mitocondria ramificada que se extiende a lo largo de
todo el cuerpo celular, y en una zona especializada de la matriz mitocondrial se
encuentra el kinetoplasto. Este se conecta al cuerpo basal del flagelo por lo que su
posicién en la célula define el lugar donde se origina el flagelo. El ADN del kinetoplasto
estd formado por dos tipos de ADN circulares conocidos como minicirculos y
maxicirculos y representa el 20 - 25 % del ADN de la célula. Codifica para los ARNr y los
ARNm de algunas de las subunidades de los complejos de la cadena respiratoria, pero
la mayoria de las proteinas mitocondriales son de codificaciéon nuclear y se importan a
la mitocondria via un péptido sefial de 6 a 8 aminoacidos normalmente combinando
serina, leucina y aminodcidos bdsicos (de Souza, 2009; de Souza y col., 2009). El nticleo
es pequeio, ligeramente esférico en epimastigotes y amastigotes, y alargado en
tripomastigotes; se localiza en el centro de la célula. El genoma nuclear es de 43 — 50
Mpb distribuido entre 30 a 40 cromosomas de 0,45 - 4 Mpb cada uno, lo que se
corresponde con mas de 10.000 genes codificantes para proteinas por genoma
haploide (de Souza, 2002). Entre otras organelas tipicas de tripanosomatidos se
encuentran los glicosomas, de forma esférica, son peroxisomas especializados que
contienen las enzimas involucradas en las primeras 7 reacciones de la glucélisis (que
producen 3-fosfoglicerato a partir de glucosa). Ademas, carecen de catalasas vy
contienen mas de 50 enzimas involucradas en diversas vias metabdlicas
(gluconeogénesis y ciclo de las pentosas fosfato, B-oxidacion de acidos grasos, sintesis
de ésteres de fosfolipidos, salvataje de purinas y biosintesis de pirimidinas). Los
reservosomas son compartimentos acidicos presentes sélo en epimastigotes que se
ubican en la parte posterior de la célula. Alli se degradan principalmente proteinas, y
se acumulan lipidos (Cunha-e-Silva y col.,, 2006; de Souza, 2009; Sant'Anna y col.,
2004). Los acidocalcisomas son organelas acidicas que contienen polimeros lineales de
ortofosfato (fosfatos unidos por enlaces fosfoanhidro de alta energia), pirofosfato y
fosfato. Los polifosfatos parecen ser el fosfato de alta energia mas abundante en T.

cruzi. Ademads, se acumulan iones de calcio, magnesio, sodio, potasio, zinc y
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compuestos fosforados. Estan involucrados en la homeostasis de pH y en la
osmoregulacion (de Souza, 2002). Por ultimo, poseen una vacuola contractil central
cerca del bolsillo flagelar que, de manera similar a los acidocalcisomas, participa en la

osmorregulacion (de Souza, 2009).

Reservosoma
Microsomas

Subpeliculares

Nucleolo

Citostoma

Axonema
Acidocalsisoma
Varaparaflagelar

Vacuola contractil Mitocondria

Bolsillo flagelar

Kinetoplasto Glicosoma

Figura 4. Representacion de un epimastigote de Trypanosoma cruzi. Se muestran las organelas
tipicas de célula eucariota y algunas tipicas de tripanosomatidos (Adaptado de de Souza, 2008).

111.2.3 Metabolismo

Los tripanosomatidos, por ser pardsitos, dependen metabdlicamente del
hospedador. T. cruzi, en sus distintos estadios, presenta variaciones en su metabolismo
como consecuencia de la adaptacion a la disponibilidad de nutrientes en cada
hospedador. Por ejemplo, varia su preferencia por distintas fuentes de carbono: los
epimastigotes son capaces de metabolizar tanto glucosa como aminoacidos pero
tienen preferencia por la primera. Los medios de cultivo que son utilizados para el
crecimiento de epimastigotes in vitro, que son LIT (Liver Infusion Tryptose) y BHI (Brain
Heart Infusion), contienen glucosa como fuente de carbono (Camargo, 1964; Warren,
1960). Los tripomatigotes metaciclicos poseen un catabolismo no glucolitico, ya que
degradan proteinas y aminoacidos para utilizarlos como fuentes de carbono (Cazzulo,
1992). En el estadio de amastigote la disponibilidad de glucosa disminuye y el
metabolismo pasa a depender de la degradacidn de lipidos, mientras que la glucosa es
obtenida de la gluconeogénesis (Atwood y col., 2005). En sangre, los tripomastigotes
circulantes dependerian de glucosa, dado que expresan un transportador especifico.

T. cruzi no acumula polisacdridos de reserva y utiliza la glucdlisis y el ciclo de
Krebs, que ocurren en el glicosoma y en la mitocondria respectivamente, para la

degradacion de las diferentes fuentes de carbono. El succinato es el principal producto
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de degradacion seguido luego por la alanina; ambos metabolitos se producen
consumiendo el poder reductor en la célula mediante procesos de fermentacién
(Bowman y col., 1963). A pesar de tener un metabolismo fermentativo, T. cruzi, al igual
que los demas tripanosomatidos, posee una cadena respiratoria mitocondrial por lo
gue no puede independizarse del consumo de oxigeno, lo que se conoce como
metabolismo fermentativo aerébico (Tielens y van Hellemond, 2009).

Otra de sus necesidades nutricionales la comprende la auxotrofia por diversos
cofactores, entre ellos el grupo hemo, el cual también debe ser adicionado al medio de
cultivo. Si bien histéricamente se recomendaba utilizar una concentracion de 20-30 uM
de este compuesto (Camargo, 1964), hallazgos recientes en nuestro laboratorio
indican que una concentracion de 5-10 uM es suficiente para mantener el cultivo
viable y en 6ptima proliferacién, mientras que a concentraciones mayores a 30 uM se
aprecian efectos toéxicos. Por esta razén, rutinariamente hemos mantenido los cultivos
con hemina en concentracién 20 uM, y actualmente utilizamos la menor concentracién

de 10 uM del cofactor.

I11.3 La problematica de la adquisiciéon de hemo en T. cruzi

111.3.1 Relevancia del grupo hemo

El hemo, también Ilamado protohemo IX o hemo B, es una molécula formada
por un anillo denominado protoporfirina IX (PP IX) que coordina a través de cuatro
atomos de nitrégeno a un ién ferroso central (Fe?") (Figura 5). El anillo tiene una
estructura rigida debido a la presencia de enlaces conjugados que absorben radiacién
en la zona visible del espectro. La absorcién cambia con la presencia de distintas
cadenas laterales que dan lugar a las distintas formas de hemo.

El grupo hemo cumple un rol fundamental en muchos procesos celulares y en
variedad de organismos dado que es cofactor de numerosas proteinas, denominadas
hemoproteinas. A estas se une mediante enlaces no covalentes, donde el hierro se
coordina generalmente a residuos de histidina, metionina o cisteina de la cadena
polipeptidica (ligandos axiales). Alternativamente, se halla unido por enlaces
covalentes del tipo tioéter, generalmente entre los 2 grupos vinilos de las cadenas
laterales del anillo de PP IX y 2 residuos de cisteina de la proteina en cuestidn,

denominandoselo hemo C en este caso (Figura 5) (Warren y Smith, 2009). Las
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hemoproteinas estdn involucradas en procesos como: el transporte de oxigeno
(hemoglobina y mioglobina), en la cadena de transporte de electrones mitocondrial
(los complejos 1l, lll, IV y el citocromo c), metabolismo de drogas y esteroides
(citocromos P450), transduccién de sefial (6xido nitrico sintasa, guanilato ciclasas
solubles), transcripcion y regulacién de enzimas en la defensa antioxidante (NADPH
oxidasa) y es también una molécula regulatoria, por mencionar algunas (Furuyama y

col., 2007; Mense y Zhang, 2006).

Cys

Cys

Hemo B Hemo C

Figura 5. Representacion esquematica de la estructura de la molécula de hemo. Existen distintas
formas de hemo, todas ellas formadas por un anillo de protoporfirina IX coordinado a un ién de
hierro; se diferencian entre si por las cadenas laterales. El hemo B y C son las especies mas
abundantes en los distintos organismos y poseen como cadenas laterales 4 grupos metilos, 2
grupos vinilos y 2 grupos propidnicos; estos uUltimos suelen estar ionizados por lo que la molécula
portando Fe** es eléctricamente neutra. En su forma libre, el anillo de PP IX del hemo B coordina
Fe*, como resultado tiene una carga neta positiva y se le asocia un contraién, se lo denomina
hemina.

La ruta biosintética de hemo B estd presente en organismos aerobios, con
algunas excepciones como los tripanosomatidos. Esta via se encuentra altamente
conservada a través de la evolucién, tanto en procariotas como eucariotas, existiendo
sélo diferencia en la sintesis del primer precursor, el acido 6-aminolevulinico (6-ALA).
Las siguientes 7 reacciones son comunes a todos los organismos que poseen esta via
metabdlica (los detalles de todos los pasos se abordan en secciones posteriores,
Figuras 11b y 11c). Otra diferencia radica en la confinacién a compartimentos de
algunas de las enzimas involucradas, ya que en eucariotas ha sido influenciada por el
proceso de endosimbiosis que ha dado origen a mitocondrias y cloroplastos. Es asi que
en eucariotas fotosintéticos la biosintesis de hemo ocurre en el cloroplasto y en
eucariotas no fotosintéticos comienza y termina en la matriz mitocondrial, pasando

por varias etapas enzimaticas en el citosol (Dailey, 1990).
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La capacidad del hemo de ser cofactor en funciones tan diversas se debe a que
posee propiedades de éxido-reduccién en su dtomo central, asi como propiedades
hidrofdobicas en el anillo organico, que le permiten interaccionar con proteinas vy
lipidos. Estas mismas propiedades hacen que el hierro y las porfirinas sean altamente
toxicas para la célula ya que, el hemo libre puede generar especies reactivas del
oxigeno (EROs), o producir un daio directo sobre diferentes componentes celulares al
oxidar lipidos, agregarse en las membranas y alterar su permeabilidad, entrecruzar
proteinas y dafiar el ADN (Krishnamurthy y col., 2007; Kumar y Bandyopadhyay, 2005,
Mense y Zhang, 2006). También se ha demostrado que interviene en procesos
inflamatorios que aparecen en el curso de algunas enfermedades como
arterioesclerosis, fallo renal y rechazo en trasplante de corazén. Por otro lado, la
deficiencia de hemo afecta por ejemplo la diferenciacién neuronal en ratas, causa el
arresto del ciclo celular y apoptosis de células Hela en cultivo, anemia y porfirias en
humanos, y hasta podria ser responsable del deterioro mitocondrial y neuronal que
acompafia al envejecimiento y enfermedad de Alzheimer (Mense y Zhang, 2006).

Por todo lo anterior, el nivel de hemo libre dentro de una célula se mantiene a
niveles muy bajos, existiendo un control muy estricto de su biosintesis, transporte y
degradacion en funcién de los requerimientos celulares (Furuyamay col., 2007; Ryter y
Tyrrell, 2000; Chiabrando y col., 2014; Khan y Quigley, 2011). La presencia de
numerosas proteinas que lo unen con alta afinidad también contribuyen a prevenir su
efecto toxico (Mense y Zhang, 2006).

El hemo C se obtiene tras la uniéon covalente del cofactor a la apoproteina
citocromo ¢ (Mavridou y col., 2013). Este proceso ocurre en el compartimento celular
donde el citocromo cumplird su funcion, previo transporte de ambos componentes por
separado (hemo y apoproteina). La composicidon y caracteristicas de los sistemas de
biogénesis de citocromo c varian entre los distintos organismos y organelas; en lineas
generales se clasifican en al menos 5 tipos (I al V) y participan sistemas de transporte,
oxidorreductasas, chaperonas y proteinas de maduracién (Mavridou y col., 2013).

Existe otra forma de hemo, el hemo A, que es cofactor Unicamente de la
enzima citocromo ¢ oxidasa (CcO), ultimo complejo en la cadena de transporte de
electrones mitocondrial. Es una forma minoritaria de hemo que difiere por tener un

hidroxietilfarnesilo en el carbono 2 del anillo porfirinico en lugar de un grupo vinilo y
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un formilo en el carbono 8 en lugar de un metilo (Figura 6) (Moraes y col., 2004;
Hederstedt, 2012). La conversién de hemo B a hemo A ocurre a través de dos
reacciones enzimaticas secuenciales (Figura 6): primero una farnesilacion mediada por
una hemo O sintasa (HOS o Cox10) (Puustinen y Wikstrom, 1991; Saiki y col., 1993),
seguido de una oxidacion por una hemo A sintasa (HAS o Cox15) (Brown y col., 2002;
Hederstedt, 2012). En eucariotas, las enzimas HOS y HAS son proteinas integrales de la
membrana interna mitocondrial pero se encuentran codificadas en el genoma nuclear
(Glerum y col., 1997). Ademds ambas estan altamente conservadas desde las levaduras
hasta los organismos mas complejos como los humanos (Zee y Glerum, 2006). Se cree
que los sitios activos de ambas proteinas estarian orientados hacia el mismo lado de la
membrana (matriz o espacio intermembrana mitocondrial), de manera que se
produzca un intercambio directo del hemo O entre ambas proteinas. A raiz de ello, se
ha propuesto que la transferencia del hemo O desde Cox10 a Cox15 constituya un
posible punto de regulacién, si bien tal interaccion no ha podido ser comprobada en la

mayoria de los organismos eucariotas (Mogi y col., 2009).

HO I ; ; HO

0 Famesil-PFi  PPi
HO

(a]
Hemo B Hemo O Hemo A

Figura 6: Esquema de la reaccién de biosintesis de hemo A a partir de hemo B catalizado por las
enzimas HOS y HAS. En la primera reaccidén ocurre la adicién de un grupo farnesilo a un grupo
vinilo presente en el anillo pirrélico A del hemo B con formacién del intermediario hemo O. La
segunda reaccién involucra la oxidacién del grupo metilo del anillo D del hemo O a aldehido.

El hemo A es estructuralmente similar al hemo B, aunque con un mayor
potencial de reduccion, constituyendo también una molécula altamente tdxica
(Hederstedt, 2012). Dado que el hemo A es cofactor de una Unica enzima, la CcO, su
sintesis estd regulada y acoplada al ensamblado de este complejo, a tal punto que
deficiencias en su biosintesis impiden el ensamblado correcto de la CcO, y en algunos
organismos las subunidades del complejo seran posteriormente degradadas. Muchas
afecciones en humanos causadas por deficiencias de hemo se deben en realidad a

deficiencias de la CcO, como trastornos neurodegenerativos, afecciones metabdlicas,
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musculares, cardiopatias y otros, y pueden estar originados por mutaciones en los
genes COX10 y COX15 (Antonicka y col., 2003a; Antonicka y col., 2003b; Valnot y col.,
2000; Bugiani y col., 2005; Oquendo y col., 2004, Moraes y col., 2004; Zee y Glerum,
2006).

111.3.1.1 El hemo en Trypanosoma cruzi

El hemo es un cofactor esencial para T. cruzi asi como para otros
tripanosomatidos debido a que carecen de una ruta de sintesis del cofactor. Sin
embargo, poseen numerosas hemoproteinas, muchas de las cuales son esenciales a lo
largo de su ciclo de vida, como las de la cadena respiratoria mitocondrial (Koreny y
col., 2010, Tripodi y col., 2011). Estudios bioquimicos han demostrado la presencia de
hemoproteinas como los complejos Il, Il y IV pertenecientes a una cadena respiratoria
mitocondrial activa en el estadio de epimastigote, con citocromos aa3, b, c y o como
componentes del sistema de transporte de electrones y también una ATP sintasa
(Stoppani y col., 1980; Affranchino y col., 1986). Ademas, los estudios reportados
postulan que la respiracién celular seria esencial durante todos los estadios del ciclo de
vida del parasito (Silva y col., 2011; Merli y col., 2017).

En el citocromo ¢ de tripanosomatidos, el hemo (hemo C) se encuentra unido
covalentemente a la cadena polipeptidica a través de un solo enlace tioéter. Al
momento no se ha determinado el sistema de maduracién de citocromo ¢, aunque se
cree presentarian un sistema completamente diferente a los ya descriptos para otros
organismos (Fulop y col., 2009). Respecto a la biosintesis de hemo A, en nuestro
laboratorio se identificaron las secuencias codificantes para las enzimas del tipo HOS y
HAS en el genoma de T. cruzi, las cuales se denominaron TcCOX10 y TcCOX15,
respectivamente (Buchensky y col., 2010). La actividad HOS y HAS de los productos
proteicos fue confirmada mediante ensayos de complementacién en las
correspondientes células knock out de Saccharomyces cerevisiae para los genes COX10
y COX15 (cox10A y cox15A, respectivamente). Adicionalmente, se demostré que los
niveles de ARNm de TcCOX10 y TcCOX15 varian en los diferentes estadios del ciclo de
vida de T. cruzi, lo cual podria ser un indicador de los diferentes requerimientos
respiratorios de T. cruzi a lo largo de su ciclo de vida. El estudio de TcCox15 fue parte

del trabajo de Tesis Doctoral del Dr. M. L. Merli, mientras que TcCox10 fue objeto de
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estudio de la Tesina de grado de la Lic. L. V. Ferrero (Ferrero, 2014) y se continuaron
durante la presente Tesis. Los detalles de estos experimentos se detallan en la seccién

V.2.

111.3.2 Transporte de hemo

La homeostasis celular de hemo se logra a través de la regulacién coordinada
de la sintesis, transporte y degradacion de esta molécula. Si bien existe una extensa
descripcidén sobre las enzimas que intervienen en la biosintesis de hemo y en su
degradacidn, no se sabe con certeza cémo es luego transportado hacia sus respectivos
blancos, incluyendo la descripcion de su transporte a través de membranas de
organelas.

Hasta hace algunos afios, se aceptaba que el movimiento de hemo a través, y
dentro, de las células ocurria libremente por medio de un mecanismo de difusion. Esta
idea tenia su sustento en la naturaleza lipofilica de dicha molécula. Pero estas
moléculas poseen grupos carboxilo como cadenas laterales que les confieren carga
negativa, limitando su capacidad para difundir a través de las membranas y
provocando su acumulacién en las mismas, siendo esto altamente deletéreo para la
célula. Por lo tanto, se requeriria de algin mecanismo, posiblemente dependiente de
energia, para transportar al grupo hemo a través de membranas bioldgicas. A la fecha,
es ampliamente aceptado entre los especialistas de la disciplina, que el transporte y
distribucién de hemo dependen de proteinas transportadoras de membrana para
atravesar las bicapas lipidicas asi como de proteinas transportadoras solubles o
chaperonas (Hamza y Dailey, 2012).

La caracterizacion del transporte de hemo es un tépico que se encuentra mas
avanzado en organismos procariotas. Se han descripto distintos sistemas de transporte
para especies bacterianas tanto Gram positivas como Gram negativas, en donde
participan varios transportadores de membrana del tipo ABC (del inglés, ATP-binding
cassette) (Anzaldi y Skaar, 2010; Wandersman y Delepelaire, 2004). En eucariotas, se
han identificado en los uUltimos anos algunas proteinas transportadoras de membrana
que podrian, in vivo, actuar como transportadores de hemo (Hamza y Dailey, 2012).
Muchas de ellas son también del tipo ABC pero aun no se ha completado ningln

modelo de transportador ni se han identificado todas las proteinas que participarian.
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A continuacién se enumeran algunas de las proteinas que intervendrian en el
transporte de hemo en organismos eucariotas que han sido descriptas hasta la fecha
(Figura 7):

El gusano del suelo Caenorhabditis elegans es uno de los eucariotas en los que
mas se ha estudiado el metabolismo de hemo. Se identificaron 288 genes en su
genoma cuya transcripcion responde a cambios en la concentracién de hemo (HRG,
por heme responsive genes) (Severance y col., 2010). De éstos, 4 fueron estudiados en
profundidad y fue posible asignarles una funcién, incluyendo los que codifican para las
proteinas CeHRG-1 y CeHRG-4, los primeros importadores de hemo identificados en un
organismo eucariota. Dado que C. elegans es incapaz de sintetizar hemo, estas
proteinas son esenciales para la incorporacion del cofactor a partir de la dieta (Rao y
col., 2005). CeHRG-1 y CeHRG-4 son proteinas con 4 hélices transmembrana (son
pardlogos entre si); CeHRG-4 mediaria la importacion de hemo en la membrana
plasmatica y CeHRG-1 regularia la disponibilidad de hemo en los compartimentos
endosomales. CeHRG-1 posee ortélogos en vertebrados incluidos los humanos (hHRG-
1, que se ubica en compartimentos endosoma-lisosomales), mientras que CeHRG-4
parece ser especifico del gusano (Rajagopal y col., 2008; Yuan y col., 2012). CeHRG-2 es
una proteina con una Unica hélice transmembrana y participaria en la homeostasis de
hemo en tejido hipodérmico extraintestinal, se expresa en reticulo endopldsmico (RE)
y membrana plasmatica (Chen y col., 2012). CeHRG-3 seria la responsable de llevar
hemo desde el intestino a los embriones (transporte intercelular) (Chen y col., 2011).

Otros transportadores descriptos con funcién de importacién de hemo en
células de mamiferos son HCP1 y FLVCR2. HCP1 (por heme carrier protein) se ubica en
la membrana de enterocitos del duodeno y podria estar implicada en la absorcién de
hemo en el intestino, similar a CeHRG-4 en C. elegans (Shayeghi y col., 2005). Estudios
posteriores indican que su ligando fisioldgico seria el folato y que, la anemia provocada
por la ausencia de HCP1 seria un efecto secundario por la deficiencia de acido fdlico y
no por mala absorcion de hemo (Qiu y col., 2006). FLVCR2 (Receptor de tipo 2 del virus
de la leucemia felina subgrupo C) es un transportador posiblemente implicado en la
importacion de hemo que se encuentra ampliamente difundido en los tejidos
humanos, incluyendo higado fetal, cerebro y rifidn (Duffy y col., 2010), aunque no se

descarta que en realidad actie como exportador. Por ultimo, en el hongo patdgeno
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Candida albicans se describié que las proteinas ancladas a membrana Rbt51 y Rbt5
actuarian como receptores de hemo y hemoglobina que luego son incorporados por

endocitosis (Weissman y col., 2008).

EXT
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Endosoma/lisosoma

Figura 7. Descripcion esquematica de posibles transportadores de hemo identificados en células
eucariotas. El hemo puede ingresar al interior de la célula a través de los importadores HRG-4,
HCP1 o FLVCR2. Los transportadores de superficie FLVCR1a y ABCG2 mediarian la exportacion hacia
el exterior celular, mientras que la isoforma mitocondrial FLVCR1b lo transportaria hacia el citosol.
Se ha propuesto que ABCB6 es un importador de hemo mitocondrial, ademas ha sido localizado en
membrana plasmatica y vesiculas endosoma/lisosomales. No esta claro si ABCB10 transporta hemo
en la mitocondria. La chaperona responsable de unir hemo para el trafico intra- y/o intercelular del
cofactor aun no ha sido identificada. Los signos de interrogacion (?) representan vias de trafico
presuntas. EXT, exterior celular; MP, membrana plasmatica. Adaptado de Yuany col., 2013.

La detoxificacién de hemo se produce principalmente por la accién de las
enzimas hemo oxigenasas (HO) que degradan el hemo en exceso en el interior de las
células. La exportacién de hemo puede ser una estrategia de detoxificacion adicional
para evitar que éste se acumule en demasia. Por ejemplo, en células como los
macrofagos que fagocitan unos 360 millones de glébulos rojos (GR) senescentes vy
reciclan 25 mg de hierro por dia, se libera al citosol gran cantidad de hemo, parte de la
cual no llegaria a ser degradada por la HO. En estas condiciones la opcion de exportarlo
se vuelve necesidad. A tal fin se han descripto algunos transportadores que pueden
actuar como exportadores de hemo, por ejemplo, FLVCR1a y ABCG2. FLVCR1a tiene un
alto grado de homologia con FLVCR2 pero, a diferencia de éste, sélo ha sido localizado
en la superficie de células hematopoyéticas y estaria ausente en higado fetal, pancreas

y rifidn (Quigley y col., 2004; Keel y col., 2008). Se postula que actuaria en macréfagos
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tras la fagocitosis de GR senescentes y al parecer seria 100 veces mas eficiente como
exportador de hemo en presencia de hemopexina, una proteina del suero con alta
afinidad por el hemo (Yang y col., 2010). Ademads, una isoforma mitocondrial de menor
tamafio, FLVCR1b, parece ser responsable del transporte de hemo desde el interior de
la organela al citosol (Chiabrando y col., 2012). El segundo exportador de hemo de
mamiferos identificado es ABCG2, de la familia de proteinas ABC (Krishnamurthy y
Schuetz, 2005). Este se expresa ubicuamente en variedad de tejidos, incluyendo células
madre hematopoyéticas y células eritroides. Si bien tendria una funcion redundante
con FLVCR1a, al parecer la especificidad de sustrato de ABCG2 es menor y puede
exportar tanto porfirinas como compuestos no porfirinicos. Ademas, evidencias
experimentales avalan que ABCG2 transferiria el hemo transportado a proteinas de

unién extracelulares como albuimina (Desuzinges-Mandon y col., 2010).

111.3.2.1 Transporte de hemo en la mitocondria

En cuanto al tréfico intracelular de hemo, en particular el que ocurre a través
de las membranas mitocondriales de eucariotas, constituye un tépico de estudio en la
actualidad. Esta organela tiene un potencial de membrana altamente negativo, por lo
que el transporte de compuestos negativamente cargados como las porfirinas requiere
energia. En la mitocondria se localizan transportadores de tipo ABC, algunos de los
cuales estarian vinculados al transporte de hemo y a la homeostasis de porfirinas. A
pesar del origen endosimbidtico de la mitocondria, los transportadores ABC en esta
organela son reducidos en niumero e inusuales y no tienen homédlogo en procariotas
(Burke y Ardehali, 2007). En organismos eucariotas superiores, hasta la fecha, se han
identificado 4 transportadores mitocondriales de tipo ABC (Figura 8): ABCBS,
ABCB7/Atm1, ABCB8 y ABCB10/MdI1 (Zutz y col., 2009; Yuan y col., 2013), siendo
todos de codificacién nuclear. ABCB6, también llamado mtABCB3, estaria implicado en
la biosintesis y el transporte mitocondrial de porfirinas. Esta proteina de 79 kDa se
localiza en la membrana mitocondrial externa y se expresa en altos niveles en tejidos
gue tienen altos requerimientos de hemo (células hepaticas, eritrocitos, musculo
esquelético) (Krishnamurthy y col., 2006). Se ha demostrado que la cantidad de ABCB6
depende directamente de la cantidad intracelular de PP IX. Por medio de ensayos de

unién a una resina de hemin-agarosa se determind que es capaz de unir hemo, y esta
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interaccion es interrumpida por la presencia de coproporfirina lll y en menor medida
por hemina (Krishnamurthy y col., 2006). La forma reducida de la coproporfirina lll, el
coproporfirindgeno Il (COPRO lll), es el ultimo precursor citosélico de la biosintesis de
hemo y debe retornar a la matriz mitocondrial para completar la ruta biosintética
(Rebeiz y col., 1996). Ademas, el dominio C-terminal de ABCB6, donde se encuentra el
sitio de unidén a nucledtido, estd expuesto al citosol; esto apoya su funcidon propuesta
como importador mitocondrial (Krishnamurthy y col., 2006; Paterson y col., 2007). Si
bien las evidencias experimentales iniciales llevaron a proponer que era el ortélogo en
mamiferos de Atm1l, el exportador de centros Fe-S de S. cerevisiae con el que
comparte una homologia de secuencia del 30 %, la capacidad de ABCB6 de
complementar la funcion de Atm1 resultd ser sélo parcial. Actualmente se considera
gue ABCB6 y Atm1 no presentan homologia de funcidén y se postula que el rol de
ABCB6 es importar COPRO llI al interior de la mitocondria, paso necesario para la ruta
de biosintesis de hemo. Otras posibles funciones que se le adjudican no estan
relacionadas a la homedstasis de hemo, como la de mediar la resistencia a multidrogas
en células cancerosas, dado que se observd una mayor expresion de esta proteina en
células tumorales con resistencia aumentada a agentes citotéxicos (Szakacs y col.,
2004). Si bien es la Unica proteina ABC conocida que localiza en la membrana externa
de mitocondrias, carece de una secuencia de direccionamiento mitocondrial. De
hecho, existen reportes que la localizan también en la via de secrecién, incluyendo la
membrana del RE, el aparato de Golgi y la membrana plasmatica (Paterson y col.,
2007; Tsuchida y col., 2008). Se desconoce la razén para esta localizacién dual, aunque
se han presentado evidencias de que en Golgi transportaria compuestos porfirinicos
(como el Foscan, una droga utilizada en terapia de ciertos tipos de cancer), lo que
permite relacionarlo con la resistencia a multidrogas (Tsuchida y col., 2008). Otros
estudios han propuesto una localizacion en compartimentos endo-lisosomales y
membrana plasmadtica de eritrocitos (Kiss y col., 2012). Por ultimo, una isoforma de
mayor tamano (104 kDa) ha sido localizada en membrana plasmatica de células de
mamifero en cultivo, en este caso presentaria actividad transportadora hacia el
exterior y especifica para otro compuesto tetrapirrélico, la feoforbida A (Paterson y
col., 2007). Estas evidencias permiten postular una funcién protectora frente a los

efectos toxicos de este compuesto que se encuentra muchas veces en los alimentos.
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Fe-S Figura 8. Esquema de los transportadores
tipo ABC identificados en mitocondrias de
células eucariotas. En mamiferos, se
encuentran ABCB6, ABCB7, ABCB8 vy
ABCB10. En levaduras sélo Atm1 (homdlogo
a ABCB6 y ABCB7) y MdI1l y MdI2
(homdlogos a ABCB8 y ABCB10). Todos los
transportadores mitocondriales pertenecen
a la subfamilia B (MDR/TAP) de
transportadores ABC.

COPROIII

ABCB10
(MDL1)

péptidos?

Los otros 3 transportadores mitocondriales tipo ABC se localizan en la
membrana mitocondrial interna y tendrian una funcién como exportadores. ABCB7 de
mamiferos es el verdadero ortélogo de Atm1 de levaduras, el primer transportador
mitocondrial de tipo ABC (ATM = Abc transporter of mitochondria) en ser identificado
(Leighton y Schatz, 1995). ABCB7 presenta aproximadamente un 50 % de identidad de
secuencia con Atm1, y su expresion en levaduras atm1A es capaz de restaurar por
completo el fenotipo silvestre de estas células (los detalles del fenotipo mutante se
profundizaran en la seccion V.1) (Csere y col., 1998). ABCB7 ha sido detectada en todos
los tejidos analizados de ratén y humano, con un mayor nivel de expresién en el tejido
muscular de humanos (Savary y col., 1997; Pondarre y col., 2006). Defectos de ABCB7
en humanos provocan una deficiencia en la maduracion de centros Fe-S citosélicos
(Bekri y col., 2000). Asimismo, se observé que la ausencia de ABCB7 en células Hela en
cultivo causan la acumulacién de hierro en la mitocondria y su deficiencia en el citosol,
ademads de una mayor sensibilidad a agentes oxidantes, y acumulacion de PP IX en |la
mitocondria (Cavadini y col., 2007). Ademds de su funcién en la biogénesis de
proteinas con centros Fe-S, se ha propuesto que presentaria un rol en el metabolismo
de hemo (Pondarre y col., 2007). Se ha demostrado que interacciona con la
ferroquelatasa (FeCH), la enzima responsable del ultimo paso en la sintesis de hemo
que ocurre en la matriz mitocondrial, esto es, la incorporacion de hierro (Fe**) al anillo
de PP IX (Taketani y col., 2003). En conjunto, los resultados anteriores sugieren que
ABCB7 estaria involucrado en la regulacién de la incorporacion de hierro al hemo y a
centros Fe-S asi como en la homeostasis celular de hierro.

La proteina ABCB10 de humanos (o0 mABCB2; ABCme en ratones) fue detectada
en la mayoria de los tejidos analizados, siendo mas abundante en la médula ésea; algo

similar se ha observado en ratones (Zhang y col.,, 2000). Se ha demostrado que su
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presencia es esencial para la eritropoyesis (Hyde y col., 2012) y, mas especificamente,
que estimula la sintesis de hemo; a su vez este cofactor reprime la expresién de
AbcB10, sugiriendo alguna funcién en la homeostasis de hemo. No se ha determinado
con exactitud la identidad de su sustrato natural, pero se postula que seria una
porfirina (Shirihai y col., 2000). Asimismo, se ha propuesto que poseeria un posible rol
en exportar el 6-ALA producido en la matriz mitocondrial (Bayeva y col.,, 2013).
Estudios mas recientes han mostrado que interactuaria con la mitoferrina (MFRN1) y
con la FeCH estabilizando el complejo formado entre ellas en el metabolon® del que
forman parte (Chen y col., 2010). La MFRN1 es un transportador de hierro mitocondrial
especifico de células eritroides, cuya actividad es necesaria para la sintesis de hemo. La
asociacion de FeCH con MFRN1 permitiria acoplar la importacién de hierro a la
mitocondria con la incorporacién del mismo al anillo de PP IX para producir hemo.
Mediante ensayos de purificacién por cromatografia de afinidad seguido de
espectrometria de masas se identificaron otros transportadores de porfirinas,
incluyendo ABCB6, asi como la enzima PPOX (protoporfirindgeno oxidasa, responsable
de la sintesis de PP IX, sustrato de la FeCH), todas ellas formando parte del mismo
metabolon (Medlock y col., 2015).

Por ultimo, se ha descripto la existencia de la proteina ABCB8 (o mABC1) de 60
kDa, cuyo transcripto se detecté en todos los tejidos humanos analizados (Hogue y
col.,, 1999). Mediante ensayos de coinmunoprecipitacion se demostré que, en
condiciones no reductoras, forma parte de un complejo de mas de 200 kDa en el que
también participan otras proteinas mitocondriales, como la succinato deshidrogenasa,
el carrier de fosfato inorgdnico, el translocador de adenina y la ATP sintasa (Ardehali y
col., 2004). Tales interacciones fueron confirmadas por ensayos de doble-hibrido. Este
complejo macromolecular incorporado en proteoliposomas es capaz de transportar
iones potasio (K*), y por ello se cree que formaria una canal mitocondrial para K*
involucrado en proteger a las células de miocardio del estrés oxidativo (Ardehali y col.,
2005). Sin embargo, el mecanismo de accidon y la organizacién de este canal son

desconocidos y por lo tanto, la funcién de ABCB8 auin no estd clara.

3 .. . . , 3T . .
complejo intracelular de enzimas que forman parte de una misma via metabdlica y permite canalizar la
transferencia de sustrato entre ellas
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En eucariotas fotosintéticos, ademds de los transportadores mitocondriales
mencionados existen otros particulares del taxdn que no son objeto del presente
trabajo de Tesis. Entre ellos se encuentran la familia Sta, cuyos miembros son
homdlogos a Atm1, y el transportador CcmB, homdlogo a la proteina de igual nombre
en E. coli. Para mas informacion se sugiere el trabajo de Burke y Ardehali (2007) y las

referencias que alli se mencionan.

111.3.2.2 Proteinas citosolicas de union a hemo

Hasta la fecha, no se ha identificado proteina alguna que pueda actuar como
chaperona en el trafico intracelular de hemo, dejando un interrogante abierto acerca
de cdmo este cofactor es distribuido entre las hemoproteinas blanco. Numerosas
proteinas citosdlicas parecen unir hemo en mayor o menor medida, lo cual contribuiria
a mantener el hemo libre en concentraciones minimas. Algunos ejemplos reportados
son las GSTs (glutatidn S-transferasas), las HBPs (por heme binding protein) -de mayor
afinidad que las primeras-, y las FABPs (fatty acid binding protein), proteinas de unién
a acidos grasos (Yuan y col., 2013; Hamza y Dailey, 2012). Recientemente se ha
reportado que la GAPDH (gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa), enzima de la
glucdlisis, tendria una funcion alternativa al regular la insercion de hemo en ciertas

hemoproteinas (Hannibal y col., 2012).

111.3.2.3 Transporte intercelular

En eucariotas superiores existen interrogantes adicionales sobre cémo el hemo
es redistribuido entre los distintos tejidos (Yuan y col., 2013). Las proteinas
extracelulares que pueden unir hemo en mamiferos y colaborarian en este proceso
son la hemopexina, la haptoglobina y la albimina sérica humana (HSA) ademds de dos
lipoproteinas de alta y baja densidad, todas secretadas al plasma sanguineo para
recuperar el hemo liberado tras la lisis de eritrocitos envejecidos. Otra proteina ya
mencionadas es CeHRG-3 de C. elegans. Ademas, existe evidencia a favor de una via de
transporte de hemo intercelular en vertebrados que seria funcional al menos durante
el desarrollo embrionario (revisado en Hamza y Dailey, 2012).

De manera analoga, aquellos pardsitos que requieren hemo como cofactor y no
pueden sintetizarlo, se deben valer de un sistema de transporte para adquirirlo a partir

del huésped. A este grupo pertenecen los tripanosomatidos, cuyo mecanismo de
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incorporacion de hemo es en gran medida desconocido y el escaso conocimiento
disponible es bastante reciente. En primer lugar, en T. cruzi se demostrd la existencia
de un sistema de transporte transmembrana que estaria asociado a la internalizacién
de hemo libre desde el exterior, el cual se veria afectado negativamente ante la
presencia de inhibidores de transportadores tipo ABC (Lara y col., 2007; Cupello y col.,
2011). Ademas, se determind que el transporte de este compuesto es inhibido por
analogos de hemo, por lo que existiria algin mecanismo especifico para porfirinas
(Cupello y col., 2011). También, en nuestro laboratorio se observé que este proceso
depende de ATP (resultados no publicados). Mas tarde se logré identificar un posible
transportador para el cofactor en membrana plasmatica de Leishmania amazonensis
(Huynh y col., 2012), proteina a la que se la denominé LHR1 y que presenta homologia
a CeHRG-4 de C. elegans. Algo similar se observo en T. brucei, organismo en el cual se
identifico la proteina denominada TbHRG con homologia a CeHRG-1 (Cabello-Donayre
y col., 2016). Simultdneamente, en nuestro laboratorio se identificé en el genoma de T.
cruzi, un gen homoélogo al de LHR1 codificante de la proteina que denominamos TcHTE
(por heme transport enhancer). La misma se localiza en la estructura del bolsillo
flagelar, sitio reportado como lugar donde ocurren los procesos de transporte no
endociticos en tripanosomatidos, y su expresion responde a variaciones de la
disponibilidad de hemina en el medio de cultivo. Asimismo, la sobreexpresion del gen
TcHTE en trans estimula la captacién de hemo desde el exterior. Por ensayos de
complementacion en levaduras deficientes en la sintesis de hemo, se observé que esta
proteina localiza en membrana plasmatica y favorece la captacidon del cofactor
presente en el medio de cultivo, permitiendo su crecimiento en concentraciones
restrictivas de hemo y ademas, restaurando la capacidad respiratoria. Mediante
ensayos de transporte realizados en los distintos estadios de T. cruzi se demostré que
TcHTE estaria involucrada en la incorporacidon de hemo hacia el interior celular en los
estadios replicativos de T. cruzi (Merli y Pagura y col., 2016). Sin embargo, TcHTE es
una proteina pequefia (171 AA, 18 kDa) con sélo 4 hélices transmembrana y esto no
seria suficiente para llevar a cabo el proceso de transporte de hemo. Las evidencias
experimentales permiten proponer que estaria formando trimeros, posiblemente
junto a otros actores como componentes adicionales del sistema (Pagura, resultados

no publicados).
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Respecto al trafico y distribucion intracelular, el conocimiento existente es casi
nulo. Dado que varias hemoproteinas se situan en la Unica gran mitocondria del
parasito, esta organela es la diana principal hacia donde debe ser dirigido el hemo tras
ser adquirido desde el exterior. Recientemente, en T. brucei y Leishmania major, se
identificaron proteinas transportadoras de membrana intracelulares del tipo ABC, con
homologia a Atm1 y las Mdl de levadura, y que serian especificas para hemo (Horakova
y col., 2015; Martinez-Garcia y col., 2016).

A pesar de los avances no se han identificado con certeza los transportadores
responsables del transporte de hemo a través de la membrana plasmatica como
tampoco los responsables del transporte en organelas en este organismo patégeno.

Dada su ubicuidad en funciones de transporte tanto en organismos procariotas
como eucariotas, a continuacion, se describe brevemente las caracteristicas de los

transportadores ABC.

111.3.2.4 Transportadores de tipo ABC

La familia de transportadores tipo ABC se compone de un grupo amplio de
proteinas integrales de membrana que median diversos procesos de transporte ATP-
dependientes. Estructuralmente estas proteinas poseen cuatro unidades funcionales o
dominios: dos dominios transmembrana (TMD, por transmembrane domain)
hidrofébicos, que atraviesan la membrana multiples veces, y dos citosélicos, de unién
a nucleétido (NBD, por nucleotide-binding domain,), que unen e hidrolizan ATP
(Locher, 2016). Estos dominios pueden ser unidades individuales, o estar los NBD y/o
los TMD fusionados en un Unico polipéptido; ademas pueden combinarse formando
homodimeros o heterodimeros (Figura 9). Cada TMD consiste tipicamente de 6
regiones a-hélices (aunque pueden tener hasta 10), dando un total de 12 (o hasta 20)
a-hélices por transportador y son el principal determinante de la especificidad de
sustrato, sea que lo unen de manera directa o via proteinas accesorias. El espectro de
sustratos” gue pueden transportar es muy diverso e incluye desde moléculas
inorgdnicas y organicas pequefias (como aminodcidos, azucares, nucledsidos,

vitaminas y clusters de metales) a compuestos organicos mas grandes (péptidos,

* Los transportadores que utilizan energia de la hidrdlisis de ATP para bombear moléculas a través de
una membrana se denominan ATPasas, y constituyen una gran superfamilia. A esta pertenecen aquellos
transportadores que bombean protones (H') o iones metalicos (Na*, Ca*) asi como la familia ABC que se
caracteriza porque sus dominios NBD poseen el motivo ABC-signature.
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lipidos, oligonucledtidos y polisacaridos). Dada la naturaleza diversa del sustrato que
es transportado, los TMD no estdn conservados significativamente entre los distintos
transportadores, aunque si se conserva su topologia, ya que todos ellos forman un
poro transmembrana a través del cual se mueve el soluto (Locher, 2016). Los dominios
NBD son hidrofilicos y se ubican periféricos a la membrana, interaccionando con /oops
de los TMD que protruyen hacia el citosol; contienen aproximadamente 200
aminodcidos, son altamente conservados y poseen actividad de hidrdlisis de ATP. En
cada NBD se pueden reconocer un conjunto de motivos caracteristicos, que ha
recibido el nombre de “casete de unidn a ATP” y son los siguientes: un loop de unién a
fosfato (loop P o motivo Walker A) que une los fosfatos a y B del ATP; el loop A, con
una cadena lateral aromdtica que interacciona con el anillo de purina del ATP; el
motivo Walker B, que contiene el glutamato catalitico; el motivo “ABC-signature” (una
region corta de consenso LSGGQ), que fija y orienta al ATP durante la hidrdlisis; una
histidina de “switch” (o loop H), que estabiliza la geometria del estado de transicién; el
loop Q, que contacta con los TMD; y el loop D, de dimerizacién, que contacta los NBD
entre si y acopla la hidrdlisis del ATP al transporte del soluto (Locher, 2016; Wilkens,
2015). Este casete es evolutivamente muy antiguo y ha surgido previo a la divergencia
evolutiva que separd a procariotas y eucariotas. En consecuencia, estas proteinas se
encuentran ampliamente distribuidas y existen muchos ejemplos de proteinas ABC en
todos los dominios de la vida, constituyendo la mayor familia de proteinas
filogenéticamente relacionadas de todo el mundo vivo (Higgins y Linton, 2003). Por
ejemplo, E. coli posee 79 genes ABC (5 % de su genoma; Linton y Higgins, 1998),
mientras que los humanos tienen 48 genes de esta familia.

El transporte se inicia con la interaccion entre el sustrato y su sitio de unién en
los TMD, lo cual se transmite a los NBD para que unan ATP vy, a su vez, esto induce
cambios conformacionales en la proteina que provocan que el sustrato sea translocado
y liberado del lado opuesto de la membrana. La subsiguiente hidrolisis del ATP a ADP y
Pi (fosfato inorganico) deja al transportador listo para otro ciclo de transporte. Esto es
en lineas generales, dado que los detalles del mecanismo de transporte difieren de
transportador en transportador (Zutz y col., 2009; Locher, 2016).

Los transportadores tipo ABC pueden ser clasificados en importadores (y a su

vez en tipo | o tipo Il) o exportadores, segun la direccion en que bombean el sustrato

41



IlI- Introduccion

en condiciones fisiolégicas. En bacterias existen ambos tipos, mediando la importacién
de nutrientes esenciales (Dassa, 2003) y la exportacion de toxinas (Chang, 2003); en
eucariotas, las evidencias experimentales indican que todos los transportadores de
este tipo identificados actuarian como exportadores, con algunas excepciones. Se
localizan tanto en membrana plasmatica como en las membranas de peroxisoma, RE,
Golgi y mitocondria de eucariotas. En humanos, median importantes procesos
fisioldgicos, por ende, no es sorpresa que mutaciones en estos transportadores sean

causa de numerosas enfermedades (Burke y Ardehali, 2007; Dean, 2005).
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Figura 9. Organizacion en dominios de los transportadores ABC. Un transportador ABC tipico
consiste de 2 TMD (cuadrados sombreados) y 2 NBD (ovalos blancos). Estos dominios pueden estar
combinados en diversidad de formas: (a) siendo unidades individuales; (b) estando los NBD
fusionados en un Unico polipéptido; (c) estando los TMD formando parte de un Unico polipéptido;
(d) estando cada NBD fusionado a un TMD y asociado a otro NBD-TMD idéntico (homodimero); (e)
estando un NBD-TMD asociado a otro NBD y TMD no idéntico (heterodimero); (f) siendo los 4
dominios parte de un Unico polipéptido. En bacterias se observan cualquiera de las combinaciones
alternativas; en eucariotas la mayoria de transportadores ABC estan constituidos por un Unico
polipéptido que contiene las 4 unidades funcionales (f), con algunos miembros formados por el
ensamblado de 2 “medio transportador” (casos d y e). Algunos transportadores tienen subunidades
adicionales (no se muestra) necesarias para el proceso de transporte, generalmente involucradas
en la captacion del sustrato y su presentacién al sitio de unién en el TMD (Wilkens, 2015). En esta
figura los representados son todos exportadores (NBD hacia el citosol). EXT, exterior, MP,
membrana plasmatica, CITO, citoplama. Adaptado de Higgins y Linton, 2003.

.4 Herramientas bioquimicas, genéticas y moleculares para estudiar a

Trypanosoma cruzi

La secuenciacion del genoma de T. cruzi, junto con la de otro tripanosomatidos,

se completd en el afio 2005 (El-Sayed y col., 2005). Actualmente, existen 9 genomas de
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cepas de T. cruzi disponibles en la base de datos TriTryp (tritrypdb.org/tritrypdb). Con
tanta informaciéon disponible es sumamente importante la disponibilidad de
herramientas genéticas para analizar la funcién de sus genes en el organismo nativo.
Sin embargo, de entre todos los tripanosomatidos, T. cruzi es el que presenta mas
limitaciones técnicas. Si bien es posible propagar in vitro el pardsito en sus distintas
formas de vida, todos procesos optimizados en nuestro laboratorio, los estudios de
funcién génica son dificiles de llevar a cabo por numerosas razones. En primer lugar,
existen pocas herramientas genéticas para T. cruzi comparado con las existentes para
otros organismos, tanto procariotas (E. coli o Bacillus subtilis) como eucariotas (S.
cerevisiae, Arabidopsis thaliana, por mencionar algunos). Los primeros intentos por
manipular genéticamente los tripanosomatidos fueron realizados recién en la década
de 1980, por el desconocimiento que habia hasta ese entonces sobre la forma en que
éstos dirigen la expresidn de sus genes, sumado a que aun no se habian desarrollado
los métodos de transfeccion con ADN. Actualmente se sabe que estos organismos
presentan algunas peculiaridades en su biologia. En T. cruzi, la ARN Polimerasa Il no
utiliza factores de transcripcién tipicos, ni se han identificado promotores consenso, y
la regulacion de la expresién génica ocurre principalmente mediante eventos post-
transcripcionales de procesamiento del ARN -inicialmente policistréonico- como el
transplicing y la poliadenilacién, el editing, o su estabilidad, entre otros (Clayton y
Shapira, 2007). A partir de entender estas caracteristicas fue posible el disefio inicial de
vectores, el cual fue evolucionando hasta el repertorio de plasmidos que hay en la
actualidad. En este momento se cuenta con vectores episomales e integrativos; los
primeros (por ejemplo, pTEX) poseen secuencias flanqueantes de otros genes como el
de la GAPDH glicosomal, que guian la expresién del transgen, mientras que los
segundos permiten la integracién en el genoma via recombinacién homodloga, por
ejemplo, por portar un fragmento de ADN ribosémico (por ejemplo, pRIBOTEX) (Taylor
y col., 2011). Ademas, se encuentran disponibles diferentes marcadores de seleccidon
como la resistencia a geneticina (G418R), higromicina B (HygR) y tetraciclina (TetR). La
adicién de secuencias codificantes de etiquetas ha permitido realizar ensayos de
localizacion de las proteinas expresadas por los genes de interés y la utilizaciéon de
promotores de expresion regulable ha permitido el estudio de aquellos productos

proteicos cuya sobreexpresion tenga efectos deletéreos sobre el pardsito. A tal efecto
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en nuestro laboratorio se utiliza de rutina un sistema de expresién regulable por
tetraciclina (Tet) que consiste de: (1) el vector pTcINDEX (apartado 1V.2.1), con un sitio
de multiple clonado (SMC) bajo control de un promotor T7 y de un operador TetO, y se
integra en una region espaciadora no transcripta de genes ribosomales; (2) otro vector
episomal, el vector pLEW13, que expresa de manera constitutiva los genes bacterianos
tetR (represor transcripcional activo en ausencia de Tet) y el codificante de la T7 ARN
Polimerasa. Los marcadores de seleccion son HygR para pTcINDEX y G418R para
pLEW13. Como se observa, este sistema utiliza elementos génicos de otros organismos
que permiten crear un sistema de expresién inducible en organismos cuya expresién
no operaria de la manera convencional (Taylor y Kelly, 2006).

En segundo lugar, la transfeccion es el método disponible para la incorporacién
de genes en trans en T. cruzi. Sin embargo, la baja eficiencia de este proceso en
comparacion a una transformacion bacteriana, por ejemplo, es otro factor que dificulta
el avance de las investigaciones. Ademads, se requieren aproximadamente unas 8
semanas para la obtencién de transfectantes estables de T. cruzi, si los hubiere, un
tiempo bastante mds prolongado en comparacién a otros tripanosomatidos (requiere
1 semana para T. brucei y 2 semanas para Leishmania) (Taylor y col., 2011).

Por altimo, T. cruzi y también algunas especies de Leishmania, no presentan la
maquinaria molecular necesaria para el silenciamiento de genes por el mecanismo de
interferencia de ARN (ARNi), una herramienta ubicua en eucariotas, incluyendo otros
tripanosomatidos como T. brucei y sumamente util para el estudio de funcién génica
(Ullu y col., 2004; DaRocha y col., 2004). La ausencia de un sistema de silenciamiento
de ARN, hace necesario utilizar otras estrategias, como la generacion de knock outs y la
sobreexpresidn en trans de versiones mutantes del gen de interés que produzcan un
efecto dominante negativo frente a la versidon silvestre, aunque posiblemente esto
resulte letal para el organismo bajo estudio en caso de genes esenciales. En particular,
la obtencidon de knock outs por el método convencional es mucho menos eficiente en
T. cruzi comparado a otros organismos y se le suma el hecho que muchos genes estan
codificados por familias génicas multi-copia, por lo que esta técnica es laboriosa y
consume tiempo, cuando no fracasa (Clayton, 1999). Superados los obstaculos

experimentales anteriores, resulta sumamente complejo obtener una poblacidn clonal
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luego de la seleccion de transfectantes estables, sumando una complicacién mas al
estudio de este parasito (Nunes y col., 1990).

Por lo expuesto anteriormente, existe la necesidad de contar con organismos
modelo, que permitan superar las dificultades experimentales mencionadas a la vez
qgue, teniendo cercania evolutiva con T. cruzi, presenten las rutas metabdlicas que se
intentan elucidar. Esta estrategia permitird obtener informacién complementaria
sobre el proceso en estudio en el pardsito. Contando en el laboratorio con la
experiencia y las herramientas para realizar estudios en S. cerevisiae, nos planteamos
la posibilidad de utilizar a esta levadura como modelo para el estudio de proteinas
originarias de T. cruzi posiblemente involucradas en los procesos de transporte y

metabolismo de hemo que ocurren en este organismo.

1.5 Saccharomyces cerevisiae

S. cerevisiae es popularmente conocida como la levadura de la cerveza (del
griego Saccharo que significa azlicar, myces que significa hongo y cerevisiae, cerveza).
Este microorganismo es un eucariota unicelular de forma redondeada, perteneciente a
la familia Saccharomycetaceae, clase Hemiascomycetes, y como modelo biolégico ha
contribuido de manera muy importante a elucidar los procesos bdsicos de la fisiologia
celular (Botstein y col., 1997; Karathia y col., 2011). A diferencia de T. cruzi posee
caracteristicas estructurales mas simples y carece de flagelo (Figura 10a). Ademas,
presenta una tasa de crecimiento rapido, es facil de mantener en cultivo y se pueden
obtener colonias aisladas (clones). Es un microorganismo no patdégeno, y existe una
vasta diversidad de herramientas genéticas y moleculares, que permiten su
manipulacidén con minimas precauciones, incluyendo un sistema de transformacién de
ADN sencillo y versatil. En su ciclo de vida S. cerevisiae presenta dos fases bioldgicas
estables: haploide y diploide. Estas permiten generar, aislar y caracterizar mutantes
con mucha facilidad (los caracteres presentes en el genoma nuclear segregan de
manera Mendeliana), asi como realizar estudios de complementacién de funcién
génica (Figura 10b). Se conoce la secuencia completa de su genoma

(https://www.yeastgenome.org/), que consiste de 16 cromosomas por célula haploide,

apenas unas cuantas veces mayor que el de E. coliy 200 veces menor que el de células

de mamifero. Muchos de sus genes codifican para proteinas con funciones similares a
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las presentes en otros eucariotas mds complejos, algunas obvias como las de
ribosomas y citoesqueleto, otras sorprendentes como proteinas codificadas por
protooncogenes (Kataoka y col., 1985; Mewes y col., 1997). Por estas y otras razones
ha sido y es ampliamente utilizado como modelo de estudio biolégico de otros
eucariotas sencillos asi como de eucariotas superiores, incluso hasta del hombre. Su
metabolismo es aerdbico facultativo, es decir, tienen la capacidad de respirar en
presencia de O, —proceso que requiere hemo- mientras que en ausencia de oxigeno
hacen fermentacidn, proceso que también realizan en presencia de oxigeno cuando la
fuente de carbono es abundante. Esta propiedad se ha explotado desde hace muchos

afos en la produccién de pan y de bebidas alcohdlicas.
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Figura 10. (a) Células de Saccharomyces cerevisiae vistas al microscopio DIC. (b) Esquema del ciclo
de vida de Saccharomyces cerevisiae. Durante la fase vegetativa, la levadura se divide
asexualmente por gemacién tanto en cultivos de células diploides como haploides. En el estado
haploide es posible aislar mutantes recesivas. Cuando se aparean células haploides de diferente
tipo sexual, se obtienen células diploides, utiles para el estudio de complementacion de fenotipos.
Estas pueden en determinadas condiciones dividirse meidticamente, en cuyo caso se obtiene un
asca que contiene cuatro ascoesporas haploides. El gen que determina el tipo sexual (MATa o
MATa) segrega 2:2, es decir se producen dos esporas a y dos esporas a. Recientemente se
encontré que ademas son capaces de formar pseudohifas (no se muestra).

111.5.1 Biosintesis de hemo en Saccharomyces cerevisiae

S. cerevisiae es capaz de sintetizar hemo en condiciones aerdbicas y, a su vez,
este cofactor regula la expresidon de otros genes necesarios para la respiracién (Mense
y Zhang, 2006). La biosintesis de hemo en S. cerevisiae consiste de 8 reacciones
enzimaticas, comenzando y terminando en la matriz mitocondrial con varias etapas

intermedias en el citosol (Figura 11a). Al igual que las a-proteobacterias y demads
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eucariotas no fotosintéticos, S. cerevisiae sintetiza 6-ALA a través de la condensacion

de glicina y succinil-CoA por la accién de la acido 6-aminolevulinico sintasa (ALAS)

(Figuras 11ay 11b).
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(continuacion)
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Figura 11. Biosintesis de hemo en Saccharomyces cerevisiae. (a) En la mayoria de eucariotas no
fotosintéticos incluyendo S. cerevisiae, la via de sintesis de hemo comienza y termina en la matriz
mitocondrial con algunos pasos intermedios en el citosol. (b) En a-proteobacterias y eucariotas no
fotosintéticos, el 6-ALA se obtiene por condensacion de glicina y succinil-CoA. (c) En la mayoria de
los organismos procariotas y en organismos eucariotas fotosintéticos, el 6-ALA se sintetiza a partir
de glutamil ARNt®" y a través de 2 reacciones secuenciales. Enzimas de la via: ALAS (acido &-
aminolevulinico sintasa); PBGS (porfobilindgeno sintasa); HMBS (hidroximetilbilano sintasa); UROS
(uroporfirindgeno lll sintasa); UROD (uroporfirindgeno Il decarboxilasa); CPOX (coproporfirindgeno
Il oxidasa); PPOX (protoporfirinégeno IX oxidasa); FeCH (ferroquelatasa); Glu-ARNt reductasa
(glutamil ARNt®" reductasa) y GSAA (glutamato 1-semialdehido aminotransferasa). Adaptado de
Furuyamay col., 2007; Hamza y Dailey, 2012; Warren y Smith, 2009.

111.5.2 Funciones del hemo B en Saccharomyces cerevisiae

Numerosas hemoproteinas se encuentran presentes en la mitocondria, que es
la organela donde cursan las 3 reacciones finales de la sintesis de hemo. En este caso,
el cofactor se hallaria accesible para ensamblarse con la apoproteina correspondiente,
por ejemplo, los componentes de la cadena respiratoria mitocondrial. En esta
localizacion también estan presentes las enzimas ScCox10 y ScCox15 (HOS y HAS,
respectivamente, de S. cerevisiae) embebidas en la membrana mitocondrial interna,
gue modifican quimicamente el hemo B sintetizado para producir hemo A. Las
evidencias experimentales presentadas sugieren que estas enzimas se encuentran
reguladas tanto a nivel de su sintesis como de su actividad. El gen ScCOX15, a
diferencia del gen ScCOX10, responde transcripcionalmente a la concentracion de
hemo intracelular. Ambos genes son ademas regulados por la disponibilidad de
distintas fuentes de carbono y por los niveles de oxigeno. La cantidad de cada proteina
en el interior de una célula es también diferente en S. cerevisiae: la relacién entre la
concentracion de ScCox15 respecto de ScCox10 es de 8:1 (Wangy col., 2009). Por esto
y otras observaciones se ha propuesto que alguna de las dos proteinas presentaria
alguna funcién adicional a la de su actividad HOS o HAS -segun corresponda- y que

ScCox10 seria el paso limitante de la via de biosintesis de hemo A. Sin embargo, la
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regulacién principal de esta ruta no es a través de la sintesis de estas enzimas, sino de
su actividad: se ha observado que mutar el factor de traduccién Mss51, lo cual bloquea
completamente la traduccion de la subunidad 1 de la CcO (Cox1) no afecta los niveles
de proteina de ScCox10 o ScCox15, pero si limita la produccion de hemo A (Wang y
col., 2009). Por otro lado, la mutacion de residuos esenciales de ScCox15, que anula su
actividad, no genera la acumulaciéon de hemo O en exceso, aun en condiciones donde
conjuntamente se sobreexprese el gen ScCOX10. Estos resultados permitieron
proponer que los productos de la enzima ScCox15 (hemo A) o los intermediarios de la
sintesis de CcO regulan la reaccidn catalizada por ScCox10, es decir la farnesilacion del
hemo B (Barros y col., 2001; Barros y Tzagoloff, 2002). Por ultimo, se ha observado que
la oligomerizacion de cada una de las enzimas es necesaria para que puedan
desarrollar su actividad HOS y HAS (Bestwick y col., 2010; Khalimonchuk y col., 2010;
Khalimonchuk y col., 2012).

111.5.3 Transporte de hemo en Saccharomyces cerevisiae

S. cerevisiae no posee transportadores de hemo de alta afinidad en membrana
plasmatica, depende principalmente del hemo sintetizado por ella mas que del
exogeno (revisado en Hamza y Dailey, 2012). Sin embargo, se han identificado
transportadores de tipo ABC vinculados a la homeostasis de hemo en otras
localizaciones. De éstos, nos centraremos en aquellos de localizacién mitocondrial,
dado que son los de nuestro interés.

El primer transportador de tipo ABC mitocondrial identificado fue descubierto
en S. cerevisiae, se lo denomind Atm1 (Leighton y Schatz, 1995) y se observd que era
necesario para el normal crecimiento de la levadura. Estudios adicionales mostraron
gue defectos en este transportador causaban la acumulacién de hierro en mitocondria
sin un cambio notable en la biosintesis de hemo o su transporte, por lo que se
considera que tiene un rol en la exportacion de precursores de centros Fe-S
sintetizados en la mitocondria para su incorporaciéon a proteinas citosdlicas (Kispal y
col.,, 1999). Un estudio mas avanzado sobre la respuesta transcripcional ante la
ausencia de Atm1l, asi como de otros componentes del sistema de ensamblado de
centros Fe-S, mostré un fuerte aumento de la expresién de aproximadamente unos

200 genes (Hausmann y col., 2008). El efecto global incluye la activacion de sistemas
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de alta afinidad para captar hierro del exterior, la represidon de la respiracion y el
metabolismo de hemo, y la induccién de los genes involucrados en la adquisicién de
glucosa, de manera de compensar la deficiencia respiratoria.

Posteriormente se observd que esta levadura posee otros 2 transportadores de
tipo ABC mitocondriales, denominados Mdl1 y MdI2. Ambos son exportadores aunque
ninguno de ellos es especifico para hemo (Jungwirth y Kuchler, 2006). MdI1 se
identificd en 1994, es homodloga a la proteina ABCB10 de humano, y se observd que su
deficiencia no ocasiona un fenotipo distintivo en el crecimiento de células de levadura,
si una disminucion en la translocacién desde la mitocondria al citosol de péptidos de
un tamafio comprendido en 0,6 a 21 kDa (Dean y col., 1994). En intentos por
determinar la especificidad de sustrato de Mdl1, se utilizé una biblioteca de sustratos
potenciales constituida por péptidos muy diversos estructuralmente. Se ensayé la
actividad de unidn de sustrato y transporte de Mdl1 reconstituida en proteoliposomas
y microsomas y ninguno de los péptidos utilizados fue reconocido por el transportador,
lo que indica que tendria preferencia por un grupo muy reducido de péptidos, que no
se encuentran representados en las bibliotecas de péptidos disponibles. En base a
esto, se presume que MdI1 exportaria péptidos derivados de proteinas de membrana
interna mitocondrial que han sido proteolizadas ante estrés oxidativo, por un tipo de
sistema de control de calidad mitocondrial, junto con otros factores adicionales, como
iones metdlicos o compuestos sulfurados (centros Fe-S, por ejemplo) (Zutz y col., 2009;
Young y col., 2001). La relevancia fisiolégica de este proceso estd en debate dado que
existen otros sistemas proteoliticos que median la extrusién de péptidos fuera de la
matriz mitocondrial, asi como enzimas que digieren estos péptidos a aminodcidos
antes de ser exportados. Ademas, péptidos generados por otras proteasas pueden
abandonar la mitocondria aun en ausencia de Mdl1. Por ultimo, en la busqueda de
genes que puedan suprimir el fenotipo de células atm1A se identific6 MDL1 como
capaz de complementar la delecién de ATM1. Se observd que una sobreexpresion de
MDL1 en células de levadura atm1A presentan una recuperacion parcial del fenotipo
salvaje (Chloupkova y col., 2003).

La funcidn fisiolégica de la proteina MdI2, un homodlogo cercano de Mdl1, no ha
sido caracterizada hasta la fecha. Células deficientes en esta proteina presentan un

crecimiento ligeramente disminuido en fuentes de carbono como glicerol-etanol, en
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comparacion a las células salvajes (Young y col., 2001). Otros estudios mostraron que
las células mdI2A también crecen débilmente en acido oleico, lo cual sugiere una
funcién para MdI2 relacionada a la homeostasis de lipidos en mitocondria (Lockshon y
col., 2007).

Hasta la fecha no se ha identificado el transportador responsable de exportar al
citosol el hemo sintetizado en la mitocondria de S. cerevisiae, para que éste sea
incorporado en las apohemoproteinas citosdlicas correspondientes, o de otras
localizaciones. Dada la importancia que posee este cofactor, S. cerevisiae podria
presentar un mecanismo de transporte promiscuo, de manera de asegurar la

distribucidn intracelular del hemo sintetizado por ella.

1.6 Objetivos

T. cruzi debe adquirir el hemo B desde el entorno - sus distintos hospedadores,
insecto o mamifero- para suplir la deficiencia en la sintesis del cofactor. Este, una vez
incorporado al interior celular, debera ser dirigido hacia los distintos blancos. En
particular, en la mitocondria sera incorporado en distintas hemoproteinas -incluidos
los complejos Il y Il de la cadena respiratoria- o sera convertido a hemo A por TcCox10
y TcCox15, para ser incorporado a la CcO (Buchensky y col., 2010).

Ante todo lo expuesto, resulta vital la comprension detallada de las vias de
transporte vy distribucién de este cofactor en el parasito, cuyo blogueo podria causar
severos efectos en su ciclo de vida. En este contexto, surgen las siguientes preguntas:
¢Como llega el hemo hasta la mitocondria para su posterior insercion a las
hemoproteinas correspondientes? y, ¢ COmo ocurre la biosintesis de hemo A?

T. cruzi presenta ciertas dificultades para su manipulacidon experimental en el
laboratorio, a diferencia de la facilidad que en su lugar presenta S. cerevisiae, un
modelo eucariota sencillo no patdgeno, ampliamente utilizado tanto en nuestro
laboratorio como en otros grupos de investigacion del metabolismo de hemo. En estas
condiciones y dada la experiencia y las herramientas disponibles parece factible utilizar
a S. cerevisiaze como herramienta para el estudio de ciertos genes y/o procesos que
ocurren en T. cruzi. Si bien en S. cerevisiae no se han identificado hasta la fecha

transportadores de hemo mitocondriales, no se descarta como se detallard a
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continuacion (Capitulo 1 de Resultados) su utilizacién para el estudio de funciones
ortdlogas.

Es por ello que en el presente trabajo de Tesis profundicé los estudios con
respecto a TcCox10 y a un posible transportador de hemo mitocondrial de T. cruzi del
tipo ABC, mtTcAbcB, utilizando a S. cerevisiae como organismo base para el estudio de
los genes codificantes de estas proteinas de T. cruzi, con el fin de elucidar propiedades

y caracteristicas del transporte y metabolismo de hemo en el parasito.

111.6.1 Objetivos generales

El objetivo general propuesto para este proyecto es el estudio de funcién de
proteinas de T. cruzi con posible rol en el metabolismo y en el transporte de hemo
hacia el interior de la mitocondria del parasito para luego ser utilizado como cofactor
de los complejos respiratorios. Se propone a S. cerevisiae como sistema modelo de
este estudio. Para ello, se formulan los objetivos especificos que se detallan a

continuacion.

111.6.2 Objetivos especificos

1) identificar la funcion de la proteina codificada por el gen mtTcABCB de T.
cruzi, denominado asi por su homologia con la proteina de mamiferos ABCB6
involucrada en el transporte mitocondrial de porfirinas.

2) profundizar el estudio del rol funcional de TcCox10, una de las enzimas

involucradas en la biosintesis de hemo A.
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IV.1 Herramientas bioinformaticas

IV.1.1 Bases de Datos

Las secuencias gendmicas utilizadas en este trabajo se obtuvieron de las bases
de datos de tripanosomatidos TritrypDB (http://tritrypdb.org/tritrypdb/) (Aslett y col.,
2010), de Saccharomyces genome database (http://www.yeastgenome.org/) y de la
base de datos del NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), donde se realizaron las

busquedas por similitud mediante BLAST (BLASTp o BLASTn).

IV.1.2 Analisis de secuencias

El disefio de las estrategias de clonado se llevd a cabo utilizando el software
Clone Manager Suite 7 versidon 7.11 (Sci Ed Central). Los alineamientos multiples de
secuencia fueron realizados con el programa Clustal X versién 2.0
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2) (Larkin y col., 2007). Los porcentajes de
identidad y similitud se calcularon a partir de estos alineamientos obtenidos en el
programa Ident and Sim (http://www.bioinformatics.org/sms2/ident_sim.html). Los
dominios conservados se identificaron con el programa CDART del NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/lexington/lexington.cgi) (Geery col., 2002).

Las secuencias proteicas se analizaron con el programa CCTOP (Constrained
Consensus TOPology prediction server, http://cctop.enzim.ttk.mta.hu) (Dobson y col.,
2015) que incluye andlisis de los siguientes algoritmos: TMHMM Server 2.0, Phobius, y
HMMTOP; adicionalmente se utilizd el programa TMpred (http://embnet.vital-
it.ch/software/TMPRED_form.html) (Hofmann y col., 1993) para determinar las
probables regiones transmembrana de estas secuencias. Los péptidos sefal y la
probabilidad de localizacion mitocondrial fueron predichos con los programas
MITOPROT (http://ihg.gsf.de/ihg/mitoprot.html) (Claros y Vincens, 1996), TargetP
(http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/) (Emanuelsson y col., 2000), SignalP
(www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/), Predotar (Small y col.,, 2004) e IPSORT
(http://ipsort.hgc.jp/; Bannaiy col., 2002).

La masa molecular de las proteinas se calculd a partir de sus secuencias

primarias con el programa Compute pl/MW (http://web.expasy.org/compute pi/).

Ademads se utilizd el programa PyMOL Viewer (www.pymol.org) para la

prediccion de estructura en tres dimensiones (De Lano, 2002).
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IV.2 Plasmidos y oligonucleétidos utilizados

IV.2.1 Plasmidos

Los plasmidos utilizados en el presente trabajo se detallan en la Tabla | y

algunos se representan en la Figura 12.

Tabla I. Plasmidos.

Nombre

Caracteristicas relevantes

pTcGFPN
(Batista y col., 2010)

Contiene la secuencia sintética que codifica para la proteina verde
fluorescente (GFP, Green Fluorescent Protein). Confiere el fenotipo
G418R para la seleccion en T. cruzi. Confiere resistencia a

cloranfenicol (CImR) y a ampicilina (AmpR) en E. coli.

pENTR3C
de la serie Gateway®
PENTR™ Vectors

(Invitrogen)

Plasmido comercial que contiene sitios attll y attl2 para la
recombinacidn sitio especifica con un vector de destino Gateway.
Contiene el gen ccdB localizado entre los sitios attL para la
seleccion negativa y el gen de resistencia a kanamicina (KanR) para
la seleccidn positiva en E. coli. Tiene un origen de replicacion pUC

de alto nimero de copias y un sitio de multiple clonado (SMC).

PENTR3C.TcCOX10.HIS

Derivado de pENTR3C, contiene el gen TcCOX10 de T. cruzi
(secuencia salvaje) como fusidén a una secuencia que codifica para
una cola C-terminal de 6 histidinas (HIS) y clonado entre los sitios

BamH |y Xho | (construido previamente en el laboratorio).

PGEM-T Easy.mtTcABCB.HIS

Derivado del plasmido comercial de clonado pGEM-T Easy
(Promega), contiene el gen mtTcABCB clonado fusionado en 3" a
una secuencia que codifica para una cola de 6 His, entre sitios

Hind Il y Xho | (construido previamente en el laboratorio).

pRS426M25
(Buchensky y col., 2010)

Plasmido derivado del vector de expresién en levaduras pRS426
(Mumberg y col., 1994); puede replicarse tanto en S. cerevisiae
(marcador de seleccion URA3), como en E. coli (seleccidon por
AmpR). Ademas, posee un casete de expresion constituido por el
promotor regulable del gen MET25, un SMC y la secuencia

terminadora del gen CYC1 (citocromo c1).

pRS426M25.5cCOX10.HIS

Derivado de pRS426M25, contiene el gen ScCOX10 de S.
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(Buchensky y col., 2010)

cerevisiae como fusidon en 3" a una secuencia para 6 His, clonado

entre BamH |y Hind lll. AmpR.

pRS426M25.TcCOX10.HIS
(Buchensky y col., 2010)

Derivado de pRS426M25, contiene el gen TcCOX10 de T. cruzi
como fusidn a una secuencia que codifica para una cola C-terminal

de 6 histidinas, clonado entre los sitios BamH | y Xho |. AmpR.

pRS426M25.mtTcABCB.HIS

Contiene el gen mtTcABCB de T. cruzi como fusién a una
secuencia que codifica para una cola C-terminal de 6 histidinas,

clonado entre los sitios BamH | y Xho |. AmpR.

pRS414
(Mumberg vy col.,1994)

Vector de expresidon en levaduras; puede replicarse tanto en S.
cerevisiae (marcador de seleccidn TRP1), como en E. coli (seleccién
por AmpR). Gentileza del laboratorio de Dennis Winge, de la

Universidad de Utah, Utah, USA.

pLEW13
(Taylor y Kelly, 2006)

Posee el gen ARN polimerasa T7, el gen tetR que reprime la
expresion del promotor del vector pTcINDEX en ausencia de Tet y
el gen neo para la seleccidn por G418R, todos de expresion

constitutiva. Puede replicarse en E. coliy en T. cruzi.

pTcINDEX
(Taylor y Kelly, 2006)

Vector integrativo en las zonas espaciadoras entre los genes de
ARN ribosomales del genoma de T. «cruzi, regiones
transcripcionalmente silentes. Posee el gen de la higromicina B
fosfotransferasa (hyg) bajo control del promotor T7. Cuando se
usa en conjunto con pLEW13, el agregado de higromicina B (Hyg)
selecciona indirectamente este plasmido (sin necesidad de
agregado de geneticina - G418) debido a que la ARN polimerasa T7
es necesaria para transcribir la resistencia a esta droga desde
pTcINDEX. La secuencia clonada en el SMC queda bajo el control
del promotor T7 y de un operador TetO que la hace reprimible en
ausencia de Tet. Flanqueando el SMC posee secuencias
intergénicas de actina de T. cruzi para proveer sitios de
poliadenilacion, sitio aceptor del transsplicing de la proteina
ribosomal P2B y un terminador de la ARN polimerasa de T7. Para

la manipulacién en E. coli posee AmpR.
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pTcINDEX.TcCOX10.HIS Derivado de pTcINDEX, contiene el gen TcCOX10 de T. cruzi como
fusidén a una secuencia que codifica para una cola C-terminal de 6

histidinas, clonado entre los sitios BamH | y Nru |. HygR.

Dral
Xmn |
Hincll
Sall
BamH |
Kpnl
EcoR1

pENTR3C

EcoR |
Not |
Xho |
EcoRV
Xba |
Kpn |
Xho |
Hincll
Sall
Clal Kon|
pRS414 EcoR | pRS426 MET25
4788 pb Pst| 6336 pb terminador
Small Xho |
Xma Sall
BamH | Hind Il
spel EcoR |
Not | Sma |
Btg| Xmall
Saclll BamH |
Sac | Xba |

— —_—

Sacl Sac |

Hind 1l

@ Not
Nael
pTcINDEX Clal
8.500 pb* Miul
BamH |

K Nrul j

Figura 12. Caracteristicas de plasmidos comerciales utilizados en el presente trabajo de Tesis. Se
muestran los origenes de replicacidn, sitios de corte de algunas enzimas de restriccién, genes de
resistencia y auxotrofia, y otros casetes de interés. *Dado que la secuencia completa de pTcINDEX
no se conoce por completo, su tamano es estimado.
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1V.2.2 Oligonucleétidos

En la Tabla Il se detallan los oligonucleétidos utilizados en este trabajo de Tesis:

Tabla Il. Secuencias de oligonucledtidos. Se muestran subrayados los sitios de reconocimiento
para endonucleasas de restriccion.
Inserto

Oligonucleétidos Secuencias 5°-3°
amplificado

(BamH 1) TcCOX10 FP.TcCox10B 5’-GCGGATCCATGATCCGACGAGCCCTTC-3'

TcCOX10.HISnon- .
RevHis-noStop  5'-CGCCTCGAGATGATGATGATGATGATGACC-3'
stop (Xho 1)
(BamH 1) FPTCABCB2  5'-CCGATGGATCCATGCGGCGCGTTGCATC-3’
mtTcABCB

mtTcABCB.HISnon- . , ,
RevHis-noStop2  5"-CGCCTCGAGACCATGGTGATGGTGATGATG-3

stop (Xho 1)
(Xho 1) GFP FPpTcGFPN-3 5’-TACCTCGAGATGAGCAAGGGCGAGGAGCTG-3’
GFP (stop- Sal | 5’-CCTCTAGATATCGTCGACTCACGACTTGTACAG
RPpTcGFPN-5 -
EcoRV - Xba ) CTCGTCC-3’
Fragmento interno
FSeqTcABCB6-1 5'-GTTTAAGATGGTCGTTGAC-3’
de mtTcABCB
Fragmento interno , i
F2TcCox10 5'-AACGGGACCAGCAAG-3

de TcCOX10

IV.3 Cepas y lineas celulares utilizadas

IV.3.1 Cepas bacterianas

Para el clonado de los genes en estudio y para el mantenimiento de los
plasmidos utilizados se empled la cepa de Escherichia coli DH5a:: F endA1 ginV44 thi-1
recAl relA1 gyrA96 deoR nupG ¢80 lacZAM15 A(lacZYA-argF) U169 hsdR17(rK mK’) A".

IV.3.2 Cepas de levaduras

Para los estudios de funcionalidad de las proteinas de interés se utilizaron las
siguientes cepas de S. cerevisiae:
e DY5113 (W303): MATa ade2-1 his3-1,15 leu2-3,112 trplA ura3-1 (donada por
Dennis R. Winge, Universidad de Utah, Utah, EE.UU.).
e cox10A, derivada de DY5113 (W303): MATa ade2-1 his3-1,15 leu2-3,112 trp1A
ura3-1 cox10::KanMX4 (Buchensky y col., 2010).
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e BY4743 (diploide), derivada de $288C: MATa/a, his3A1/his3A1 leu2A0/leu2A0
lys2A0/LYS2 MET15/met15A0 ura3A0/ura3A0.

e mdi2h, derivada de BY4743 (S288C): MATa/a, his3-A1, leu2-A, LYS2/lys2A0
met15A0/MET15, ura3-A0, mdI2A::KanMX4 (donada por Paul Cobine, Auburn
University, 2001).

e atmlA, derivada de YHP500 (YNN216): MATa ura3-52 lys2-801_amber, ade2-
101_ochre, trp1-A63, his3-A200, leu2-A1, atml1::LEU2. (Kispal y col., 1997) del
laboratorio del Dr. Roland Lill (Alemania, 2007).

e hemll, derivada de DY1457 (W303): MATa ura3-52, trpl-1, his3-11, ade6,
can1-100(oc) hem1::LEU2 (Crisp y col., 2003).

e hemlA, derivada de W303: MATa ura3-52, trp1-1, his3-11, ade6, can1-100(oc)
hem1::HIS3.

IV.3.3 Lineas celulares

Para el estudio de la biosintesis de hemo A se utilizd la cepa Dm28c de
Trypanosoma cruzi (Tcl, aislado en Carabobo — Venezuela, de Didelphis marsupialis).
En los experimentos de transfeccidn se utilizé la misma cepa portando el plasmido

pLEW13 como se detalla en la seccidn siguiente.

IV.4 Técnicas de cultivo

1V.4.1 Medios de cultivo para Escherichia coli

Para el cultivo de E. coli se utilizé el medio rico Luria-Bertani (LB) que contiene:
extracto de levadura 0,5 % p/v, peptona 1 % p/v, NaCl 1 % p/v (Difco). En su forma
solida, este medio incluye agar-agar 1,5 % p/v. Se emplearon los siguientes
antibidticos: kanamicina (Kan) 50 pg/ml, cloranfenicol (Clm) 30 pg/ml y ampicilina
(Amp) 150 pg/ml, segun el plasmido a seleccionar.

A menos que se indique lo contrario, los cultivos fueron incubados a 37 °C.

1V.4.2 Medios de cultivo para levadura

Para el cultivo de S. cerevisiae se utilizé el medio de cultivo rico (YPD, por Yeast
Extract Peptone Dextrose) que contiene: extracto de levadura 1 % p/v, peptona de

carne 2 % p/v y como fuente de carbono glucosa 2 % p/v. Alternativamente, la fuente
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de carbono fue galactosa 2 % p/v (YPGal) o glicerol 3 % v/v con etanol 2 % v/v (YPGIi-
EtOH).

Para el cultivo de S. cerevisiae transformadas se utilizé el medio de cultivo
sintético selectivo (SCDO, por Sintético Completo Drop Out) que contiene: YNB (Yeast
Nitrogen Base) 1,7 g/l, (NH4),SO4 5 g/l y Drop Out mix 1,1 g/l (Drop Out mix: 2,5 g
adenina; 1,2 g arginina; 6 g aspartico; 6 g glutamico, 1,8 g lisina; 3 g fenilalanina; 22,5 g
serina; 12 g treonina, 1,8 g tirosina y 9 g valina). Dependiendo de las caracteristicas de
la cepa a seleccionar, se agregd: triptéfano (Trp) 20 mg/l; histidina (His) 20 mg/I;
leucina (Leu) 100 mg/l; metionina (Met) 20 mg/l y/o uracilo (Ura) 20 mg/l. Como
fuente de carbono se utilizé: glucosa 2 % p/v (Glu), galactosa 2 % p/v (Gal) o glicerol 3
% v/v con etanol 2 % v/v (Gli-EtOH). Alternativamente se utilizd el medio Sintético
Depletado (SD) que a diferencia del SCDO no posee el mix de aminodcidos (Drop Out
mix) (Tabla IV, seccién V.1.2.2.5).

Estos medios en su versidn sdlida contienen agar-agar 1,5 % p/v y en todos los
casos los cultivos fueron mantenidos a 30 °C.

En ensayos de complementacién de funcidon se utilizaron concentraciones
menores de Met para inducir la expresién de los genes clonados bajo el control del
promotor MET25 del vector pRS426M25 o del pRS414M25°.

Para el cultivo de células hem1A, se suplementé adicionalmente el medio con
6-ALA 250 uM (33 pg/ml) o hemina 1 uM (0,65 pg/ml). En ensayos de transporte de
porfirinas estos compuestos se adicionaron al medio de cultivo en cantidad menor o
mayor a la estandar. Alternativamente se utilizé el analogo de hemo PP IX, gentilmente
cedida por el Dr. Eric Hegg (Universidad de Utah, Utah, EE.UU.). La solucion stock de
hemina (sal de cloruro de hierro(lll) protopofirina IX, forma comercial) se preparé a
partir de droga sdlida (Frontier Scientific) disolviendo la misma en una solucion de
NaOH 0,01 N en etanol 50 % v/v a una concentracion final de 1 mM. Se esterilizd por
filtracion en filtros de membrana con tamafo de poro de 0,22 um, se fracciond y
almacendé a -80 °C hasta su utilizacién. La soluciéon stock de 6-Ala se prepard
disolviendo la droga sélida en H,0 destilada (H,04) estéril a una concentracién final de
4 mg/ml que posteriormente fue filtrada y almacenada a 4 °C hasta su uso. La solucion

stock de protoporfirina IX (PP IX), se preparé a una concentracién de 8,99 mM en

> Construido durante el presente trabajo de Tesis.
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DMSO y se conservé a -80 °C hasta su uso. Para su utilizacion en los ensayos,
previamente se diluyé en NaOH 0,01 N alcanzando una concentracién final de 1 mM.

IV.4.2.1 Determinacién de Densidad Optica

Para la determinacién de la densidad éptica (DO) de un cultivo bacteriano o de
levaduras como medida de su concentracion, se realizé una dilucién 1/10 del cultivo en
LB o H,04 segun corresponda, en un volumen final de 1 ml. La mezcla se transfirio a

600

cubeta de acrilico y se midi6 DO a 600 nm (DO”) en un espectrofotometro

GeneQuant 1300 (GE Healthcare).

1V.4.3 Cultivo de Trypanosoma cruzi

Los epimastigotes de T. cruzi (Dm28c) fueron mantenidos en fase exponencial
de crecimiento (5 a 40 x 10° parésitos/ml) por pasajes sucesivos cada 3 - 5 dias en
medio indefinido Liver Infusion Tryptose (LIT — NaCl 0,4 % p/v, KCl 0,04 % p/v, NaH,PO,4
0,8 % p/v, triptosa 0,5 % p/v, infusién de higado 0,5 % p/v y glucosa 0,8 % p/v)
suplementado con 10 % v/v de suero fetal bovino (SFB) inactivado por calor (LIT SFB 10
%) y hemina 20 uM (Camargo, 1964) a 28 °C. Para los mantenimientos de rutina se
utilizaron 2 a 5 ml de medio en botellas de cultivo de 25 cm? de superficie mantenidas
en posicidn vertical.

Para el mantenimiento de epimastigotes transfectantes, se suplementd el
medio con Hyg 200 pg/ml o de G418 250 ug/ml seguin corresponda.

IV.4.3.1 Recuento de parasitos

Para el recuento de parasitos, se tomaron 20 ul de cada cultivo de
epimastigotes y se adicionaron a 180 ul de formaldehido 3,7 % p/v en PBS (solucién
tampodn fosfato salino, que contiene NaCl 137 mM, Na,HPO4 4,7 mM, KH,PO4 1,47 mM
y KCl 2,7 mM). Se colocaron 10 pl de la mezcla en cdmaras de Neubauer (Boeco) y se
contd el numero de parasitos. Se calculd la cantidad de parasitos por ml de cultivo
considerando la dilucién realizada y la cantidad de cuadrantes contados (de 10” ml de
volumen cada uno) de la cdmara utilizada.

Alternativamente se utilizd un contador hematolégico automatizado (W19
Counter AA de Wiener Lab) adaptado para contaje de epimastigotes (gentileza de
Wiener Lab). En ese caso, una alicuota de 100 pl de cultivo se diluyé con 100 ul de

formaldehido 7,4 % en PBS y se colocé en el dispositivo. Los cultivos se consideraron
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en fase exponencial temprana de crecimiento cuando contenian 0,5 - 1 x 10’
parasitos/ml, en fase exponencial con 1 - 5 x 10’ parasitos/ml y en fase exponencial

tardia con 5 - 8 x 10’ parasitos/ml.

IV.4.4 Congelado de cepas

Se empled la técnica de criopreservacién como método de almacenamiento de
células a largo plazo con minimos cambios fenotipicos. Para el caso de células
bacterianas, a partir de una colonia repicada de una placa fresca, se inocularon 3 ml de
cultivo LB liquido con el antibiético apropiado y se incubé toda la noche (O.N.) a 37 °C
con agitacién constante (250 rpm). 1 ml de este cultivo se depositd en criovial estéril
junto con 416 ul de glicerol 87 % v/v (concentracion final: 25 % v/v). Se congelé a — 80
°C. En el caso de células de levaduras se procedid de manera similar realizando el
cultivo liquido en YPD o SCDO Glu debidamente suplementado e incubado O.N. a 30°C.

En el caso de T. cruzi, 1 ml de cultivo de epimastigotes saturado (100 x 10°
parasitos/ml) se colecté por centrifugacion a 3500 g durante 10 min y se resuspendio
en igual volumen de SFB con DMSO 10 %. Esta mezcla se depositd en criovial y
almacend en Mr. Frosty™ (Nalgene™ Cryo 1 °C Freezing Container) mantenido a
temperatura ambiente. El dispositivo Mr. Frosty, que permite el enfriamiento lento (-1
°C/min), se transfirio inmediatamente a -80 °C y transcurridas 12 h el criovial se
depositd en cepario a -80 °C o, alternativamente, en tanque conteniendo nitrégeno

liquido (-196 °C).

IV.5 Técnicas de manipulacidn de acidos nucleicos

Todas las soluciones de ADN fueron almacenadas a largo plazo a -20 °C en

solucién acuosa, a menos que se indique lo contrario.

IV.5.1 Purificacion de ADN plasmidico

Las purificaciones de ADN plasmidico se realizaron a partir de cultivos de E. coli
transformante de 5 - 10 ml crecidos O.N. a 37 °C en agitacion en medio LB liquido
suplementado con el antibidtico apropiado. Se utilizé el kit comercial Wizard ®Plus SV
Minipreps DNA Purification System (Promega) segin las recomendaciones del

fabricante, obteniendo el ADN en solucién acuosa en un volumen de 100 pl.
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IV.5.2 Determinacion de la concentracion de ADN

Para determinar la concentracidn de soluciones de ADN se realizaron medidas
de Absorbancia a 260 nm (Ays0). El valor de absorbancia a 260 nm fue utilizado para
calcular la concentracion de ADN segun la relacién de absorbancia igual a 1 para una
solucién de ADN 50 pg/ml (Sambrook y col., 1989). Las mediciones se efectuaron en
espectrofotémetro estandar o, alternativamente, en equipo BioPhotometer plus

(Eppendorf) a partir de 10 pl de la solucidn depositados en cubeta pCuvette G1.0.

IV.5.3 Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

IV.5.3.1 Amplificacion de las secuencias codificantes de mtTcABCB.HISnhonstop y

TcCOX10.HISnonstop

Las secuencias codificantes de TcCox10 y mtTcAbcB (ambas con cola de 6
histidinas en C-terminal) ya se encontraban disponibles en el laboratorio clonadas en
los plasmidos pENTR™3C y pGEM®-T Easy, respectivamente (Tabla 1), los cuales fueron
utilizados como molde para subsiguientes reacciones de amplificacion.

Para obtener el fragmento mtTcABCB.HISnonstop las amplificaciones se
llevaron a cabo en un volumen total de 50 pl conteniendo aproximadamente 50 ng de
ADN plasmidico, los cebadores FPTcABCB-2 y RevHis-noStop2 de Tabla Il en
concentraciones 0,3 uM cada uno; cada desoxirribonucledtido trifosfato (dATP, dCTP,
dGTP y dTTP) en 0,3 mM, MgSO; 1 mM y 1 U de Pfx platinum ADN Polimerasa
(Invitrogen) con su correspondiente solucion amortiguadora. Se siguid el siguiente
programa de temperaturas realizando 30 repeticiones de las etapas 2, 3 y 4:

1- Desnaturalizacion inicial: 90 s a 94 °C
2- Desnaturalizacion: 15sa 94 °C

3- Anillado: 30sa 53 °C

4- Elongacion: 2 min30sa 68 °C

5- Elongacién final: 10 min a 68 °C.

Para el caso de TcCOX10.HISnonstop se procedié de manera similar utilizando
los cebadores FP.TcCox10B y RevHis-noStop (Tabla Il) y se aplicé el siguiente programa
de temperaturas realizando 30 repeticiones de las etapas 2, 3y 4:

1- Desnaturalizacion inicial: 90 s a 94 °C

2- Desnaturalizacion: 15sa 94 °C
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3- Anillado: 30sa 53 °C
4- Elongacién: 90sa 68 °C
5- Elongacidn final: 10 min a 68 °C.

Los productos obtenidos, mtTcABCB.HISnonstop de 2246 pb vy
TcCOX10.HISnonstop de 1200 pb, se purificaron por electroforesis en gel de agarosa 1
% tras lo cual fueron digeridos con enzimas BamH | y Xho |, cuyos sitios de
reconocimiento en 5’y 3’ respectivamente de cada gen, fueron introducidos con los
cebadores empleados en la reaccién de PCR. Estos sitios permitieron el posterior
clonado de cada inserto amplificado en un vector apropiado (pENTR™ 3C) digerido con
las mismas enzimas.

La eliminacion del codén de terminacion en el extremo C-terminal de cada
secuencia permitié que la secuencia que se clonase luego del sitio Xho | de la misma
pudiese ser traducida junto con el gen de T. cruzi como un Unico polipéptido; en este

caso se agrego una secuencia codificante de la proteina GFP (GFP).

1V.5.3.2 Amplificacion de la secuencia codificante de GFP

La secuencia codificante de GFP con sitios Xho | en 5’y Sal | - EcoR V - Xba | en
3', se obtuvo por reacciones de PCR utilizando como molde el plasmido pTcGFPN
(aproximadamente 10 ng de ADN) en un volumen total de 50 pl conteniendo ademas
los cebadores FPpTcGFPN-3 y RPpTcGFPN-5 de Tabla Il en concentraciones 0,3 uM
cada uno; cada desoxirribonucleétido trifosfato (dATP, dCTP, dGTP y dTTP) en 0,3 mM,
MgSO; 1 mM y 1 U de Pfx platinum ADN Polimerasa (Invitrogen) con su
correspondiente solucidn amortiguadora. Se siguid el siguiente programa realizando
30 repeticiones de las etapas 2, 3 y 4:
1- Desnaturalizacion inicial: 2 min a 94 °C
2- Desnaturalizacion: 25sa 94 °C
3- Anillado: 30 sa 58 °C
4- Elongacion: 90 s a 68 °C
5- Elongacién final: 10 min a 68 °C.
Se obtuvo como producto el fragmento GFP de 747 pb, que fue purificado por
electroforesis en gel de agarosa y luego digerido con enzimas apropiadas para su

clonado en los vectores PENTR3C.mtTcABCB.HISnonstop y
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PENTR3C.TcCOX10.HISnonstop, entre los sitios Xho | del inserto ya presente (-nonstop)
y EcoR V o Xba | del vector, respectivamente, quedando en fase con el inserto de
interés.

Las secuencias de fusion resultantes mtTcABCB.HIS-GFP y TcCOX10.HIS-GFP
poseian entonces los sitios Sal | - EcoR V - Xba | en 3' que, junto el sitio BamH | en 5/,
permitieron su posterior clonado en el vector pRS426M25 de expresién en levaduras y
en el vector pTcINDEX de expresién en T. cruzi.

Todas las reacciones de PCR se efectuaron en un termociclador Eppendorf
Mastercycler Gradient.

La obtenciéon de los productos del tamafio adecuado, asi como su cantidad, se

verificd mediante analisis en geles de agarosa (1 % p/v).

1V.5.4 Electroforesis de ADN en geles de agarosa

Las diferentes muestras de ADN (plasmidos, fragmentos de restriccion vy
productos de PCR) fueron resueltas mediante electroforesis horizontal en geles de
agarosa 1 % p/v, utilizando el sistema de tipo submarino (Sambrook y col., 1989). La
solucién de agarosa 1 % p/v se prepard en solucion amortiguadora TAE (Tris:Acetato
40 mM, EDTA 1 mM, pH 8) y una vez fundida se agregé el colorante GelGreen™
Nucleic Acid Gel Stain (Biotium) diluido 1/10000. Los marcadores de tamafio molecular
empleados fueron A Hind Il (PB-L, Productos Bio-Légicos), que consiste de ADN de fago
A digerido con la endonucleasa de restriccién Hind 1, y Ladder 100 bp (fragmentos de
extremos romos de tamanos que van de 100 a 1500 pb y son multiplos de 100 pb, mas
un fragmento adicional de 2080 pb).

Las muestras se suplementaron con Buffer de Siembra 6X (glicerol 30 % (v/v),
xilencianol 0,25 % (p/v) y azul de bromofenol 0,25 % (p/v)) en una relacién 5:1. Las
corridas electroforéticas se llevaron a cabo en buffer TAE empleando un voltaje
constante de 80 V.

Los fragmentos de ADN fueron visualizados directamente por fluorescencia del
agente intercalante utilizando un transiluminador de luz azul Safe Imager (Invitrogen).
Los geles fueron digitalizados con camara fotografica digital Sony Cyber Shot DSC-H7 y

las imagenes procesadas con los programas Adobe® Photoshop® CS5 o Image J.
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IV.5.5 Purificacion de bandas a partir de gel de agarosa

Para purificar fragmentos de ADN, las bandas fueron escindidas del gel de
agarosa al 1 % p/v con bisturi tras lo cual se utilizé el kit comercial Wizard SV Gel and
PCR clean-up system (Promega) siguiendo el protocolo propuesto por el fabricante. Se
procedid segun las especificaciones del producto, obteniendo el ADN en un volumen

final de 50 pl.

IV.5.6 Digestion de ADN con enzimas de restriccion

Para la digestion de los diferentes plasmidos y de los productos de PCR se
emplearon las endonucleasas de restriccion de Fermentas o Promega®. En general, las
digestiones se llevaron a cabo durante 2 horas a 37 °C en las cantidades y medios de

reaccion recomendados por el proveedor.

1V.5.7 Ligacion de fragmentos de ADN

Las reacciones de ligacion de fragmentos de ADN se realizaron utilizando la
enzima T4 ADN Ligasa (Fermentas) siguiendo las indicaciones y utilizando las
soluciones amortiguadoras recomendadas por el fabricante. En general se trabajé
sobre una relaciéon molar inserto:vector 3:1 en un volumen final de 20 pl, conteniendo
10-20 ng de ADN en total; excepcionalmente en el caso de mtTcABCB, cuando su
tamarfio fue similar al del vector, se trabajé en una relacion molar inserto:vector 1:1.

El inserto y el vector fueron previamente incubados a 65 °C por 5 min e
inmediatamente colocados en hielo durante 10 min. Las mezclas de ligacién
conteniendo la enzima, el vector, el inserto y la solucion amortiguadora adecuada se
incubaron O.N. a 4 °C. Paralelamente se realizé un control de religacidon del vector en
ausencia de inserto, incluyendo los mismos componentes de la mezcla y reemplazando
el agregado de inserto por un volumen equivalente de H,04 estéril.

Posteriormente, las mezclas de ligacién fueron utilizadas para la transformacion

de células bacterianas competentes.

IV.5.8 Preparacion de células de Escherichia coli DH5a competentes y transformacion

Tanto la obtencién de células competentes de E. coli DH5a como su posterior
transformaciéon con plasmidos o mezclas de ligacidon se realizé por el método quimico
siguiendo el protocolo de Sambrook (Sambrook y col., 1989) con las modificaciones

que se detallan a continuacidn. A partir de un cultivo bacteriano saturado (crecido
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0.N.) se realizé una diluciéon 1/100 en medio liquido LB fresco y se incubd a 37 °C en
agitacion hasta alcanzar una DO®*® = 0,5 (aproximadamente 2 h, en fase exponencial
de crecimiento). Por cada evento de transformacion, se tomé una alicuota de 1 ml del
cultivo y se la centrifugd durante 5 min a 2500 x g a 4 °C. Una vez descartado el
sobrenadante, las células se lavaron con 500 ul de CaCl, 0,1 M frio y estéril, y se
centrifugaron nuevamente. Se volvié a descartar el sobrenadante y las células se
pusieron en suspensién utilizando 100 ul de CaCl, 0,1 M frio y estéril. Posteriormente
se anadié el ADN plasmidico (aproximadamente 20 ng) o la mezcla de ligacién
completa (contenidos en un volumen no mayor a 10 pl) y las células se incubaron en
hielo durante 30 min en el caso del plasmido o 60 min en el caso de la mezcla de
ligacion. Como control negativo de la transformacién, se agregé 10 ul de H,04 estéril
en lugar de ADN. Luego, se las sometid a un choque térmico, el cual consistié en una
incubacién durante 90 s a 42 °C e inmediatamente se las colocd en hielo. Se agregd
medio liquido LB con glucosa 1 % p/v y se incubaron las células a 37 °C durante 40 min.
Finalmente, se sembraron en medio LB sélido suplementado con el antibidtico
apropiado y se incubd por 12 h a 37 °C.

Las colonias obtenidas se analizaron por PCR para verificar la presencia del inserto

deseado.

1V.5.9 PCR de colonia

Esta técnica se utilizé para diferenciar colonias transformantes que porten
vector con inserto de aquellas que posean vector religado luego de una transformacién
con una mezcla de ligacidn. El protocolo de trabajo fue el siguiente:

a) Lisis bacteriana: se eligieron al azar aproximadamente 10 colonias de cada tipo
de transformantes y 1 colonia de una placa control con bacterias sin transformar, las
cuales fueron recogidas con palillos estériles y colocadas en tubos de microcentrifuga
individuales conteniendo 150 pl de H,04 estéril. Con el mismo palillo se hizo
inmediatamente una réplica en una nueva placa con LB sélido y el antibidtico de
seleccion apropiado. Las muestras fueron incubadas por 15 min a 100 °Cy 5 ul de éstas
se usaron como molde en una reaccién de PCR.

b) PCR: para la amplificacion del ADN plasmidico de las células transformantes se

tomaron 5 plL del sobrenadante de las bacterias lisadas a utilizar como molde de la
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reaccién. Paralelamente se hizo un control positivo con 1 pl de una diluciéon 1:10 de
pldsmido conteniendo la secuencia de interés en 4 ul de H,04 estéril. Los cebadores
fueron utilizados en una concentracién 0,5 UM cada uno. Ademas se utilizd: cada
desoxirribonucleétido trifosfato (dATP, dCTP, dGTP y dTTP) en 0,2 mM, MgCl, 2 mM y
2,5 U de Tag ADN Polimerasa (Invitrogen) con su correspondiente solucién
amortiguadora, en 25 ul de volumen final de reaccién. Los programas de amplificacién
fueron los mismos utilizados para amplificar el inserto blanco, excepto por la
temperatura de extensién que fue de 72 °C debido a la polimerasa utilizada.

En el caso de verificar la presencia del inserto TcCOX10 en alguna de sus
versiones, se utilizaron los mismos cebadores usados en la amplificacion con Pfu a
menos que se indique lo contrario (Tabla Il). Se siguid el siguiente programa realizando
30 repeticiones de las etapas 2, 3y 4:

1- Desnaturalizacion inicial: 90 s a 94 °C
2- Desnaturalizacion: 15sa 94 °C

3- Anillado:45sa53°C

4- Elongacion:90sa 72 °C

5- Elongacién final: 10 mina 72 °C.

En el caso de verificar la presencia del inserto mtTcABCB en alguna de sus
versiones, se utilizaron los mismos cebadores usados en la amplificacion con Pfu a
menos que se indigue lo contrario (Tabla Il). Se sigui6 el siguiente programa realizando
30 repeticiones de las etapas 2, 3y 4:

1- Desnaturalizacion inicial: 90 s a 94 °C
2- Desnaturalizaciéon: 15sa 94 °C

3- Anillado: 30sa 53 °C

4- Elongacién:2 min30sa72°C

5- Elongacidn final: 10 mina 72 °C.

Para verificar la presencia del inserto GFP se utilizaron los mismos cebadores
que para su amplificaciéon con Pfu (Tabla Il) siguiendo el siguiente programa realizando
30 repeticiones de las etapas 2, 3 y 4:

1- Desnaturalizacién inicial: 2 min a 94 °C
2- Desnaturalizacién: 25sa 94 °C

3- Anillado: 30sa 58 °C
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4- Elongacién:90sa 72 °C

5- Elongacion final: 10 mina 72 °C.

1V.5.10 Resolucion de secuencias de ADN

Las reacciones de secuenciacién de ADN fueron efectuadas por el servicio DNA
Sequencing Facility de la Universidad de Maine, Orono, Maine, EE. UU.

(http://www?2.umaine.edu/dnaseq/services/#sequencing) sobre una muestra de ADN

plasmidico. Las muestras se enviaron segun las condiciones especificadas por dicho
establecimiento (5ul de ADN plasmidico de concentracion 100 ng/ul y 3ul de
oligonucleétidos de concentracién 5 uM).

Se utilizaron como cebadores los oligonucledtidos detallados en la Tabla Il que

hibridan sobre regiones que flanquean a los insertos segun el plasmido utilizado.

Tabla Ill. Oligonucleétidos empleados para secuenciacidn.

Vectores Oligonucledtidos

ext-attL1%: TAGTTAGTTACTTAAGCTCGGGC

PENTR3C 6
ext-attL2°: CAGAGCTGCAGCTGGATGGC

oTCINDEX FP_HX1: CTTTTCCAACTTCTTTTATGATG

RP_lg.Act: CAAGGACAGAAAACGGTAAG

Adicionalmente, en el caso de la secuenciacidn de los fragmentos fusién a GFP,
se utilizaron los cebadores FSeqTcABCB6-1 para mtTcABCB.HIS-GFP y F2TcCox10 para
TcCOX10.HIS-GFP (seccién IV.2.2) que hibridan en 5" de la porcién HIS.

Las secuencias fueron analizadas utilizando los programas ChromasLite versién

2.01 (Technelysium Pty Ltd, http://technelysium.com.au/wp/chromas/) y Clone

Manager Suite7 version 7.11.

1V.5.11 Transformacion de células de levadura Saccharomyces cerevisiae

Las células de S. cerevisiae fueron sometidas a transformacién por el método
guimico en presencia de Acetato de Litio (LiAc) (Gietz y Woods, 2002). Las levaduras se
crecieron O.N a 30 °C con agitacién en medio rico YPD. Luego, se hizo una dilucién de 3
ml del cultivo O.N. saturado en 30 ml de medio liquido YPD (dilucion 1/10) tal que la

DO%® =1 y se incubd durante 4 - 5 h en agitacion hasta alcanzar una DO® = 4. El

® son secuencias que flanquean a los sitios attL1 y attL2, respectivamente.
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cultivo se centrifugd a 2500 x g durante 5 minutos a temperatura ambiente, se
descartd el sobrenadante y las células se pusieron en suspension utilizando 5 ml de
solucion de LiAc (Tris:HCl 10 mM pH 7,5; EDTA 1 mM pH 8 y LiAc 0,1 M). Se repitio la
centrifugacion, se descartd el sobrenadante y las células se resuspendieron utilizando
la solucidn de LiAc residual. Por cada evento de transformacidn a realizar se agregd a
un tubo de microcentrifuga 3 ul de ADN plasmidico (20 ng/ul), 60 ul de suspension de
células de levadura y 10 pul de ADN simple hebra carrier (ADN de esperma de salmén
Sigma-Aldrich 10 mg/ml previamente hervido por 10 minutos y mantenido en hielo
hasta su uso). Luego se afiadié 0,45 ml de solucidn de PEG 40 % p/v (Tris:HCl 10 mM
pH 7,5; EDTA 1 mM pH 8, LiAc 0,1 M y PEG 3500 40 % p/v) y se incubaron las células a
30 °C por 40 minutos. Como control negativo de la transformacién, se tomd siempre
una alicuota extra de cultivo que se procesé igual que al resto, pero se agregd 10 pl de
H,0q4 estéril en lugar del ADN. A continuacidn, se las sometié a un choque térmico
durante 15 minutos a 42 °C seguido de la transferencia de las células a temperatura
ambiente. Luego se centrifugaron y se pusieron en suspensién utilizando 200 pl de
YPD. Por ultimo, las células se sembraron en medio selectivo (SCDO Glu sin el

aminodcido correspondiente) y se incubaron a 30 °C por 2 - 3 dias.

1V.5.12 Transfeccion de epimastigotes de Trypanosoma cruzi

Epimastigotes de T. cruzi Dm28c conteniendo el plasmido pLEW13 (Taylor y
Kelly, 2006) disponibles en el laboratorio, se crecieron en LIT SFB 10 % suplementado
con hemina 20 uM y G418 250 pg/ml a 28 °C a una densidad de cultivo de
aproximadamente 3 x 10’ células/ml. Las células se colectaron por centrifugacién a
2000 x g por 5 min, se lavaron 2 veces con PBS, se suspendieron a una densidad celular
de 1 x 10® células en 0,4 ml de buffer de electroporacioén (PBS junto a MgCl, 0,5 mM y
CaCl, 0,1 mM) y luego las células se transfirieron a una cubeta de 0,2 cm de paso. El
buffer de transfeccién fue preparado con 150 - 300 ul de las purificaciones de ADN
plasmidico (15 - 30 g total de plasmido derivado de pTcINDEX) utilizando el kit
comercial Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega), 40 ul de PBS
10X, 4 pl de MgCl, 50 mM y 4 ul de CaCl, 10 mM y completado con H,04 hasta un
volumen de 400 pl. La mezcla se colocd en hielo por 15 min y luego se le aplicé un

pulso de 450 V y 500 pF usando un electroporador GenePulser Il (Bio-Rad, Hercules,
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EE.UU.). Luego, las células se transfirieron a una botella de cultivo de 25 cm’ de
superficie con 3 ml de LIT SFB 10 % suplementado con hemina 20 uM y G418 250
ug/ml, y se incubaron a 28 °C. Una muestra de epimastigotes se sometié al mismo
protocolo de transfeccion pero sin ADN, como control negativo. A las 48 h, se agregd
Hyg a una concentracioén inicial de 50 pg/ml. Luego de 72 — 96 h, los cultivos se
mantuvieron por diluciones periddicas y se llevé gradualmente a una concentracién
final de Hyg 200 pg/ml. Se obtuvieron lineas estables después de 30 — 45 dias de la
transfeccidn, cuando las mismas recuperaron la velocidad normal de crecimiento

(tiempo de duplicacién de 24 — 36 h) y el control negativo dejé de crecer.

IV.6 Técnicas de manipulaciéon de proteinas

1V.6.1 Cuantificacion de proteinas por método de Bradford

Las concentraciones proteicas de los extractos se estimaron utilizando el
método colorimétrico Protein Assay (Bio-Rad) siguiendo las instrucciones del
fabricante. Para la curva patrén se utilizaron diluciones de una solucién de albimina

sérica bovina (BSA) de 1 mg/ml.

1V.6.2 Electroforesis SDS-PAGE de proteinas

La separaciéon de proteinas mediante electroforesis vertical en geles de
poliacrilamida (PAGE, PolyAcrylamide Gel Electrophoresis) se realizdé en condiciones
reductoras y desnaturalizantes en presencia de dodecilsulfato sédico (SDS); técnica
denominada SDS-PAGE (Sambrook y col.,, 1989). Las muestras de proteina fueron
diluidas en Solucién de Siembra 5X (Tris-HCl 100 mM pH 6,8, glicerol 25 % v/v, SDS 10
% p/v, B-ME 0,5 % v/v, azul de bromofenol 0,5 mg/ml) en una proporcién 4:1 (Bollag y
col., 1996). Dependiendo el origen de las muestras se hicieron distintos tratamientos:
extractos proteicos bacterianos se hirvieron durante 5 min, extractos mitocondriales o
totales de levadura se calentaron 30 min a 50 °C, extractos totales de T. cruzi se
calentaron 15 min a 42 °C. El marcador PageRuler Plus Prestained Protein Ladder
(Fermentas®), cuyas bandas son de tamafios de 250, 130, 95, 72, 55, 36, 28, 17 y 10
kDa, se utilizd para estimar los pesos moleculares.

Las muestras y el marcador de masa molecular se sembraron en calles

separadas de un gel discontinuo (Laemmli, 1970); las concentraciones finales de
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poliacrilamida en los geles de concentracién y de separacion utilizadas fueron 4 % p/v
y 12 % p/v, respectivamente.

El sistema de electroforesis empleado fue el Mini-PROTEAN III® (Bio-Rad). La
corrida se realizo utilizando la solucion amortiguadora Laemmli (Tris 0,3 % p/v, glicina
1,44 % p/v y SDS 0,1 % p/v pH 8,3) (Bollag y col.,, 1996), aplicando una corriente
constante de 25 mA por gel de 1 mm de espesor. Luego de la corrida los geles fueron
revelados mediante tincién de proteinas totales con una solucién de Azul Brillante de
Coomassie R-250 al 1 % p/v en etanol:acido acético:agua (50:10:40), previa fijacién por
incubacion durante 5 min en solucién decolorante (etanol 30 % v/v, acido acético 10 %
v/v, agua 60 % v/v). Alternativamente, se electrotransfirieron a membranas de

nitrocelulosa con el fin de realizar ensayos de Western blot.

IV.6.3 Western blot

Las proteinas separadas por SDS-PAGE se electrotransfirieron a membranas de
nitrocelulosa (Amersham) utilizando el sistema Mini-Trans-Blot transfer (Bio-Rad). La
transferencia se realizd con agitacidn permanente en bafio de agua-hielo durante 90
min a 350 mA. La solucién de transferencia empleada consistié en Tris:HCI 25 mM pH
8, glicina 192 mM y metanol 20 % v/v. Concluida la transferencia, se la eficiencia del
proceso por tincion reversible con el colorante Rojo Ponceau. Luego de lavar con H,0y,
se llevd a cabo el bloqueo de la membrana incubando la misma con solucién
amortiguadora PBS-T leche (PBS conteniendo Tween-20 0,1 % v/v y leche descremada
en polvo al 5 % p/v) durante 60 min con agitacion suave a temperatura ambiente 6 2 -
4 h a 4 °C. Posteriormente la membrana se incubd O.N. a 4 °C en agitacién suave (o 2
horas a temperatura ambiente) con una dilucién del anticuerpo primario
correspondiente en una solucidon de PBS-T. Se utilizaron los siguientes anticuerpos
primarios: anti-His (Calbiochem, 100 pg/ml, obtenidos de ratén) en una dilucién 1/200,
anti-His (GE Healthcare, 100 ug/ml, obtenidos de ratén) en una dilucién 1/3000,
anticuerpos policlonales de conejo anti-TcCox10 purificados y concentrados en una
dilucién 1/200, anticuerpos policlonales de conejo anti-TcAbcB purificados vy
concentrados en una dilucion 1/200, anticuerpos de conejo anti-GFP (Santa Cruz
Biotechnology) en una dilucién 1/1000, anticuerpos monoclonales de ratén anti-

tubulina clon TAT-1 en una dilucién 1/1000 (donado por K. Gull, Universidad de
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Oxford, Inglaterra), anticuerpos de conejo anti-triparredoxina peroxidasa mitocondrial
de T. cruzi (TcmPx) (Nogueira y col., 2009) en una dilucién 1/5000 (donado por Sergio
Guerrero, UNL, Argentina), anticuerpos policlonales de conejo anti-subunidad B del
complejo F1 de la ATPasa mitocondrial de S. cerevisiae en una dilucién 1/3500 (donado
por A. Tzagollof, Universidad de Columbia, EE.UU.) y anticuerpos anti-hemoperoxidasa
ascorbato dependiente (TcAPX) de reticulo endoplasmatico (Wilkinson y col., 2002) en
una dilucion 1/5000. Posteriormente se realizaron 4 lavados de 5 min con PBS-T leche
en agitacién suave para eliminar los anticuerpos no unidos a la membrana y se incubé
la misma con el anticuerpo secundario correspondiente durante 2 horas a 4 °C en
agitacion suave preparados en una solucién de PBS-T. Se utilizaron anticuerpos anti-
lgG de raton conjugados a la enzima peroxidasa HRP (Calbiochem, 133 pg/ml,
obtenidos de cabra) diluidos 1/3500 en buffer PBS-T o anticuerpos anti-IgG de conejo
conjugados a peroxidasa HRP (Calbiochem, 133 ug/ml, obtenidos de cabra) en una
dilucién 1/10000. Seguidamente, se efectuaron 4 lavados de 5 min con la solucion de
lavado (PBS-T o PBS).

La deteccién de las sefales correspondientes a las proteinas de interés se
realizé mediante el método quimioluminiscente. Se emplearon los kits comerciales ECL
Prime Western Blotting Detection kit (GE Healthceare) o SuperSignal® West Pico
Chemiluminescent Substrate de Pierce, siguiendo las instrucciones de los fabricantes.
Las membranas se incubaron 5 min con los reactivos comerciales mencionados y luego
fueron expuestas entre 10 s a 30 min frente una placa autorradiogréfica. Luego la placa
se incubd 2 min en la solucién de revelado (Kodak) y luego de lavar con H,0g, se incubd
2 min en la solucion fijadora. Finalmente se enjuagd la placa autorradiografica con
H,O4 y se dejé secar.

Las imagenes fueron procesadas con el programa Imagel) (Schneider y col.,
2012).

Con el fin de reutilizar las membranas de nitrocelulosa para detectar las mismas
proteinas con otro anticuerpo (que reconozca un epitope distinto) u otras proteinas
distintas, estas fueron tratadas con soluciones de disrupcion del complejo antigeno-
anticuerpo (soluciones de stripping). Se utilizaron dos tratamientos alternativos: una
incubacion de 30-60 min a temperatura ambiente u O.N. a 4 °C con una solucion con

glicina 100 mM, NaCl 100 mM, pH 3 (tratamiento suave), o 30 min a 50 °C con una
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solucién conteniendo B-mercaptoetanol 100 mM, SDS 2 % y Tris:HCl 62,5 mM pH 6,7
(tratamiento fuerte). En ambos casos, luego del tratamiento con las respectivas
soluciones, se procedid a lavar la membrana con PBS-T y se bloqued la misma
utilizando PBS-T leche. Se hizo un control de stripping incubando con anticuerpo
secundario y revelando o incubando directamente con las soluciones de revelado.
Finalmente se incubd con los anticuerpos alternativos y se repitio el resto de la técnica

de Western blot.

IV.6.4 Purificacion de anticuerpos anti-TcCox10 y anti-mtTcAbcB a partir de suero

inmune

Durante el trabajo de Tesina de grado del Dr. Simén Menéndez Bravo, se
obtuvieron las proteinas recombinantes GST-P2(TcAbcB).His y GST-P2(TcCox10).His,
compuestas por un péptido antigénico proveniente de la proteina en cuestion (el
denominado P2(TcAbcB) de aproximadamente 32,7 kDa y P2(TcCox10) de 15 kDa,
respectivamente)’ fusionado a GST (25kDa) por el extremo N-terminal y con cola de 6
histidinas en C-terminal, y ambos con un sitio de reconocimiento para trombina en la
region de fusién a GST. Estas construcciones se expresaron en E. coli y purificaron.
Ademas, en el laboratorio contdbamos con sueros antigénicos de conejos que habian
sido previamente inmunizados con cada proteina de fusién, de manera individual.
Estos fueron obtenidos en el servicio de bioterio de la Facultad de Ciencias Bioquimicas
y Farmacéuticas de la UNR, donde se siguieron los protocolos de inmunizacion
aprobados por el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio,
resolucion niumero 935/2015 (Menéndez Bravo, 2011).

Para obtener anticuerpos policlonales especificos purificados a partir de suero
inmune, se utiliza el siguiente protocolo general: Primero, se debe digerir la fusién
GST-péptido P2 con trombina durante 2 h a 26 °C en buffer NaCl 150 mM, CaCl, 2,5
mM en una relacién de 1 pg de trombina por cada 100 pg de proteina a digerir. Luego,
se realiza una electroforesis de la proteina de fusién digerida en un SDS-PAGE a una
concentracion de acrilamida del 14 % p/v, se electrotransfiere a una membrana de
nitrocelulosa, se visualizan las proteinas separadas mediante tincidén reversible con el

colorante Rojo Ponceau y se corta el area de la membrana correspondiente al péptido

’ EI dominio P2(TcAbcB) corresponde a la regién C-terminal soluble — los ultimos 236 aminoéacidos de
mtTcAbcB. El dominio P2(TcCox10) corresponde a los ultimos 30 aminoacidos de la proteina.
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de interés. Se necesitan al menos 50 ug del péptido adherido a la membrana de
nitrocelulosa. La misma se lava luego 4 veces con 1,5 ml de PBS, se incuba con PBS-T
leche durante 1 h a temperatura ambiente y se lava 4 veces mds con PBS.

La membrana conteniendo el péptido se incuba con 500 ul de suero inmune
durante 1 hora a 37 °C en agitacién suave. Luego, se lava la membrana 3 veces con PBS
y se incuba con 0,5 ml de la solucién de elucién de anticuerpos (glicina 100 mM, NacCl
100 mM, pH 3) durante 1 min a temperatura ambiente con agitacidn vigorosa. Esto
ultimo se repite 3 veces. Finalmente, la membrana se lava 3 veces con PBS y se repite
el procedimiento sucesivas veces. Las fracciones de elucidn conteniendo los
anticuerpos purificados se colectan, neutralizan inmediatamente por medio del
agregado de una solucion de Tris:HCl 1 M pH 8 equivalente a 1/10 del volumen total y
se concentran en una unica solucion de menor volumen.

En el caso de TcAbcB no se pudo obtener el péptido P2(TcAbcB).His escindido
de la porcién GST por lo que se siguid un protocolo alternativo que consistié en
incubar el suero inmune con membranas conteniendo sélo la proteina GST. De esta
manera se eliminan en un primer paso aquellos anticuerpos especificos contra esta
porcién de la fusion, y luego se reutiliza el suero, ahora denominado "Recirculado”,
para obtener los anticuerpos anti-TcAbcB en una segunda ronda de purificacién,
utilizando la proteina de fusidn GST-P2(TcAbcB).His adherida a membrana de
nitrocelulosa. Los eluatos se colectaron en la 2da purificacién y se procedidé a su
neutralizacidn y concentracion de la manera antes descripta. En el caso de TcCox10, ya
se contaba con la membrana de nitrocelulosa con péptido P2(TcCox10) liberado de su
porcidn GST y adherido®. Esta se utilizé entonces para obtener anticuerpos policlonales
anti-TcCox10 a partir de suero inmune, seglin el protocolo general realizando una
Unica etapa de purificacién.

Para concentrar los anticuerpos purificados se utilizaron dispositivos
centrifugos Amicon Ultra® con un valor de corte de 10 kDa, en su versién de 15 ml. La
solucién de anticuerpos se colocd en el compartimiento superior del dispositivo, se
concentré mediante centrifugacion a 2000 x g y a 4 °C en una centrifuga refrigerada y
se descarto la solucidn filtrada del compartimiento inferior. Se recuperé un volumen

de anticuerpos unas 15 veces menor al volumen inicial y se almacené a -20 °C hasta su

8 Trabajo realizado durante la Tesina de grado de Lucia V. Ferrero (Ferrero, 2014).
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uso. El proceso de concentracion se verificd por medidas de absorbancia en el espectro
comprendido entre 240 y 320 nm de las soluciones de anticuerpos antes y después de
ser centrifugados utilizando una cubeta de cuarzo.

El resultado de la purificaciéon se evalué por medio de un ensayo de Western
blot en el que se sembraron los controles adecuados (un extracto de E. coli DH5a, un
extracto de E. coli BL21(DE3)pLysS” que sobreexpresa la proteina GST (ambos como
controles negativos) y un extracto de E. coli BL21(DE3)pLysS’ que sobreexpresa GST-
péptido como control positivo), disponibles en el laboratorio. Como anticuerpo
primario se utilizaron diferentes diluciones de la solucién de anticuerpos purificados
obtenida en forma concentrada.

Por ultimo, los anticuerpos purificados y concentrados se diluyeron al % con
igual volumen de glicerol 100 % y se almacenaron a -20 °C, quedando disponibles para
su uso en ensayos de Western blot e Inmunofluorescencia indirecta.

Al finalizar, cada membrana conteniendo el péptido de interés se lavd con PBS y

se guardd en 30 % v/v de etanol a 4 °C para su posterior reutilizacion.

1V.6.5 Obtencidn de extractos proteicos totales de Saccharomyces cerevisiae

Para la obtencidn de extractos proteicos totales de células de levadura, el
protocolo consistié de los pasos siguientes: Se crecid un cultivo de 10 ml O.N. en SCDO

Glu sin los aminoacidos correspondientes hasta DO®®

= 1. Al dia siguiente se colectd
por centrifugacion a 300 x g durante 10 min y resuspendié en 500 pl de buffer de lisis
frio (Tris:HCl 20 mM pH 8, NH;O0Ac 50 mM, EDTA 2 mM) conteniendo inhibidores de
proteasas (PMSF- fluoruro de fenilmetilsulfonilo, Traslyol, Genzamida) al doble de la
concentracion de trabajo. Esta solucién se utilizé para homogeneizar el pellet celular
(relacion 1:1 de volumenes), por agitacién durante 30 s con vortex en presencia de
pequefias esferas de vidrio (0,4 - 0,5 mm de diametro, previamente lavadas con una
solucion diluida de acido nitrico al 5 % v/v, enjuagadas con abundante H,04 y luego
secadas). Se repitié 4 veces el proceso, tras lo cual se separd el sobrenadante por
centrifugacién (10 min a 16000 g). Se lavaron las esferas con otros 500 pl de TCA frio y
se someti6 a vortex 2 veces mas por 30 s cada vez, se tomé el sobrenadante y se junté

con el separado en el paso anterior. Se centrifugd todo el sobrenadante por 10 min en

frio a 16000 x g, se retuvo el pellet y descartd este nuevo sobrenadante. El pellet se
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resuspendid en 150 ul de buffer TCA-Laemmli con inhibidores de proteasas y se hirvié
durante 10 min. Luego se centrifugd 10 min a velocidad mdaxima y tomé este ultimo

sobrenadante, que se almacend hasta su andlisis a -20 °C.

IV.6.6 Preparacion de extractos mitocondriales crudos de Saccharomyces cerevisiae

Para la obtencién de extractos mitocondriales crudos de levadura, se siguio el
protocolo propuesto por Diekert y colaboradores (Diekert y col., 2001) con algunas
modificaciones que se detallan a continuacion. Las levaduras se crecieron a 30 °C con
agitacion en medio sintético selectivo SCDO Glu (con los aminoacidos
correspondientes) O.N.. Luego, se hizo una dilucidn del cultivo O.N. saturado en 200 ml
de medio sintético selectivo (SCDO Glu o Gal, con los aminodcidos correspondientes,

600

utilizando diferentes concentraciones de Met) tal que la DO sea aproximadamente

0,15 - 0,3 y se incubd durante 16 - 24 h en agitacién a 30 °C hasta alcanzar una DO®® =
8 - 9. Se recolectaron las células por centrifugacion a 3000 x g durante 15 minutos a 8
°C. Se lavaron las células con H,O4 y se volvieron a centrifugar. El pellet se lavo
nuevamente y se trasvasd a tubos descartables de 50 ml. Finalmente, se realizé una
ultima centrifugacion a 3000 x g durante 15 minutos a 8 °C, se descartd el
sobrenadante y se determind el peso humedo del pellet de células obtenido
(normalmente se obtuvieron aproximadamente 2 g).

Las células se pusieron en suspensién utilizando la solucién amortiguadora SHP
fria (manitol 0,6 M, Tris:HCI 20 mM pH 7,5 y PMSF 1 mM), en una densidad
aproximadamente de 0,2 g células/ml. A cada tubo se le agregaron esferas de vidrio
hasta ocupar un volumen final de 3 ml. Luego, se realizé la ruptura mecanica de las
células por agitacion vigorosa con vortex durante 1 minuto a maxima velocidad. Esto se
repiti6 5 veces incubando en hielo entre cada paso de ruptura. La suspension
resultante se centrifugd a baja velocidad (600 x g) durante 5 minutos. El sobrenadante
-que contiene mitocondrias, membranas celulares y citosol- fue transferido a un tubo
limpio. El pellet remanente (células enteras) fue sometido nuevamente a ruptura
mecanica y centrifugacién a baja velocidad, y el sobrenadante resultante se colocé
junto con la fraccidén anterior. Luego, cada muestra se centrifugé a 1200 x g por 10
minutos y el sobrenadante se pasd a un nuevo tubo. Con este sobrenadante se repitid

la centrifugacidn a 1200 x g por 10 minutos y el sobrenadante obtenido, que posee la
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fraccion citosdlica y mitocondrial, se colocd en tubos apropiados para centrifuga de
alta velocidad. Seguidamente, se centrifugd a 16100 x g durante 45 minutos a 8 °C, se
descartd el sobrenadante y el pellet -que contiene mitocondrias- se puso en
suspension utilizando 200 pl de solucién amortiguadora SHP. Estas se conservaron a -

80 °C en fracciones de 40 pl hasta su utilizacién.

IV.6.7 Digestidon con Proteinasa K de extractos mitocondriales de levadura

Para determinar la orientacién del extremo terminal de proteinas presentes en
membrana mitocondrial de levaduras se procedié a ensayar un protocolo de digestidn
controlada de mitocondrias aisladas con Proteinasa K (Promega) en 3 condiciones:
intactas, desprovistas de membrana externa y disgregadas por completo (Boldogh y
Pon, 2007). La actividad de la proteasa se determiné en funcién de la desaparicion de
sefial de etiquetas apropiadamente ubicadas en los extremos terminales que, si no
fuesen digeridas, darian sefial en un Western blot.

Para ello, mitocondrias aisladas de levaduras (5 mg/ml), obtenidas segun el
protocolo anterior (IV.6.6) en ausencia de inhibidor de proteasa, se analizaron
inmediatamente tras su obtencidn, dividiendo cada muestra en 6 tubos con 0,05 mg
de proteina total en cada uno. En el primer par de tubos (mitocondrias intactas) las
mitocondrias se diluyeron al 1/10 en buffer SH. En el segundo par de tubos el
tratamiento consistié en diluir al 1/10 las mitocondrias en HEPES 20 mM pH 7,4,
condicién que rompe selectivamente la membrana externa. En el tercer par de tubos
se produjo la disgregacién total de ambas membranas mitocondriales por agregado de
Tritédn X-100 al 0,2 % v/v. Luego de este tratamiento, a un tubo de cada par se le colocd
proteasa (50 pg) mientras que al otro no, y se dejé actuar durante 20 minutos en hielo,
tras lo cual la accidn de la proteasa se detuvo por inactivacién por agregado de PMSF.

Finalmente se adicion6 acido tricloacético 12 % frio que precipita las proteinas
y contribuye ulteriormente a la inactivacién de la proteasa. Las muestras asi tratadas
se colectaron por centrifugacion durante 30 min a 13000 x g tras lo cual se descarto el
sobrenadante. Al pellet se agregd 0,5 ml de acetona fria y se volvié a centrifugar 30
min a 4 °C y 13000 x g. Se descarto el sobrenadante y dejé evaporando el solvente en
campana. Por ultimo, se resuspendieron las muestras en buffer SHP con buffer de

siembra y se calentaron 20 min a 45°C. Luego se separaron en un SDS-PAGE y
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transfirieron a membrana de nitrocelulosa para ser analizadas por Western blot. Los
anticuerpos primarios utilizados fueron anti-TcCox10, anti-GFP, anti-His y anti-

subunidad B de F1-ATPasa (seccion 1V.6.3).

1V.6.8 Obtencidn de extractos celulares totales de epimastigotes

Epimastigotes de T. cruzi salvajes o transfectados con construcciones de
pTcINDEX mantenidos en fase exponencial de crecimiento en LIT SFB 10 %
suplementados con hemina 20 uM a 28 °C, fueron colectados mediante centrifugacion
a 2000 x g durante 5 min. En el caso de los transfectantes, se agregd ademas Hyg 200
ug/ml y fueron inducidos con Tet (concentraciones de 0,05 a 0,5 pg/ml). Luego fueron
lavados 2 veces con PBS y resuspendidos en buffer de lisis (Tris:HCl 50 mM pH 7,5;
NaCl 50 mM, EDTA 5 mM, Tritdn X-100 0,1 % v/v, PMSF 1 mM y mezcla de inhibidores
de proteasas (Sigma)) a razén de 0,5 - 1 x 10° parasitos/ul. Todas las muestras se

congelaron a -80 °C hasta su utilizacién.

IV.6.9 Fraccionamiento de extractos totales de epimastigotes por centrifugacion

diferencial

Para obtener fracciones subcelulares de epimastigotes de T. cruzi se siguio el
protocolo de Morales y colaboradores (Morales y col.,, 2009) con algunas
modificaciones. A partir de un cultivo de 200-400 ml, se colectaron parasitos en fase
de crecimiento exponencial, a 2000 x g por 10 minutos. Se lavaron dos veces con
tampon de homogeneizacion (Tris-HCI 25 mM pH 8, EDTA 1mM, sacarosa 0,25 M y
PMSF 1 mM) y se resuspendieron en 1 ml de la misma solucién. Los parasitos fueron
lisados por abrasiéon en un mortero frio conteniendo la mezcla de parasitos con
carburo de silicio (600 mesh) en una relacién 1:1. El lisado se diluyé 1/5 con tampén de
homogeneizaciéon y se centrifugd a 100 x g durante 10 minutos para remover el
carburo de silicio. El homogenado luego se sometié a una centrifugacion diferencial: a
600 x g durante 10 min, a 1000 x g durante 15 minutos se obtuvieron los nucleos y las
células sin romper (fraccion N), a 5000 x g durante 15 minutos se obtuvieron los
granulos grandes (fraccidon GG), a 13500 x g durante 20 min, a 21460 x g durante 20
minutos para obtener los granulos pequefios (fraccion GP) y a 48500 x g durante 1
hora en una ultracentrifuga Beckmann con el rotor Ti 90, se obtuvieron los microsomas

y glicosomas (fraccién M) (adaptado de Opperdoes y col., 1977).
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Finalmente, todos los sedimentos se resuspendieron con 100 ul de solucion
tampon de lisis Urea (Hepes 20 mM pH 8, Urea 8 M).

IV.7 Estudio de expresidn de genes recombinantes de Trypanosoma cruzi

IV.7.1 Ensayo de complementacion en el sistema heterdlogo Saccharomyces

cerevisiae

IV.7.1.1 Por estriado
Para este ensayo se prepararon placas con 20 ml de medio SCDO sdélido, con
diferentes fuentes de carbono y el correspondiente agregado de aminoacidos. Las

levaduras se repicaron por estriado en cada una de las condiciones a ensayar.

1V.7.1.2 Drop Test

Este tipo de ensayo es similar al anterior pero permite una comparacién
cuantitativa del nivel de crecimiento observado dado que los cultivos se siembran a
igual cantidad inicial de células cada uno. En este caso, también se prepararon placas
con medio sélido de las condiciones a ensayar y las células de S. cerevisiae
transformadas con las diferentes construcciones se cultivaron en 5 ml de medio SCDO
Glu sin el aminoacido correspondiente para la seleccion por auxotrofia y a 30 °C en
agitacion por aproximadamente 18 horas (O.N.). Al otro dia se midid la DO®® de cada
cultivo y se hizo una dilucion en H,04 estéril en volumen final de 1 ml de modo que la
DO®® de esta dilucién inicial sea igual a 1. Luego, a partir de éstas se realizaron 4
diluciones seriadas 1/10 también en H,04 estéril. Se sembraron gotas de 7 pl de cada
dilucion en las placas de cada condicion en una forma que luego permita la
comparacion. Es asi que las siembras se dispusieron en filas y columnas alineadas, en

0y de manera que, en cada

cada fila una cepa siguiendo un orden decreciente de DO
columna, se usara la misma diluciéon para las distintas cepas. Se incubaron a 30 °C
hasta lograr crecimiento.

En el caso de las placas con medio SCDO Glu, se observd crecimiento de las
levaduras después de 1 dia de incubacion, mientras que con las placas con medio
SCDO Gli-EtOH se necesitaron normalmente al menos 3 dias para observarlo. Las fotos
de las placas con SCDO Glu fueron tomadas habitualmente al dia 2 o 3 de crecimiento

y con SCDO Gli-EtOH entre el dia 5 y 8 de crecimiento. Las imdagenes fueron procesadas

con el programa Imagel (Schneider y col., 2012). Cada imagen fue convertida en escala
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de grises, se corrigié el ruido de fondo (background), el brillo y el contraste, y se
invirtieron los colores para una mejor visualizaciéon del crecimiento de las gotas de

cultivo sembradas.

IV.7.2 Mediciones de consumo de oxigeno

Para evaluar la capacidad respiratoria de cultivos celulares de S. cerevisiae se
realizaron mediciones del consumo de oxigeno de estas células utilizando un electrodo
de Clark conectado a un oxigrafo YSI model 5300 Biological Oxygen Monitor
previamente calibrado y se registré la disminucion de oxigeno del medio mediante el
sistema de registrador REC 111 Amersham Pharmacia Biotech conectado al mismo.

En el caso de las levaduras transformadas con las construcciones de
pRS426M25, las muestras se prepararon a partir de 8 ml de cultivos crecidos O.N. a 30
°C en SCDO Glu suplementado con Met 10 mg/l y sin Ura. Como control se utilizaron
cultivos de S. cerevisiae silvestre crecidas de manera similar. Se centrifugaron 10 min a
3000 x g, se lavaron con 3 ml glicerol 3 % v/v y finalmente se resuspendieron con 1 ml
de la misma solucién. En este punto se tomd una muestra para medir la DO®® de Ia
suspension a utilizar. En la cdmara de reaccidon del oxigrafo se colocé 1,9 ml de
solucion de glicerol 3 % y se registrd el 100 % de oxigeno. Luego se agregd 50 - 100 ul
de la muestra preparada y se registrd el porcentaje de oxigeno disuelto en el medio a
30 °C durante 2 — 5 min. Se hicieron al menos 2 agregados mas de la muestra y se
registrd nuevamente el porcentaje de oxigeno disuelto en el medio también durante 2
— 5 min. Se verificd el proceso de respiracion mediante la inhibiciéon del consumo de
oxigeno con el agregado de 2 ul de azida de sodio 1 M (inhibidor de la enzima CcO).

Las velocidades de consumo de oxigeno se calcularon a partir de los valores de
las pendientes de las rectas obtenidas al graficar porcentaje de oxigeno disuelto en
funcién del tiempo y multiplicado por un factor que incluye la concentracion de
oxigeno disuelto en equilibro con el aire a la temperatura de trabajo: 237 nmoles
0,/ml a 28 °C y 230 nmoles O,/ml a 30 °C (datos de Walker, 1987). Los valores
calculados se normalizaron por las medidas de DO®® de cada cultivo celular (Zee y

Glerum, 2006).

IV.8. Microscopia

1V.8.1 Observacidon de células de levadura que contienen GFP recombinante
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Para observar por microscopia de fluorescencia muestras de levaduras
transformadas con las construcciones pRS426M25.TcCOX10.HIS-GFP,
pRS426M25.mtTcABCB.HIS-GFP, pRS426M25.TcHTE.HIS-GFP 0
pRS414M25.mtTcABCB.HIS-GFP, se procedid de la siguiente manera. Se tomdé 1 ml de
cultivo O.N. de las levaduras crecidas en medio SCDO suplementado con una fuente de
carbono, Met 20 mg/l y sin el aminoacido correspondiente para la seleccién por
auxotrofia a 30 °C, se lavd con PBS, se dejé adherir en portaobjetos cubiertos con
polilisina durante 20 min, se fijaron las células con formaldehido 3,7 % p/v durante 20
min y se lavaron con PBS. Finalmente se montaron utilizando liquido de montaje
VectaShield (Vector Laboratories). Las imagenes se adquirieron con un microscopio
confocal Nikon Eclipse TE-2000-E2 utilizando el programa Nikon EZ-C1. Las imagenes se
procesaron con el programa ImageJ (Schneider y col., 2012). A cada imagen se corrigid

el ruido de fondo (background), el brillo y el contraste.

1V.8.2 Tincidn mitocondrial en epimastigotes

Los epimastigotes fueron mantenidos en fase exponencial de crecimiento en
LIT SFB 10 % suplementado con hemina 20 uM a 28 °C y en el caso de pardsitos
transfectantes inducidos con Tet (0,05 a 0,5 pg/ml). Estos fueron colectados por
centrifugacién a 2000 x g, lavados dos veces con PBS y suspendidos en 100 uL de PBS
con MitoTracker 1 uM (Invitrogen) por cada 10 x 10° células. Después de 60 min a 28
°C, las células se lavaron con PBS vy se fijaron con 500 pl de formaldehido 3,7 % p/v en
PBS a temperatura ambiente durante 10 min. Se lavaron nuevamente con PBS. Las
células se adhirieron a portaobjetos (pretratados con polilisina) durante 20 min, se
lavaron con PBS y finalmente se montaron utilizando liquido de montaje VectaShield
(Vector Laboratories). Las imagenes fueron adquiridas con un microscopio confocal
Nikon Eclipse TE-2000-E2 utilizando el programa Nikon EZ-C1. Las imagenes se
procesaron con el programa Imagel (Schneider y col., 2012). A cada imagen se le
corrigié el ruido de fondo (background), el brillo y contraste.

Se utilizé el MitoTracker Orange CMTMRos (M7510 de Invitrogen). Tiene una
longitud de onda de excitacion de 554 nm y una longitud de onda de emisién de 576

nm. El stock se preparé 1 mM en DMSO y se guardd al abrigo de la luz a -20 °C.

1V.8.3 Técnica de Inmufluorescencia Indirecta (IFl) en epimastigotes
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Se utilizaron para este ensayo epimastigotes marcados con Mitotracker como
se describe en la seccién anterior. Luego de ser adheridas las células a los portaobjetos
(pretratados con polilisina) durante 20 min, se lavaron con PBS y se permeabilizaron
con Tritén X-100 0,1% v/v en PBS durante 10 min. Luego se incubaron con Solucion
Universal de Inmunofluorescencia (UIB - Tween-20 0,1% v/v, Tris 150 mM pH 7,5 y
NaCl 150 mM) con BSA (albumina sérica bovina) 1% p/v durante 30 min.
Posteriormente se incubd con anticuerpos primarios policlonales de conejo anti-
TcCox10 purificados y concentrados (seccion 1V.6.4) (dilucién 1/40) en UIB con BSA 1%
p/v durante 2 h a temperatura ambiente. Los anticuerpos no unidos se removieron
mediante 3 lavados con UIB y luego se incubaron con anticuerpo secundario anti-IgG
de ratén conjugados con FITC (isotiocianato de fluoresceina) (Jackson Immuno
Research, dilucion 1/100) y con 1 uM DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol) en UIB durante
1 h a temperatura ambiente al abrigo de la luz. Posteriormente los preparados se
lavaron 3 veces con PBS-T y finalmente se montaron utilizando liquido de montaje
VectaShield (Vector Laboratories). Las imagenes se adquirieron con un microscopio
confocal Nikon Eclipse TE-2000-E2 utilizando el programa Nikon EZ-C1. Las imagenes se
procesaron con el programa Imagel (Schneider y col., 2012). A cada imagen se corrigio

el ruido de fondo (background), el brillo y el contraste.
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V.1 La proteina mtTcAbcB v su posible rol en el transporte mitocondrial de hemo

T. cruzi debe incorporar el hemo desde el medio externo, y transportarlo a los
diferentes compartimentos subcelulares (Koreny y col., 2010). Ensayos realizados en
epimastigotes han demostrado que la incorporacién de hemo procederia via un
transportador de membrana especifico, cuya actividad es bloqueada por la presencia
de inhibidores de transportadores tipo ABC (Cupello y col., 2011; Lara y col., 2007).
Ademas, en nuestro laboratorio, se ha demostrado que este transporte ocurriria en los
estadios replicativos (Merli y Pagura y col., 2016). Por otro lado, se ha demostrado que
la actividad respiratoria es esencial a lo largo del ciclo de vida de T. cruzi (Silva y col.,
2011; y Merli y col., 2017), por lo tanto debe existir algin mecanismo, para ingresar el
hemo a esta organela de manera de poder ser utilizado por las distintas
hemoproteinas de la cadena respiratoria mitocondrial. Hasta la fecha no se han
descripto proteinas que puedan actuar como chaperonas mediando la distribucién
intracelular de hemo en organismos eucariotas en general, ni tampoco en
tripanosomatidos.

Como organismo modelo para el estudio de procesos bioldgicos y fisioldgicos
de otros eucariotas mas complejos se ha utilizado histéricamente a S. cerevisiae.
Ademas, en nuestro laboratorio hemos tenido éxito cuando lo utilizamos para realizar
la primera caracterizacion de las enzimas de la sintesis de hemo A de T. cruzi
(Buchensky y col., 2010) y en la asignacion del rol en el transporte de hemo a la
proteina TcHTE (Merli y Pagura y col., 2016). En este trabajo nos propusimos utilizar
esta levadura para tratar de elucidar el rol de la proteina de T. cruzi mtTcAbcB como
posible transportador de hemo mitocondrial del parasito. Vale recordar que, a
diferencia de T. cruzi, S. cerevisiae es capaz de sintetizar el grupo hemo; sin embargo,
no se han identificado las proteinas responsables del transporte y distribucion
intracelular de este cofactor. Por ejemplo, se desconoce el transportador responsable
de incorporar el precursor COPRO Il hacia el interior de la mitocondria (el cual seria un
ortélogo a ABCB6 de humanos) y tampoco se sabe de qué manera el hemo B
sintetizado se exporta hacia otras localizaciones. En S. cerevisiae se han identificado 3
transportadores tipo ABC mitocondriales, Atm1 es el ortélogo de ABCB7, y MdI1 y

MdI2 tienen alta homologia con ABCB10; todos actuan como exportadores (Jungwirth
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y Kuchler, 2006). En particular, se propone que el sustrato de Atm1 es un precursor de
la biosintesis de centros Fe-S, aunque el mismo no ha sido identificado con certeza a
pesar de la funcidn esencial de esta proteina en numerosos procesos fisiolégicos
(Leighton y Schatz, 1995; Kispal y col., 1999). Por otro lado, su funcién puede ser
complementada en células de levadura atm1A tanto con ABCB7 como con (de manera
parcial) ABCB6 de humano, cuyo sustrato y direccién de transporte es marcadamente
distinto (Csere y col., 1998; Mitsuhashi y col., 2000). Esto plantea la posibilidad que
Atm1 también participe del metabolismo de hemo, por lo que los transportadores
mencionados, todos de localizacion mitocondrial, tendrian funciones redundantes.
Entonces es posible que la funcion de Atm1 sea complementada por un importador
mitocondrial de hemo, en este caso, mtTcAbcB. La sobreexpresion de Mdl1, la cual
tendria un rol en la exportacion de péptidos posiblemente unidos a centros Fe-S,
también permite restaurar parcialmente la ausencia de Atm1 en S. cerevisiae. Por ello,
es de esperar que posea funciones de transporte de hemo o compuestos relacionados
superpuestas con las de Atm1 y por ende con las de ABCB6 (Chloupkova y col., 2003).
Sin embargo, células mdl1A no poseen un fenotipo distinguible (Dean y col., 1994). La
funcién de MdI2, que presenta alta homologia a MdI1 y a Atm1, aun no ha sido
asignada, pero la deficiencia de esta proteina impide a la célula crecer en glicerol
(fuente de carbono no fermentable), un fenotipo que si puede reconocerse facilmente
(Young vy col., 2001).

Es importante mencionar que, durante el transcurso de este trabajo de Tesis, se
publicaron 2 trabajos referidos a homdlogos de mtTcAbcB presentes en L. major
(Martinez-Garcia y col.,, 2016) y en T. brucei (Horadkova y col.,, 2015). En estas
investigaciones se utilizaron estrategias similares a las planteadas por nosotros para el
estudio de mtTcAbcB y que discutiremos a lo largo de los resultados presentados en
este capitulo. En este contexto, como parte de los objetivos de esta Tesis doctoral nos
propusimos estudiar la proteina codificada por el gen mtTcABCB de T. cruzi,
denominado asi por su homologia con la proteina de mamiferos ABCB6 involucrada en
el transporte mitocondrial de porfirinas y para ello realizamos las aproximaciones

experimentales que se detallan a continuacidn.
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V.1.1. Caracterizacion de un posible transportador de hemo en Trypanosoma cruzi.
Resultados previos obtenidos en el laboratorio.

Con el fin de avanzar en el conocimiento del transporte mitocondrial de hemo,
en el laboratorio realizamos una busqueda en la secuencia gendmica de
tripanosomatidos, de secuencias génicas que codifiquen por probables proteinas con
homologia de secuencia a proteinas transportadoras de hemo ya caracterizadas en
células de mamiferos y en organismos procariotas. En T. cruzi (cepa CL Brener, El-Sayed
y col., 2005) se identificd un marco abierto de lectura de 2208 pb que codificaria para
una proteina de 735 residuos aminoacidicos (lo que corresponde a una masa
molecular de 82 kDa) con homologia de secuencia a AbcB6. El cédigo de identificacidon
de este posible gen es TcCLB.511021.70. A través del uso de diversos programas de
analisis bioinformaticos de libre acceso, hemos determinado que la secuencia génica
contendria una secuencia lider de direccionamiento mitocondrial en su extremo N-
terminal, y presentaria conservadas las secuencias tipicas de los transportadores tipo
ABC. Estas incluyen la regiéon de dominios transmembrana (TMD) y los dominios de
unién a nucleétidos (NBD) en la region C-terminal (Locher, 2016) (Figuras 13 y 14).
También se identificd la presencia de una secuencia consenso de respuesta a hemo
(HRM, por Heme Regulatory Motif), el motivo CPX (Cys-Pro-X) localizado en el N-
terminal (residuos 82 a 84) al cual el hemo se uniria en su funcion como molécula
regulatoria (Mense y Zhang, 2006, Furuyama y col., 2007). La estructura descripta
corresponde a la de medio transportador de tipo ABC, por lo que es de esperar que se
asocie en dimeros. La simulacién de la estructura tridimensional de mtTcAbcB resultd
en un plegamiento tipico de proteina ABC con los segmentos TMD en a-hélice y los

dominios NBD globulares ya mencionados (Figura 14).

100 200 300 400 500 600 700
1 1 1 1 1 1 1
NH3| cp mtTcAbcB |COOH
TMD2 TMD4 union a ATP
Péptido Lider TMD1 TMD3 TMDS WA/P Q SMD H
WB

Figura 13. Representacion de las estructuras primaria y secundaria de mtTcAbcB de 735 residuos
aminoacidicos. Se muestra en detalle la extension del péptido lider N-terminal (posiciones 1-64), la
ubicacién del motivo CP (82 a 84), las regiones transmembrana TMD1 a TMD5 (150-172, 187-209,
270- 292, 302-324 y 395-417) y la regidn de unidn a nucledtido en el C-terminal (520 a 678) con sus
motivos tipicos. WA/P= Walker A/P-loop, Q= Q loop/lid, SM = ABC transporter signature motif, WB
= Walker B, D = D-loop, H= H-loop/Switch region.
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Figura 14.(a) Prediccion de direccionamiento a la mitocondria y de segmentos transmembrana
utilizando diferentes programas de computadora. La mayoria de los algoritmos utilizados indican
una alta probabilidad de direccionamiento a la mitocondria de mtTcAbcB. *La prediccion de iPSORT
no arroja una probabilidad sino un destino probable, en este caso la mitocondria. Segun el
programa TMHMM la secuencia proteica de mtTcAbcB posee 5 dominios transmembrana y la
probabilidad que el N-terminal se encuentre hacia el interior (citosol) es del 0.98205, quedando el
C-terminal del lado opuesto (el eje X corresponde a la numeracién de los aminoacidos en la
secuencia proteica). (b) Secuencia proteica de mtTcAbcB (CL Brener) en formato FASTA. Se indica
en color rojo la secuencia del posible péptido sefal, en color celeste los segmentos TMD y en
naranja la regiéon C-terminal soluble donde se encuentra el sitio de unidn a ATP (subrayado). (c)
Izquierda: la mayoria de los algoritmos que utiliza CCTOP también predicen un N-terminal hacia el
"interior" (citoplasmatico, color rojo) Derecha: Representaciéon de la estructura terciaria de
mtTcAbcB en disposicion de mondémero (izquierda) y dimero (derecha) utilizando el programa
PYMOL.
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Se encontré ademas que presenta alta homologia con las proteinas de
humanos ABCB6 y ABCB7 ya descriptas, mostrando similitud de mdas de 55% e
identidad de 36% (seccion IV.1.1 y IV.1.2). Por esta razén denominamos a la proteina
de T. cruzi: mtTcAbcB. Cabe mencionar que ABCB6 y ABCB7 no presentan el motivo
CPX de unién a hemo. Un alineamiento de la proteina de T. cruzi con ABCB6 de
humanos se muestra en la Figura 15. Teniendo en consideracion lo expuesto
anteriormente, es posible postular que mtTcAbcB actie como un transportador
mitocondrial de hemo del parasito. Durante este capitulo se describen los

experimentos realizados para tratar de demostrar esta hipdtesis.
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Figura 15. Apilamiento de secuencias proteicas de mtTcAbcB y ABCB6 de humanos mostrando
regiones conservadas de identidad (verde) y similitud (amarillo).

En el laboratorio contabamos con ADN gendmico purificado de epimastigotes
de la cepa Dm28c de T. cruzi, que fue utilizado para amplificar y clonar el gen
TCDM_02655 (homdlogo a TcCLB.511021.70 de CL Brener) en el vector pGEM-T Easy.
Desde aqui el gen TCDM_02655 se denominara mtTcABCB. En la Figura 16 se muestran
las diferencias puntuales en los residuos aminoacidicos de ambas secuencias de
tripanosomatidos, estas son, la secuencia reportada para CL-Brener (obtenida de base
de datos TriTryp) y la obtenida experimentalmente a partir de ADN gendmico
purificado de la cepa Dm28c, que coincidid con la secuencia gendmica reportada luego
para Dm28c. Las mismas presentaron una identidad de 98%, por ello se decidié

continuar con la secuencia amplificada para estudiar el rol de la proteina mtTcAbcB.
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Figura 16. Apilamiento de las secuencias proteicas del transportador mtTcAbcB de Trypanosoma
cruzi cepas CL-Brener y Dm28c. Las coincidencias entre ambas secuencias se indican con puntos,
mientras que las diferencias se indican especificando la identidad de cada aminodcido.

A la secuencia de mtTcABCB clonada se le incorporé una secuencia 3’ que
codifica para una cola de 6 histidinas (HIS) o una secuencia c-Myc (c-MYC), ambas en la
posicién C-terminal de la proteina. La correcta amplificacién fue confirmada mediante
la resolucidon de las secuencias recombinantes. Luego, el gen recombinante fue
clonado en vectores de expresiéon para levaduras (pRS426M25) vy, para T. cruzi (pTrex-
n; Vazquez y Levin, 1999). La regién codificante del dominio C-terminal de la proteina
mtTcAbcB se clond en un vector de expresion en E. coli, a partir del cual
posteriormente se expresd y purificd dicho dominio para ser utilizado como
determinante antigénica en la obtencién de anticuerpos policlonales especificos anti-
mtTcAbcB de conejo en el servicio de bioterio de nuestra facultad (FCByF-UNR)
(seccién IV.6.4).

Como primera aproximacion para la caracterizacién funcional de mtTcAbcB se
llevaron a cabo estudios preliminares de complementacion en células de S. cerevisiae
atmlA (generosamente donadas por el Dr. Roland Lill, Alemania). Los resultados
obtenidos a partir de la expresion del gen de T. cruzi en estas células knock out de
ATM1 (atm1A) mostraron una supresion parcial del fenotipo mutante de crecimiento
producido por la delecién mencionada (células que crecen débilmente en medio rico e
incapaces de crecer en medios con fuentes de carbono no-fermentables), Figura 17. La
expresion del gen mtTcABCB seria suficiente para compensar parcialmente la ausencia
de Atm1 respecto al crecimiento en medio rico vy, si bien es preliminar, permitié
suponer que el gen mtTcABCB era expresado en levaduras y que la proteina, al menos

en parte, se localizaba en la mitocondria y podia compensar funcionalmente la pérdida

90



V- Resultados Capitulo 1

de Atm1. Por ello no se descarta su posible funcién como transportador de hemo (y/o

porfirinas) (Mitsuhashi y col., 2000).

Figura 17. Expresion de mtTcABCB.HIS en Saccharomyces
cerevisiae atm1A. Se observa la recuperacion parcial del
crecimiento por estriado en medio YPD de células de S.
cerevisiae atmlA complementadas con mtTcABCB
respecto a la misma cepa de células sin complementar y
T células de cepa silvestre (WT).

Por otro lado, tomando como referencia el estudio realizado en Leishmania por
Leprohon y colaboradores (Leprohon y col., 2006), se analizé el patréon de expresion de
mtTcABCB cuantificando la acumulacién de ARNm de este gen a lo largo del ciclo de
vida de T. cruzi. Los ensayos de gRT-PCR (PCR cuantitativa en tiempo real) se realizaron
en colaboracién con el laboratorio del Dr. Ariel Silber de la Universidad de San Pablo
(Brasil), donde se utilizaron muestras de los diferentes estadios de la cepa CL14 de T.
cruzi. Un analisis preliminar de los resultados obtenidos mostré que este gen presenta
una expresion diferencial en los distintos estadios del ciclo de vida del parasito (Figura
18), correspondiendo a la forma de epimastigote el maximo nivel (Menendez Bravo,
2011). Sin embargo, estos resultados difieren con los reportados a partir de ensayos de
microarreglo del mismo gen sobre el transcriptoma de T. cruzi que se encuentran
publicados (Minning y col., 2009) y disponibles en la base de datos TriTrypDB
(http://tritrypdb.org/tritrypdb/app/record/gene/TcCLB.511021.70#ExpressionGraphs).
En el segundo caso los datos se obtuvieron a partir de una cepa de referencia diferente
(Trypanosoma cruzi Brazil), detectdndose mayores niveles de transcripto en ambas

formas replicativas, con el estadio de amastigote superando al de epimastigote.

1.4 4

S 124
Figura 18. Analisis de las cantidades relativas de ARNm ,_*2; -
de mtTcABCB en los distintos estadios de vida de & |
Trypanosoma cruzi. Se observa que mtTcABCB se expresa ;E
de manera diferencial. E, epimatigote; TM, tripomastigote § **
metaciclico, A, amastigote, TS, tripomastigote sanguineo, u% il
CHOK1, control realizado con células CHO no infectadas. e -
0.0 -

E T™ A TS CHOk1
Por ultimo, se analizé el efecto de la expresién del gen recombinante

mtTcABCB.c-MYC sobre el crecimiento de epimastigotes de T. cruzi que fueron
previamente transfectados con el vector pTrex-n conteniendo el gen en estudio. Las

curvas de crecimiento realizadas no mostraron diferencias fenotipicas significativas
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entre los epimastigotes transfectantes y los de tipo salvaje. Estos resultados permiten
descartar un posible efecto deletéreo debido a la presencia de la proteina

recombinante mtTcAbcB.c-Myc.

V.1.2 Resultados

V.1.2.1 Obtencion de herramientas moleculares para el estudio de mtTcAbcB

Para el estudio de funcion de mtTcAbcB se generd una nueva version
recombinante con fusion a GFP en C-terminal, a partir de la secuencia para
mtTcAbcB.His ya presente en el laboratorio. Esta versidn permitird detectar el posible
transportador de hemo mitocondrial de T. cruzi tanto en ensayos de microscopia como

en Western blot en levaduras y en el parasito.

V.1.2.1.1 Construccion de la secuencia recombinante mtTcABCB.HIS-GFP

En primer lugar, se construyé la secuencia recombinante que codifica para la
proteina de fusion mtTcAbcB.His-GFP (denominacién del gen recombinante
mtTcABCB.HIS-GFP). Si bien contdbamos con la secuencia recombinante mtTcABCB.c-
MYC, los ensayos de Western blot realizados mostraban sefales inespecificas, lo que
dificultaba su analisis. Por ello, se decidié seguir la fase de clonado utilizando el gen
recombinante que contenia la etiqueta de 6 histidinas, mtTcABCB.HIS. En un primer
paso se amplificé mediante PCR (seccion 1V.5.3.1) el gen codificante de mtTcAbcB.His a
partir de la secuencia clonada en pGEM-T Easy (Tabla I, seccion IV.2.1). Se utilizaron los
oligonucleétidos FPTcABCB-2 y RevHis-noStop2 (Tabla I, seccién 1V.2.2) que
permitieron amplificar el fragmento de interés reemplazando el codén stop en 3° por
el coddn codificante de glicina, manteniendo la secuencia de cola de His y el sitio de
reconocimiento para la enzima Xho |, mientras que en 5 se reemplazé el sitio Hind 1lI
por el de BamH |. La secuencia resultante, de 2246 pb, se denomind
mtTcABCB.HISnonstop. El producto de PCR fue separado por electroforesis en gel de
agarosa al 1%, se verificé que presentara el tamafio esperado, y luego fue purificado
segun se detalla en Materiales y Métodos (secciones IV.5.4 y IV.5.5). En la Figura 19 se

muestra a modo de ejemplo uno de los geles obtenidos.
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Figura 19. Gel de agarosa al 1% p/v mostrando la amplificacién del
fragmento mtTcABCB.HISnonstop de 2246 pb obtenido por PCR.

El fragmento que contiene la secuencia mtTcABCB.HISnonstop fue
posteriormente clonado en el vector pENTR3C (Invitrogen) a través de los sitios de
restriccion BamH | y Xho |. Para ello el inserto y el vector fueron tratados con BamH | y
Xho | y los productos de restriccion separados mediante electroforesis horizontal en
geles de agarosa al 1%. Las bandas de interés fueron purificadas utilizando el kit
comercial Wizard SV Gel and PCR clean-up system (Promega) y posteriormente
sometidas a reaccion de ligacién utilizando la enzima T4 ligasa (Fermentas) (secciones
IV.5.6, IV.5.4, IV.5.5 y IV.5.7). Dado que el inserto y el vector tenian un tamaio similar
(2232 y 2269 pb, respectivamente) se utilizé una relacion molar 1:1 de los mismos en
la reaccién de ligacidon. También se realiz6 como control de religacion la misma
reaccidn en ausencia de inserto. El producto de estas reacciones fue utilizado para
transformar células competentes de E. coli DH5a por método quimico, que luego
fueron sembradas en medio LB sdlido conteniendo 50 pug/ml de Kan como agente de
seleccion (seccion IV.5.8). La verificacion de la correcta insercién del inserto en el
vector se realizdé mediante reacciones de PCR de colonia utilizando los cebadores
FPTCABCB-2 y RevHis-noStop2. Se analizaron 10 colonias de la placa correspondiente al
producto de reaccién de ligacion y 1 del control de ligacidn seleccionadas al azar
(seccidn 1V.5.9). Como se observa en la Figura 20, sélo 3 de las colonias seleccionadas

dieron resultado positivo, las #5, #9 y #10.

MM+ -1 23 4 56 7 89 10
Figura 20. Gel de agarosa al 1 % p/v

' mostrando los productos de amplificacion de
23130— : la PCR de colonia realizada sobre células de
6557 — &% E. coli DH5a transformadas con las mezclas
4361 — " & de  ligaci6n  pENTR3C -  inserto
2322 — “U o e < (mtTcABCB.HISnonstop). MM,  marcador

molecular; +, control positivo; -, control

negativo; 1 a 10, colonias transformadas con
la mezcla inserto-vector.
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Para confirmar el proceso de clonado, las 3 colonias positivas fueron incubadas
en medio liquido selectivo O.N. (LB suplementado con Kan 50 pg/ml) con agitacién y a
37 °C, y se procedid a la extraccién del ADN plasmidico de estos clones utilizando un kit
comercial (seccion 1V.5.1). EI ADN plasmidico obtenido fue sometido a digestién con las
enzimas BamH | 'y Kpn | como método rapido de verificaciéon de la presencia del inserto
en el vector recombinante. Utilizar Kpn | en lugar de Xho | permitié obtener fragmentos
de digestién de tamafio distinguible uno de otro (1444 y 3054 pb); los patrones de
digestiéon fueron analizados por electroforesis en gel de agarosa al 1%. Por ultimo, la
introduccidon de los cambios deseados en la secuencia de mtTcABCB.HISnonstop se
confirmé en los 3 clones mediante secuenciacién de ADN a partir de los sitios ext-attL1
y ext-attL2 que flanquean el sitio de multiple clonado del vector pENTR3C (seccidn
IV.5.10). Entonces, los respectivos clones de células fueron almacenados a -80 °C segun
se indica en el apartado IV.44 y los plasmidos correspondientes,
PENTR3C.mtTcABCB.HISnonstop, ademas se almacenaron a -20 °C (seccién IV.5). En
general, salvo que se indique alguna diferencia, para todos los clonados realizados en
este trabajo de Tesis se siguié la misma secuencia de pasos y todos los clones obtenidos
fueron almacenados a -80 °C (células transformadas) y -20 °C (plasmidos).

Para continuar con la construccion del gen recombinante que exprese la
proteina de fusion mtTcAbcB.His-GFP, también se amplificd por PCR (seccién 1V.5.3.2)
la secuencia codificante de la proteina GFP a partir del vector pTcGFPN (disponible en
el laboratorio, Tabla | en seccién 1V.2.1) con los cebadores FPpTcGFPN-3 y RPpTcGFPN-
5 (Tabla ll, seccién 1V.2.2), que introdujeron sitios de reconocimiento para Xholen 5"y
Sall - EcoRV - Xba | en 3’ de la secuencia amplificada (GFP). El producto de 747 pb fue
posteriormente clonado, siguiendo los pasos ya descriptos, en el
PENTR3C.mtTcABCB.HISnonstop en 3’ y en fase con el primer inserto a través de los
sitios de reconocimiento para Xho | y EcoR V. Se eligié esta ultima enzima en lugar de
Xba | dado que la secuencia del transportador mitocondrial posee un sitio Xba | interno
en la posicion 1746 (pb). El producto de la reaccién de ligacidon fue utilizado para
transformar células de E. coli DH5a por método quimico que luego fueron
seleccionadas en medio sdlido LB suplementado con Kan 50 pg/ml (seccién IV,
apartados 5.4 a 5.8). Para verificar el correcto clonado, se analizaron por PCR de

colonia 22 colonias seleccionadas al azar utilizando los oligonucledtidos FPpTcGFPN-3 y
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RPpTcGFPN-5 (seccion IV.5.9). Todas las colonias ensayadas resultaron positivas y de
estas se seleccionaron 6 (las colonias #7, #8, #9, #14, #15 y #16), para verificar la
construccion mtTcABCB.HIS-GFP en pENTR3C mediante patron de restriccion. Para ello
se les extrajo el ADN plasmidico, el cual posteriormente se sometié a digestidon con
enzimas BamH | y EcoR V. Los productos de la digestiéon obtenidos, mostraron el
patrén de tamafios esperado, como se muestra en la Figura 21 (apartados 5.1, 5.6 y 5.4
de Materiales y Métodos). Los clones #8, #9 y #14 se corroboraron por secuenciacién
del inserto a partir de los sitios ext-attL1 y ext-attL2 del vector y ademas se utilizé el
cebador FSeqTcABCB6-1 (Tabla Il) que hibrida en una regién interna de mtTcABCB y
permite leer por sobre el empalme HIS-GFP (seccién IV.5.10). Los resultados mostraron
que los 3 clones elegidos presentaron la secuencia esperada para el gen recombinante
mtTcABCB.HIS-GFP. Entonces, tanto las células transformantes como sus plasmidos,
fueron almacenados de la manera habitual (secciones I1V.4.4 y IV.5).
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Figura 21. Productos de digestion de 2963 pb (inserto mtTcABCB.HIS-GFP) y 2262 pb (vector
PENTR3C), con enzimas BamH | y EcoR V obtenidos a partir del ADN plasmidico de los clones #7, #8,
#9, #14, #15 y #16 portando el pENTR3C.mtTcABCB.HIS-GFP.

V.1.2.1.2 Clonado de las secuencias recombinantes mtTcABCB.HIS y mtTcABCB.HIS-

GFP en vectores de expresion disponibles.

Los sitios BamH | y Sal | - EcoR V introducidos en los extremos 5' y 3'de la
secuencia fusion mtTcABCB.HIS-GFP permitieron su posterior clonado en vectores de
expresion. Para realizar los ensayos en levaduras, el gen recombinante fue clonado en
pRS426M25 entre los sitios de restriccion para BamH | y Sal | (Tabla | y Figura 12 de
seccion IV.2.1). Brevemente, el vector de partida ()ENTR3C.mtTcABCB.HIS-GFP) y el de
destino fueron digeridos con estas enzimas, y los fragmentos de interés se incubaron
en condiciones de ligacion (relacién 1:3 de inserto:vector) (apartados 5.6, 5.4 y 5.5 de
Materiales y Métodos). Con el producto resultante se transformaron células de E. coli

DH5a que fueron seleccionadas en medio sélido con Amp 150 pg/ml (secciones IV.5.7
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y 1V.5.8). De las colonias obtenidas, 9 se analizaron por PCR de colonia resultando 7
positivas (las #1, #2, #3, #6, #7, #8 y #9); a todas ellas se les extrajo el ADN plasmidico
que luego se verificd por patrdn de restriccidon revelando la presencia del inserto del
tamafio esperado. Luego, 2 de ellas fueron resueltas por secuenciacién. Finalmente,
los clones #1 y #2 portando el vector pRS426M25.mtTcABCB.HIS-GFP fueron
almacenados de la forma usual (seccién IV apartados 5.9, 5.1, 5.6, 5.4, 5.10, 4.4 y 5).

Por otro lado, el gen recombinante mtTcABCB.HIS ya se encontraba presente
en el laboratorio clonado en el vector pRS426M25 entre los sitios BamH | y Xho |
(seccién IV.2.1, Tabla I). A partir de este vector, mediante digestion con BamH |y Xho |,
se clond el gen en el vector pENTR3C escindido con las mismas enzimas, obteniéndose
el plasmido que denominamos pENTR3C.mtTcABCB.HIS (seccién 1V.5.6, IV.5.4, IV.5.5y
IV.5.7). Con este producto de ligacidn se transformaron células de DH5a competentes,
que fueron seleccionadas en medio LB sdlido con Kan 50 pug/ml (apartado IV.5.8). De
las numerosas colonias transformantes obtenidas, se seleccionaron 18 que se
analizaron por PCR de colonia, resultando 8 positivas (las #2, #5, #7, #8, #10 #13, #14 y
#15). A estas se les extrajo el ADN plasmidico (pENTR3C.mtTcABCB.HIS), cuya correcta
construccion se verificd por digestidn enzimatica con las enzimas BamH | y Kpn 1. A
excepcion de los clones #2 y #14, los 6 restantes mostraron el patron de digestion
esperado, entonces los respectivos clones de células y plasmidos fueron almacenados
en stock (apartados 5.9, 5.1, 5.6, 5.4, 4.4 y 5 de seccién IV).

Para estudiar la expresién de ambos genes recombinantes en epimastigotes de
T. cruzi, estos fueron clonados en el vector de expresidon pTcINDEX disponible en el
laboratorio (seccién IV.2.1, Tabla 1). Para ello los vectores pENTR3C.mtTcABCB.HIS y
PENTR3C.mtTcABCB.HIS-GFP fueron digeridos con las enzimas BamH | y EcoR V, y el
vector pTcINDEX con BamH | y Nru | (que al igual que EcoR V genera extremos romos
en el ADN). Subsiguientemente se ligaron los fragmentos de interés (mtTcABCB.HIS o
mtTcABCB.HIS-GFP y pTcINDEX) y con la mezcla de reaccién se transformaron células
de E. coli DH5a competentes (apartados 5.6, 5.4, 5.5, 5.7 y 5.8 de seccién |IV). Las
células transformantes se seleccionaron por su resistencia a Amp 150 pg/ml y de las
colonias obtenidas, se eligieron 15 de cada transformacién para verificar el clonado
mediante seleccidn en diferentes antibidticos. Asi, las colonias fueron repicadas en

medio LB sélido con Clm, Kan o Amp (30, 50 y 150 pg/ml, respectivamente). Si el

96



V- Resultados Capitulo 1

clonado fuese correcto, las células serian resistentes sélo a Amp; todas las colonias
ensayadas crecieron en la condicién permisiva (Amp) y no lo hicieron en las
condiciones restrictivas (CIm y Kan). Posteriormente, a 3 clones de cada evento de
transformacién se les extrajo el ADN plasmidico y la presencia del inserto se verificé
rapidamente por patron de digestion y posterior secuenciacién (oligos FP_HX1 y
RP_lg.Act) (secciones 1V.5.1, IV.5.6, IV.5.4 y IV.5.10). Por ultimo, los clones
PTcINDEX.mtTcABCB.HIS #1, #2 y #3 y pTcINDEX.mtTcABCB.HIS-GFP #1, #2 y #3 se
almacenaron de la manera habitual (seccion IV.4.4 y IV.5).

La estrategia utilizada para llevar a cabo los clonados que se mencionan en el

presente apartado se esquematizan en la Figura 22.
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Figura 22. Estrategia de clonado para mtTcABCB.HIS-GFP. En la parte superior, se muestra la
estrategia de generacién de la secuencia mtTcABCB.HIS-GFP en el vector pENTR3C y su posterior
clonado a los vectores pRS426M25 para su expresidon en levaduras y pTcINDEX para su expresidn en
T. cruzi.

V.1.2.1.3 Construccion del vector de expresion pRS414M25

Con el fin de evaluar el efecto de la expresidon en la misma célula de los genes

recombinantes de las proteinas mtTcAbcB y TcHTE (Merli y Pagura y col., 2016;
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clonada también en el vector pRS426M25), se decidié clonar las secuencias
mtTcABCB.HIS y mtTcABCB.HIS-GFP en un vector de expresion en levaduras que
tuviese otro marcador de seleccién. Ademds, éste nos proporcionaria mayor
versatilidad para ensayar el estudio de funcién de los genes de interés al posibilitar su
expresion en células de levadura de otros genotipos. El vector elegido fue el pRS414
(Tabla 1, seccién IV.2.1), generosamente donado por el laboratorio de Dennis Winge
(Utah), que confiere capacidad de sintesis de Trp (Mumberg y col., 2014). Entonces, la
transformacién de células de S. cerevisiae auxétrofas para Trp y para Ura con los
plasmidos pRS414 y pRS426 podra seleccionarse en un medio que carezca de ambos
aminodcidos.

El vector pRS414 no presenta secuencia promotora ni terminadora de la
transcripcion. Por ello, en primer lugar decidimos clonar en pRS414 los genes de
mtTcABCB.HIS(-GFP) junto con las secuencias del promotor MET25 y el terminador
CYC1 adyacentes a través de la digestidn con las enzimas Sac | y Kpn | que flanquean
toda la construccion en pRS426M25. Dado que el gen de mtTcABCB posee un sitio Kpn
| interno, se procedi® a hacer una digestion controlada de los plasmidos
pRS426M25.mtTcABCB.HIS y pRS426M25.mtTcABCB.HIS-GFP con dicha enzima. Luego
de numerosos intentos, en los cuales la enzima digirié por completo los plasmidos, se
planted una nueva estrategia. Asi, optamos por primero construir el vector
pRS414M25 donde el casete MET25-CYC1 presente en el pRS426M25 (Tabla |, seccién
IV.2.1) fuera clonado entre los sitios Sac | y Kpn | de pRS414 vy, posteriormente, clonar
los genes de interés, siguiendo la misma estrategia que la realizada para la
construccion de los vectores pRS426M25.mtTcABCB.HIS y pRS426M25.mtTcABCB.HIS-
GFP.

El vector pRS414 fue digerido con Sac | y Kpn | generando un vector linealizado
de 4686 pb. A su vez, el vector pRS426M25 fue digerido con las mismas enzimas, para
liberar el casete promotor MET25-SMC-CYC1 terminador de 712 pb (secciones IV.5.6,
IV.5.4 y IV.5.5). Los productos de las digestiones se incubaron en condiciones de
ligacion para generar el vector pRS414M25 (apartado 5.7 de seccidn V). La mezcla de
ligacidn se utilizd para transformar células de E. coli DH5a y las transformantes se
seleccionaron por su resistencia a Amp (150 pg/ml) (seccién IV.5.8). Luego se eligieron

al azar 10 colonias a las que se les extrajo el ADN plasmidico (seccion IV.5.1) y la
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correcta construccion del vector pRS414M25 se verificd por patrén de restriccion. Para
ello, los plasmidos fueron tratados con las enzimas BamH | o Kpn | generando el
plasmido linealizado de 5398 pb, y con las enzimas Sac | y Kpn | liberando un inserto de
712 pb y el vector de 4686 pb. Adicionalmente, se verificd que revierta la auxotrofia
para Trp por transformacion de células de S. cerevisiae DY5113 y posterior seleccidon en
medio SCDO Glu -Trp (seccién IV.5.11). Los clones de las colonias #5 y # 8 satisficieron
los requisitos anteriores, entonces fueron seleccionados y almacenados (seccién IV.4.4
y IV.5).

En un segundo paso, se clonaron los genes mtTcABCB.HIS y mtTcABCB.HIS-GFP
en el vector pRS414M25. Para ello se utilizaron las siguientes enzimas:

e BamH |y Xho | para escindir el gen recombinante mtTcABCB.HIS (en pRS426M25.
mtTcABCB.HIS) y el vector pRS414M25.

e BamH |y Sal | para liberar el gen recombinante mtTcABCB.HIS-GFP (en pENTR3C.
mtTcABCB.HIS-GFP) y escindir el vector pRS414M25.

Los productos de interés (cada inserto con el vector pRS414M25) se incubaron
en presencia de enzima Ligasa T4 (Fermentas) y su solucion amortiguadora
correspondiente. El producto resultante se utilizd para transformar células de E. coli
DH5a por el método quimico (secciones 1V.5.6, 1V.5.4, IV.5.5, IV.5.7 y IV.5.8). Las
colonias fueron seleccionadas por su resistencia a Amp 150 pg/ml. De las células
transformantes obtenidas, se seleccionaron al azar 10 de cada reaccidn de ligacién y 2
de cada control de religacién a las cuales se les extrajo ADN plasmidico, y la correcta
construccion de los vectores se verificé por patréon de restriccidén (secciones I1V.5.6 y
IV.5.4). De aquellos clones que mostraron el patrén de digestion esperado se
seleccionaron los clones #1, #3 y #4 de pRS414M25.mtTcABCB.HIS y los clones #1, #6 y
#10 de pRS414M25.mtTcABCB.HIS-GFP para su almacenamiento en stock de la manera
habitual (seccién IV.4.4y IV.5).

Estos plasmidos junto con el vector pRS414M25 (control) se utilizaron para
transformar células de S. cerevisiae DY5113, tras lo cual se verificod la reversién de su
auxotrofia para Trp en el crecimiento, asi como la fluorescencia de la porcion GFP de la
proteina recombinante mtAbcB.His-GFP por la técnica de microscopia de fluorescencia

(Figura 23) (secciones IV.5.11, IV.4.2 y IV.8.1).
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Figura 23. Validacion de la expresiéon de
mtTcAbcB.His-GFP a partir de pRS414M25 en
Saccharomyces cerevisiae. Imagenes de
microscopia de fluorescencia de células de S.
cerevisiae DY5113 transformadas con
pRS414M25.mtTcABCB.HIS-GFP crecidas O.N. en
medio SCDO Glu, -Trp, Met 10 mg/I.

V.1.2.1.4 Purificacion de anticuerpos anti-mtTcAbcB

Para profundizar el estudio de mtTcAbcB nos propusimos contar con
anticuerpos policlonales purificados a partir del suero inmune contra el péptido
P2(TcAbcB) disponible en el laboratorio. Los mismos constituiran una herramienta para
realizar ensayos de Western blot e IFl y confirmar la presencia y acumulacion de la
proteina, tanto sobre cepas de T. cruzi salvaje y transfectantes como las distintas cepas
de S. cerevisiae que utilizamos para el estudio de mtTcAbcB.

El suero inmune anti-TcAbcB primero se ensayd por la técnica de Western blot
sobre extractos proteicos totales obtenidos de epimastigotes de T. cruzi, realizando los
controles adecuados. Como en estos ensayos se obtuvieron bandas no especificas se
decidié seguir un protocolo de purificacidn para optimizar la especificidad. A tal efecto,
los anticuerpos anti-mtTcAbcB se purificaron y concentraron a partir de suero imnune
de conejo, segun el protocolo de uso habitual en nuestro laboratorio con algunas
modificaciones (seccién 1V.6.4). La capacidad de los mismos de reconocer a mtTcAbcB
se verific6 mediante ensayos de Western blot de muestras conteniendo el péptido
GST-P2(TcAbcB).His purificado, donde P2 corresponde al segmento C-terminal soluble

de la proteina que fuera utilizado para la inoculacion.

V.1.2.2 Anadlisis de la expresion de las formas recombinantes de mtTcAbcB en

Saccharomyces cerevisiae

Por otro lado, para avanzar en la elucidacién de la funcién de mtTcAbcB nos
propusimos analizar el fenotipo causado por su expresiéon en células de S. cerevisiae
deficientes en los transportadores tipo ABC mitocondriales con posibles funciones en
el transporte de porfirinas, y también en células defectuosas en la biosintesis de hemo.
Es asi que, las secuencias de mtTcABCB.HIS y mtTcABCB.HIS-GFP se ensayaron por
complementacion en trans de levaduras knock out para los genes codificantes de las

proteinas Atm1, MdI2 y ALAS:
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» atmlA: éstas células presentan un crecimiento muy reducido (petite), y solo
son capaces de crecer en fuentes de carbono fermentables, lo que sugiere una pérdida
de la capacidad respiratoria. Ademads, acumulan grandes cantidades de hierro en la
mitocondria (30 veces mas que una cepa salvaje), cuyas propiedades redox generan
EROs. Como consecuencia de este estrés oxidativo, pierden el ADN mitocondrial
(fenotipo rho°) y los citocromos mitocondriales, tienen un elevado nivel de glutation y
niveles reducidos de hemoproteinas citosélicas (Leighton y Schatz, 1995; Kispal y col.,
1997). La acumulacion de hierro en la matriz también ocasiona una deficiencia de este
elemento en el citosol y la pérdida de proteinas ferro-sulfuradas. Este fenotipo revierte
totalmente con la expresidn de las proteinas ABCB7 de humanos (Csere y col., 1998) y
LmABCB3 de L. major (Hordkova y col., 2015) , mientras que lo hace parcialmente por
la expresion de ABCB6 de humanos (Mitsuhashi y col., 2000), MdI1 de S. cerevisiae
(Chloupkova y col., 2003) y de las proteinas TbAtm y TbMdl de T. brucei, que presentan
alta homologia a Atm1 (Martinez-Garcia y col., 2016).

» mdI2A: poco se sabe de la funcion de MdI2, a excepcion que la deficiencia en
esta proteina causa defectos en el crecimiento en presencia de glicerol. Dada la
posibilidad de poseer alguna funcién en la respiracién, sumado a la alta homologia que
presenta con Atm1 y MdI1 se la utiliza en experimentos de complementaciéon con
preferencia por sobre cepas mdllA, ya que éstas no poseen un fenotipo mutante
distintivo (Young y col., 2001). La proteina homdloga TbMdI de T. brucei permite que
estas células recuperen su capacidad de crecer en glicerol en forma parcial (Horakova y
col., 2015).

» hemlA: estas células carecen del gen HEM1 que codifica para la enzima ALAS
responsable de la sintesis del primer intermediario de la via biosintética de hemo, el 6-
ALA, en el interior de la matriz mitocondrial (seccién 5.1. de Introduccién, Figura 11)
(Crisp y col., 2003). En consecuencia, son incapaces de sintetizar hemo By, por ende,
hemo C y hemo A, lo cual conlleva a la incapacidad de realizar la respiracién celular.
Este fenotipo puede determinarse por evaluacién del crecimiento en medios con
fuentes de carbono no fermentable (Gli-EtOH). Para compensar dicha deficiencia las
levaduras deben incorporar hemo del entorno, o bien, alguno de los intermediarios de
la via de sintesis; normalmente se adiciona 8-ALA o hemina al medio de cultivo. S.

cerevisiae es altamente deficiente en la utilizacién de hemo exdgeno, de hecho no se
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han identificado hasta el momento transportadores de alta afinidad, aunque no se
descarta que posea alguno de baja afinidad o poca especificidad que le permita captar

el hemo del exterior en condiciones de deficiencia.

V.1.2.2.1 Expresion de mtTcAbcB.His en células hemilA

Si bien la secuencia de mtTcAbcB contiene una pre-secuencia de localizaciéon
mitocondrial, se ha reportado que, en células de mamiferos, ABCB6 localiza también
en la membrana plasmatica (Paterson y col.,, 2007). Por esto no descartamos que
mtTcAbcB pueda también intervenir en la importacién de hemo desde el exterior.
Entonces, como primera aproximacion a la caracterizacién bioquimica y funcional de
mtTcAbcB en el sistema de expresion heterdlogo S. cerevisiae, evaluamos si su
expresion puede alterar la concentracion intracelular de hemina, agregada al medio de
cultivo para permitir el crecimiento de S. cerevisiae hem1A. En condiciones estandar, la
concentracion de hemina necesaria para permitir el desarrollo de células hem1A debe
ser igual o mayor de 1 uM (0,6 pg/ml). La presencia de transportadores especificos de
hemo en estas levaduras deficientes en la sintesis del cofactor le permitirian crecer en
medios de cultivo suplementados con menores concentraciones de hemina. Ensayos
similares fueron utilizados para estudiar el rol en el transporte de hemo de las
proteinas CeHRG-4 (Yuan vy col., 2012), LHR1 (Huynh y col., 2012) y, mas
recientemente, TcHTE estudiada en nuestro laboratorio demostrandose que localiza
en membrana plasmatica de levaduras y facilita la incorporacién de hemo y analogos
de éste (Merli y Paguray col., 2016).

En primer lugar se transformé la cepa de S. cerevisiae hem1::LEU2 (seccién
IV.3.2) con vectores de expresion pRS426M25 conteniendo las secuencias de
mtTcABCB.HIS, TcHTE.HIS o ninguna (control). Las mismas fueron seleccionadas en
medio sélido SCDO Glu sin Ura ni Leu (seleccion del plasmido y la cepa,
respectivamente) y conteniendo &-ALA 250 uM (33 pg/ml) (seccién IV.5.11 y 1V.4.2).
Posteriormente, se realizaron cultivos O.N. de las células transformantes en medio
liquido SCDO Glu (-Ura, -Leu) (5 ml) a 30°C sin 6-ALA (fase previa de ayuno). Al dia
siguiente se lavaron con H,04 estéril y se utilizaron para evaluar el crecimiento en
medio solido SCDO (-Ura, -Leu) suplementado con distintas concentraciones de

hemina, mayores y menores a la estandar, asi como en presencia de diferentes fuentes
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de carbono (apartado 7.1.2 de Materiales y Métodos). Las concentraciones de hemina
utilizadas fueron 5, 1, 0,5, 0,1, 0,05 y 0,01 uM; las fuentes de carbono ensayadas
fueron Glu, Gal’ y Gli-EtOH (seccidn 1V.4.2). La Met se agregd a una concentracién de 5
mg/| para permitir la expresion de los genes a partir del promotor MET25. Parte de los
resultados obtenidos se muestran en la Figura 24, donde en el medio SCDO Glu se
observd que las células que expresan la secuencia recombinante TcHTE.HIS crecieron
mejor que el control aln a concentraciones de hemina menores que la concentracidn
estandar. Sin embargo, en estas condiciones, las células transformadas con Ia
secuencia mtTcABCB.HIS no mostraron diferencias de crecimiento respecto del control.
Este resultado sugiere que mtTcAbcB no favorece la incorporacion de hemo en S.
cerevisiae, como si lo hace TcHTE, es decir que mtTcAbcB no intervendria en la
importacion de hemo desde el exterior en S. cerevisiae lo que podria deberse a que no

une el cofactor y/o a que no se expresa en membrana de la levadura.

mtTcAbcB
vector
TcHTE

mtTcAbcB
vector
TcHTE

0,1 pM 0,05 uM 0,01 pM

Figura 24. La proteina mtTcAbcB no permite el crecimiento de Saccharomyces cerevisiae hem1A
en medio selectivo restrictivo para hemo. Ensayos de complementacion en células de S. cerevisiae
hemlA transformadas con pRS426M25 (vector), pRS426M25.mtTcABCB.HIS (mtTcAbcB) y
pPRS426M25.TcHTE.HIS (TcHTE). Las células se cultivaron en medio sintético SCDO Glu vy las
concentraciones de hemina que se indican bajo cada cuadro. La siembra se realizé por diluciones
seriadas (sentido horizontal), siempre a la misma DO®® para cada cepa (sentido vertical), con el fin
de comparar los crecimientos cuantitativamente. Fotografia tomada a los 4 dias de incubacién a
30°C.

En la condicidn en que se utilizé Glu como fuente de carbono, la captacién de
hemina mediante TcHTE pudo no haber favorecido directamente la respiracion sino
otras actividades celulares, también necesarias para el crecimiento en esta fuente de
carbono fermentable. En cambio, al realizar el mismo ensayo en un medio

suplementado con Gal o GIli-EtOH como fuentes de carbono no se observaron

9 . . . P .
.En medio de cultivo conteniendo galactosa, otro azucar fermentable, la levadura mantiene sus
mitocondrias, a diferencia de lo que ocurre en un medio con glucosa.
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diferencias en el crecimiento de las distintas transformantes hem1A. En particular, en
medio suplementado con Gli-EtOH esperdbamos que las células recuperasen su
capacidad respiratoria con alguno de los transportadores de T. cruzi, entonces lo
observado indicaria un escenario mds complejo que debe ser abordado en mas
profundidad. En primer lugar, dado que S. cerevisiae biosintetiza hemo, puede no
poseer un sistema de transporte para el ingreso del cofactor a la mitocondria. Por eso,
es posible que la hemina ingresada al citosol -proceso facilitado por la presencia de
TcHTE- quede en dicha localizacién, donde se incorporaria a las formas apo de
hemoproteinas citosdlicas necesarias para el crecimiento. Ademas, la concentracion de
hemo en citosol podria no ser suficiente para su incorporacién a la mitocondria y
permitir la respiracidon, proceso que es esencial en las condiciones ensayadas, aun
cuando posea un transportador mitocondrial natural de la levadura; alternativamente,
la presencia de un transportador mitocondrial exégeno (por ejemplo, mtTcAbcB),
podria no ser suficiente para transportar el hemo en la baja concentracion en la que se
encuentra en citosol. En segundo lugar, las células hem1A pueden perder parte o todo
su ADN mitocondrial con las sucesivas divisiones celulares (fenotipo rho-). Entonces,
aun cuando el hemo logre ingresar a la mitocondria, estas células no recuperarian su
funcion respiratoria. Por ultimo, existen reportes en la bibliografia que indican que
estas células necesitan concentraciones de hemina mayores para crecer en fuentes de
carbono no fermentables, a las necesarias en SCDO Glu (Huynh y col., 2012; Yuan y
col., 2012).

Por otro lado, células de S. cerevisiae incapaces de sintetizar hemo, no sélo no
pueden respirar, sino que tampoco pueden llevar a cabo otras reacciones O,
dependientes. Como consecuencia, las células se vuelven auxétrofas para los
productos de estas reacciones, a saber: acidos grasos insaturados, esteroles, vy
metionina, los cuales deberan ser suplementados (Crisp y col.,, 2003).
Experimentalmente, al someter estas células a ayuno de 8-ALA previo a un ensayo, hay
que adicionar al medio de cultivo ergosterol (1,2 mg/ml), Tween 80 (fuente de acidos
grasos insaturados) y Met (0,05 mg/ml = 50 mg/l); esto se conoce como medio TEM.
Alternativamente, se las puede incubar en bajas concentraciones de 6-ALA (0,5 pg/ml),
una concentraciéon que las ayuna de hemo pero alcanza para preservar la viabilidad

(Thorsness y col., 1989). El crecimiento de células deficientes de hemo en medio TEM
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es cepa dependiente; aquellas que derivan de la cepa W303 son capaces de crecer en
TEM en ausencia de hemo (Gaisne y col., 1999) y la no adicién de estos compuestos
afecta negativamente su proliferacion (Crisp y col.,, 2003). Estas observaciones
explicarian la ausencia de crecimiento tanto en SCDO Gli-EtOH como en SCDO Gal de
las levaduras hem1A utilizadas en nuestros ensayos, que derivan de la cepa W303 y
fueron incubadas previamente en condiciones de ayuno.

Adicionalmente, se intentd verificar la presencia de las formas recombinantes
de la proteina mtTcAbcB por Western blot sobre extractos totales y no fue posible
detectarlas (secciéon IV.6.5 y 1V.6.3) asi como tampoco lo fue por IFl. Se realizaron
controles que permitieran corroborar la calidad de los anti-His comerciales (GE
Healthcare) y verificamos que los mismos no estaban funcionando correctamente.
Asimismo, la especificidad de anti-mtTcAbcB no pudo ser verificada en esta
oportunidad. Entonces se decidié proseguir con otras estrategias para tratar de
elucidar el rol de mtTcAbcB.

Ahora bien, aun si mtTcAbcB se ubicase en la mitocondria de S. cerevisiae, y
fuese funcional, no tendria hemo para transportar porque no hay incorporacién al
citosol (recordemos que la hem1A tampoco lo sintetiza). Un esquema de lo que podria
estar ocurriendo ante la expresion de cada transportador de T. cruzi en S. cerevisiae se
representa en la Figura 25. Una combinacion de mtTcAbcB junto con TcHTE en la
misma célula y operando en las localizaciones que se esperan (membrana mitocondrial
y membrana plasmatica, respectivamente) tal vez permitirian a las células crecer mejor

aun en Glu que cuando sélo portan TcHTE e incluso se esperaria que crezcan en Gli-

EtOH.
L i
i
. citosol citosol . citosol

mitocondria

v tTcAbcB
(]
o
LN L N

(a) & i Hemo (b) & Hemo (c) & i Hemo
Figura 25. Esquema de la situacion hipotética que experimentaria Saccharomyces cerevisiae
hem1A en presencia de hemina al expresar los transportadores de Trypanosoma cruzi. (a) cuando
no posee transportador alguno; (b) cuando expresa TcHTE y éste localiza en membrana plasmatica;
(c) cuando expresa mtTcAbcB y éste opera en membrana mitocondrial. En ninguna de las

mitocondria

condiciones planteadas el hemo podria llegar desde el exterior celular hasta la mitocondria.
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V.1.2.2.2 Expresion de mtTcAbcB.His-GFP en células hem1A

Al momento de realizar los experimentos anteriores, no se encontraba clonada
la secuencia de mtTcAbcB.His-GFP ni la de TcHTE.His-GFP, que fueron utilizadas en un
tiempo posterior al primer ensayo de complementacion. Es asi como, una vez
obtenidas las secuencias recombinantes mtTcABCB.HIS-GFP y TcHTE.HIS-GFP clonadas
en vectores de expresion en levaduras, las mismas se utilizaron para realizar ensayos
similares a los descriptos. La expresion de las proteinas de fusidon a GFP nos permitiria
corroborar su expresion y localizacion mediante técnicas de microscopia de
fluorescencia. Se transformaron células de S. cerevisiae hem1::LEU2 con el vector
pRS426M25 conteniendo las secuencias génicas de mtTcAbcB.His, TcHTE.His,
mtTcAbcB.His-GFP, TcHTE.His-GFP o ninguna (control). Una vez seleccionadas las
células transformantes (seccién 1V.5.11), se evalud cuantitativamente su crecimiento
en medio SCDO, tanto en Glu como en Gli-EtOH como fuente de carbono y utilizando
hemina o PP IX como fuente de hemo. Dado que la PP IX, el ultimo intermediario en la
biosintesis de hemo, debe ser transportada hasta la mitocondria para finalmente ser
convertida en hemo, su utilizacién por parte de la levadura es un indicador de que se
produce el transporte del cofactor en la organela y que ésta se mantiene funcional. En
cambio, la hemina puede ser utilizada directamente en el citosol una vez incorporada
asegurando la viabilidad de la levadura sin necesariamente producirse la respiracion,
es decir, sin que la hemina sea transportada hasta la mitocondria. En resumen, permite
distinguir de manera indirecta los mecanismos de transporte que se producen a nivel
de membrana plasmatica y a nivel de membrana mitocondrial. Las concentraciones
ensayadas de cada porfirina fueron: 1, 0,5, 0,1, 0,05 y 0,01 uM en SCDO Gluy 10,5y 1
UM en SCDO Gli-EtOH (secciones IV.4.2 y IV.7.1.2).

Los resultados se muestran en la Figura 26, donde claramente se observa que la
presencia de mtTcAbcB.His(-GFP) no favorecié el crecimiento respecto al control en
medio SCDO Glu, utilizando hemina o PPIX. Sorprendentemente, en algunas de las
oportunidades en que se repitid el ensayo las células que expresaban mtTcAbcB.His(-
GFP) crecieron mas débilmente que las células control. En este ensayo también fue
confirmado que la presencia de la proteina TcHTE.His(-GFP) facilita la importacién de
hemo o PP IX. Cuando las células transformantes fueron desafiadas a crecer en SCDO

Gli-EtOH, sélo las que expresaban TcHTE.His y TcHTE.His-GFP pudieron desarrollar
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colonias en presencia de hemina pero no con PP IX. Dado que ninguna de las cepas
ensayadas pudo crecer en SCDO Gli-EtOH suplementado con PP IX, podemos concluir

gue, en estas condiciones, no ocurriria el transporte mitocondrial de porfirinas.

mtTcAbcB
mtTcAbcB-GFP

vector

Glucosa

mtTcAbcB
mtTcAbcB-GFP
vector

TcHTE
TcHTE-GFP

1puM PP IX 0.1 uM PP IX 0.05uMPPIX 0.01uMPPIX

mtTcAbcB
mtTcAbcB-GFP
vector

TcHTE
TcHTE-GFP

Glicerol-Etanol

10 uM hemina 5 puM hemina 1 uM hemina

Figura 26. La proteina mtTcAbcB no permite el crecimiento de Saccharomyces cerevisiae hem1A
en medio selectivo restrictivo para hemo. Ensayos de complementacion en células de S. cerevisiae
hemlA transformadas con pRS426M25 (vector), pPRS426M25.mtTcABCB.HIS (mtTcAbcB),
pRS426M25.mtTcABCB.HIS-GFP (mtTcAbcB-GFP), pRS426M25.TcHTE.HIS (TcHTE) y pRS426M25.
TCcHTE.HIS-GFP (TcHTE-GFP). Las células se cultivaron en medio sintético SCDO conteniendo Glu o
Gli-EtOH como fuente de carbono y las concentraciones de porfirina que se indican bajo cada
cuadro. La siembra se realizé por diluciones seriadas (sentido horizontal), siempre a la misma DO
para cada cepa (sentido vertical), con el fin de comparar los crecimientos cuantitativamente. Se
muestran algunas de todas las condiciones ensayadas, tras 10 dias de incubacion a 30°C.

Teniendo en cuenta que las células de levadura expresaban proteinas
recombinantes con fusiéon a GFP, se evalud la posible fluorescencia de las colonias
cuando éstas fueron expuestas a luz azul (transiluminador Safe Imager de Invitrogen).
Las colonias formadas por células hemlA que expresaban TcHTE.HIS-GFP mostraron
tono verdoso, debido a la presencia de la proteina fusion en la membrana plasmatica
(Merli y Pagura y col.,, 2016). Por otro lado, las células heml1A que expresaban
mtTcABCB.HIS-GFP no mostraron esta coloracion, lo que indica que mtTcAbcB.His-GFP
presentaria alguna localizacién intracelular o bien que, por alguna razén aun no

determinada, la expresidn de la proteina recombinante no adoptaria la conformacién
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adecuada para emitir fluorescencia. Estas células fueron luego analizadas por
microscopia de fluorescencia donde pudo verificarse la localizaciéon en membrana
plasmatica de TcHTE.His-GFP en contraste con una localizacion intracelular
(posiblemente en vesiculas) de mtTcAbcB.His-GFP como se muestra en la Figura 27
(seccion 1V.8.1). Estas imagenes también nos permitieron verificar que ambas
proteinas se expresan en levadura. La identificacién de mtTcAbcB en sus formas
recombinantes no pudo ser corroborada por ensayos de Western blot sobre extractos
totales de estas cepas transformantes por fallas en la especificidad de los anticuerpos
utilizados, tanto anti-mtTcAbcB como anti-His, si bien se realizaron numerosos

intentos (seccién IV.6.5y IV.6.3).

mtTcAbcB.His-GFP TcHTE.His-GFP

Figura 27. Expresion de TcAbcB.His-GFP y TcHTE.His-GFP en células de Saccharomyces cerevisiae
hem1A. Imagenes de microscopia de fluorescencia de células de S. cerevisiae hem1A transformadas
con pRS426M25.mtTcABCB.HIS-GFP y pRS426M25.TcHTE.HIS-GFP crecidas O.N. en medio SCDO
Glu, -Ura -Leu, Met 10 mg/I.

En conjunto, estos resultados muestran que mtTcAbcB, en cualquiera de sus
versiones recombinantes, no participaria en la incorporacién de hemina o PP IX en
células de S. cerevisige. AUn asi, no podemos descartar que mtTcAbcB actie en el

transporte de porfirinas en otra(s) localizacion(es) distinta de la membrana.

V.1.2.2.3 Expresion de mtTcAbcB y TcHTE en células hem1A

Teniendo en cuenta que TcHTE facilita el transporte de hemo a través de la
membrana plasmatica y considerando que mtTcAbcB podria intervenir en el transporte
mitocondrial, nos propusimos evaluar la expresién simultdnea de ambas proteinas
recombinantes en las células hemlA. Si nuestra hipdtesis fuese correcta y ambas
proteinas recombinantes fueran funcionales en esta levadura, su coexpresion
proporcionaria una ventaja frente a condiciones limitantes de hemina o PP IX al utilizar
Gli-EtOH como fuente de carbono (Figura 28a). En esta oportunidad se utilizaron las

células de S. cerevisiae cepa hem1::HIS3 (seccidn 1V.3.2), a las cuales se corroboré el
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fenotipo por crecimiento en medio SCDO sin His. Luego, se procedié a la
cotransformacion de  estas células con  pRS414M25.mtTcABCB.His o
pRS414M25.mtTcABCB.His-GFP junto con pRS426M25 portando las secuencias de
TcHTE y los respectivos controles de la manera en que se describen en la Figura 28b.
Como alternativa también se procedié a la transformacidén simple consecutiva con la
misma combinacién de pldsmidos. A la fecha, y luego de numerosos intentos, sélo
algunas de las dobles transformantes fueron obtenidas, determinando que este

ensayo no progrese.

NRSA426 NRS414

1 TcHTE.HIS-GFP mtTcABCB.HIS
() 2 TcHTE.HIS-GFP vector
[ ] -~ I 3 vector mtTcABCB.HIS
TR 4 TcHTE.HIS mtTcABCB.HIS-GFP
5 TcHTE.HIS vector
S 6 vector mtTcABCB.HIS-GFP
7 vector vector
- Hemo s - -

(a) (b)

Figura 28. La coexpresion de mtTcAbcB y TcHTE en Saccharomyces cerevisiae hem1A le permitiria
crecer en medio restrictivo para hemo. (a) Esquema propuesto para la localizacidn y funcion de
mtTcAbcB y TcHTE expresados en S. cerevisiae. (b) Protocolo de cotransformacién propuesto para
investigar la hipdtesis planteada. Vector refiere al plasmido sin inserto.

V.1.2.2.4 Expresion de las formas recombinantes de mtTcAbcB en células mdi2A

Las razones para estudiar la complementacidn de células md/2A se comentaron
en pagina 101. Ademas, en simultdneo con este trabajo de Tesis, Hordakova vy
colaboradores (Hordkova y col., 2015) identifico, clond y ensayé el gen ToMdl de T.
brucei, que presenta alta homologia de secuencia a MDL1 y MDL2 de S. cerevisiae y
AbcB10 de humanos, y con alta probabilidad de codificar para una proteina del tipo
ABC mitocondrial. Como resultado de sus observaciones, se ha propuesto a TbMdI
como transportador intracelular de hemo en T. brucei, necesario para importar hemo
al interior de la mitocondria del parasito.

En nuestro laboratorio, se ensayd la capacidad de mtTcAbcB.His, con y sin
fusion a GFP, de complementar células de levadura mdI2A. Para esto, células BY4743
(cepa silvestre) y células BY4743 mdI2A::KanMX4 de S. cerevisiae fueron transformadas

por el método quimico con los vectores pRS426M25 portando el inserto
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mtTcABCB.HIS, mtTcABCB.HIS-GFP y sin inserto (vector) (seccion IV.3.2 y IV.5.11). Las
células transformantes se seleccionaron por su crecimiento en SCDO Glu -Ura y
posteriormente fueron ensayadas en placa en condiciones permisivas (Glu) vy
restrictivas (Gli-EtOH) en medio rico YP y sintético SCDO -Ura con concentraciones de
Met de 0, 1, 5 y 20 mg/ml. Algunas fotografias representativas de los resultados se
muestran en la Figura 29, donde se observa que en YDP (medio rico), no hay
diferencias en el crecimiento de las células mdI2A respecto al control, lo que indicaria
que la expresion de la proteina recombinante de T. cruzi no confiere ninguna ventaja
frente a la ausencia de MdI2. Tampoco se observaron diferencias de crecimiento
cuando estas proteinas fueron expresadas en la cepa salvaje (BY4743); entonces, su
presencia no afectaria el normal funcionamiento de estas células. En YPGIi-EtOH no se
observd crecimiento de ninguna de las células md/24A, indicio de que la proteina
mtTcAbcB no es capaz de complementar la funcion de MdI2 de manera tal que las
células recuperen su capacidad respiratoria. Los ensayos realizados en medio minimo
sintético SCDO mostraron resultados similares, es decir la expresién de la proteina
recombinante de T. cruzi no fue capaz de complementar a md/2A. Para nuestra
sorpresa, estos resultados son muy diferentes de los obtenidos con TbMdl, que si logré
complementar (parcialmente) la delecion mdi2A (Horakova y col., 2015). Por otro lado,
en el genoma de T. cruzi no encontramos otro posible gen codificante para una

proteina con homologia a Mdl ademas de mtTcAbcB.

vector
mtTcAbcB
mtTcAbcB-GFP

BY4743

vector
mtTcAbcB
mtTcAbcB-GFP

mdi2A

YPD YPGli-EtOH SCDO Glu SCDO Gli-EtOH

Figura 29. La proteina mtTcAbcB no permite recuperar la capacidad respiratoria de
Saccharomyces cerevisiae mdI2A. Actividad de mtTcAbcB.His y mtTcAbcB.His-GFP por ensayos de
complementacién en células de S. cerevisiae mdI2A transformadas con pRS426M25 (vector),
pRS426M25.mtTcABCB.HIS (mtTcAbcB) y pRS426M25.mtTcABCB.HIS-GFP (mtTcAbcB-GFP) vy
sembradas en medio rico (YP) y sintético SCDO conteniendo Glu o Gli-EtOH como fuente de
carbono. En los medios SCDO se varid la concentracion de Met entre 0 y 20 mg/ml pero no se
observaron cambios. La siembra se realizd por diluciones seriadas (sentido horizontal), siempre a la
misma densidad 6ptica (DO®®) para cada cepa (sentido vertical), con el fin de comparar los
crecimientos cuantitativamente. Se muestran algunas de las placas obtenidas.
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La fluorescencia debida a la fusién a GFP se visualizd6 por microscopia de
fluorescencia en estas levaduras transformantes, revelando una localizaciéon
intracelular, similar a lo ya observado en células DY5113 y hem1A transformadas con
pRS426M25.mtTcABCB.HIS-GFP o pRS414M25.mtTcABCB.HIS-GFP.

El no obtener resultados en S. cerevisiae mdI2A no permite inferir sobre la
funcién de mtTcAbcB en T. cruzi ya que el hecho de no lograr complementar la funcidn
de MdI2 en levaduras no descarta su funcién como transportador en el parasito. Es
poco probable que no se estén expresando correctamente los genes de T. cruzi dado
gue las microscopias confirman al menos la expresion de mtTcAbcB.His-GFP; tal vez su

localizacion no sea la adecuada para revertir el fenotipo md/2A.

V.1.2.2.5 Expresion de las formas recombinantes de mtTcAbcB en células atmi1A

Para evaluar si mtTcAbcB es capaz de complementar la ausencia de Atm1, se
analizo la reversidn de las caracteristicas fenotipicas que presentan las células atm1A
por expresion de las formas recombinantes de mtTcAbcB. De todas, nos parecieron
relevantes aquellas que pudiésemos reproducir facilmente en el laboratorio, estas son
el crecimiento débil en medio rico YP y nulo en medio minimo SD (Sintético
Depletado). La presencia de una proteina que compense al menos en parte la ausencia
de Atm1 permitiria un mejor crecimiento en los medios mencionados. Si bien Atm1
estd postulado ser un exportador mitocondrial de centros Fe-S, ha sido reportado que
ABCB6 puede restaurar parcialmente el fenotipo de atm1A (Mitsuhashi y col., 2000).
De manera similar, esperamos que mtTcAbcB restaure al menos parcialmente la
funcién de Atm1 en S. cerevisiae, y este resultado permitiria inferir un rol como posible
transportador de hemo (y/o) porfirinas y una localizacién mitocondrial en levaduras.

Retomando los experimentos de complementacion de células atmlA
mencionados al principio de este capitulo, nos propusimos profundizar estos estudios.
Para ello, se utilizd la cepa YPH500 atml1::LEU2 disponible en el laboratorio
(gentilmente cedida por el Profesor Roland Lill). En primer lugar, se analizé su
crecimiento en medio SCDO en ausencia de Leu y en medio minimo SD (Tabla IV)
(secciones 1V.3.2 y IV.4.2). En concordancia con lo reportado en la literatura, las células
atm1A fueron capaces de crecer en SCDO -Leu pero no en medio SD (Kispal y col.,

1997).
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YNB YNB
NH,SO, NH,SO,
Mix de AA _ Tabla IV. Comparacion de los componentes
presentes en los medios sintéticos SCDO de
Glu Glu uso frecuente en nuestro laboratorio y SD.

Luego, estas células fueron transformadas con el pldsmido pRS426M25
conteniendo las secuencias mtTcABCB.HIS y mtTcABCB.HIS-GFP o ninguna (control) y
se seleccionaron por reversion de la auxotrofia de uracilo (SCDO Glu -Ura -Leu). El
patrén de crecimiento de las células transformantes se analizé en medio SCDO Glu

careciendo de los siguientes aminodacidos: Ura y Leu, Ura, Leu, o ninguno.

atmilA
vector
mtTcAbcB

mtTcAbcB-GFP

SCDO Glu-Ura- Leu SCDO Glu-Ura SCDO Glu-Leu SCDO Glu
Figura 30. Actividad de mtTcAbcB.His y mtTcAbcB.His-GFP por ensayos de complementacion en
células de Saccharomyces cerevisiae atmilA. Las células fueron transformadas con pRS426M25
(vector), pRS426M25.mtTcABCB.HIS (mtTcAbcB) y pRS426M25.mtTcABCB.HIS-GFP (mtTcAbcB-GFP)

y se cultivaron en medio sintético SCDO Glu sin los aminodacidos que se muestran bajo cada cuadro.

. .z . . . . . . . 600
La siembra se realizd por diluciones seriadas (sentido horizontal), siempre a la misma DO™ para

cada cepa (sentido vertical), con el fin de comparar los crecimientos cuantitativamente.

Como se observa en la Figura 30, la presencia de las proteinas mtTcAbcB.His o
mtTcAbcB.His-GFP no generd una mejora en el crecimiento de las levaduras knock out
en las condiciones ensayadas, respecto del control. El mismo ensayo se realizé luego
en medio SD vy, en este caso, no se observd crecimiento de ninguna de las células.

Ante este resultado negativo, decidimos verificar la presencia de la proteina
recombinante mtTcAbcB.His-GFP en las células transformantes mediante microscopia
de fluorescencia. Las imagenes obtenidas, que se muestran en la Figura 31, muestran

gue las células presentaban la coloracidn tipica verde de la proteina fusion.

Figura 31. Células de Saccharomyces cerevisiae
atmiA expresando mtTcAbcB.His-GFP.
Imagenes de microscopia de células de levadura
cepa YPH500 atmlA transformadas con
pRS426M25.mtTcABCB.HIS-GFP crecidas O.N. en
medio SCDO Glu, -Ura, Met 10mg/| vistas al
microscopio de fluorescencia con filtro verde.
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Estos resultados muestran que mtTcAbcB no es capaz de complementar la
funcién de Atm1 en S. cerevisiae, al menos en las condiciones ensayadas. Una vez mas,
esto no excluye a mtTcAbcB como posible transportador de hemo en T. cruzi. Dado
que las proteinas LmABCB3 y ThAtm, postuladas ser los heterélogos de Atml en L.
major y T. brucei, respectivamente, revierten el fenotipo de atmlA (total vy
parcialmente en cada caso), esperdbamos observar algo similar con mtTcAbcB.

Ante los resultados negativos obtenidos con mtTcAbcB, trabajamos en
colaboracién con el grupo de Pérez-Victoria del Instituto de Parasitologia y
Biomedicina "Lépez-Neyra" (Granada, Espafia), responsables de la identificacion vy
estudio del gen LmAbcb3 de L. major (Martinez-Garcia y col.,, 2016). Los vectores
pRS414M25 conteniendo las construcciones génicas del transportador obtenidas,
mtTcABCB.HIS y mtTcABCB.HIS-GFP, fueron enviados a M. Martinez-Garcia para
reproducir los ensayos de complementacién en células atm1A en las condiciones por
ellos utilizadas con los genes de T. cruzi. Los resultados preliminares que obtuvieron
fueron negativos, tanto en la complementacién de las levaduras como en la deteccion
de las proteinas recombinantes por Western blot de extractos de estas células
transformantes utilizando anticuerpos comerciales anti-His. Estos resultados, nos
permiten descartar que la ausencia de complementacion observada en nuestro
laboratorio se deba a algun problema de disefio o con las cepas utilizadas, dejando
abierto el interrogante acerca del rol de mtTcAbcB como posible transportador de

hemo mitocondrial.

V.1.3 Estudio de |a proteina mtTcAbcB en Trypanosoma cruzi. Perspectivas

La finalidad ultima de los experimentos antes mencionados, fue elucidar la
funcién de la proteina codificada por el gen mtTcABCB de T. cruzi, de forma preliminar
al estudio de la proteina en el organismo nativo.

Las secuencias recombinantes mtTcABCB.HIS y mtTcABCB.HIS-GFP se clonaron
en el vector pTcINDEX para luego obtener transfectantes estables de parasitos de T.
cruzi Dm28c pLEW13. Con éstos se espera determinar el efecto que causaria la
sobreexpresidon de esta proteina en epimastigotes de T. cruzi. En un trabajo previo se
logro transfectar epimastigotes de T. cruzi con el vector pTrex-n conteniendo el gen

mtTcABCB.c-MYC; ensayos preliminares no mostraron diferencia fenotipica entre los
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pardsitos transfectantes y los del tipo salvaje en condiciones estandares de
crecimiento. Sin embargo, estos estudios se deben completar y profundizar. Para ello
se plantea obtener nuevos parasitos transfectantes portando las secuencias obtenidas
en este trabajo de Tesis. Posteriormente se propone analizar la expresion y localizacién
de las proteinas expresadas, asi como determinar si las mismas provocan algun efecto
en el crecimiento de T. cruzi, en la acumulacion de hemo, entre otros. Ademas, en las
nuevas versiones recombinantes del transportador, mtTcAbcB.His y mtTcAbcB.His-
GFP, la etiqueta de 6 His proporciona no sélo una manera adicional de detectar la
proteina utilizando anticuerpos especificos anti-His sino que también posibilita su
purificaciéon por cromatografia de afinidad. Por otro lado, la fusiéon a GFP constituye
también una forma de deteccion mediante anticuerpos especificos, mientras que la
fluorescencia intrinseca de esta proteina permite la deteccién, localizacion y
estimacion de la induccidn de la proteina fusién.

Asimismo, el analisis de la proteina in vivo puede realizarse mediante IFl con los
anticuerpos policlonales purificados anti-P2(TcAbcB) y a través de medidas de hemo
intracelular en parasitos crecidos en distintas concentraciones de hemina. Y una vez
purificada la proteina mtTcAbcB.His seria posible llevar a cabo los estudios para su
caracterizacion bioquimica in vitro. Para ello, se deberd disefiar y optimizar las
condiciones para la purificacion de mtTcAbcB.His. Posteriormente realizar estudios in
vitro, con los que se evaluarian las propiedades de uniéon a hemo o a precursores de
hemo de esta proteina, realizando ensayos de competencia de la unién a la resina de
afinidad “Hemin-agarosa” de manera similar a lo realizado en la caracterizacién de
ABCB6 de mamiferos (Krishnamurthy y col., 2006).

Por ultimo, también se propone repetir los ensayos de Leprohon vy
colaboradores (2006) y confirmar los resultados del patrén de expresion diferencial del
gen de mtTcABCB mediante la técnica de qPCR. Dado que los datos publicados en
TriTryp.DB refieren a otra cepa, es posible que la expresion del gen en cuestion difiera
entre las distintas cepas de T. cruzi. Por esto, se debe verificar el perfil de expresion en
la cepa de trabajo. Las razones para una expresion cepa dependiente se desconocen.
Ademas, sera interesante determinar si este perfil de expresion varia cuando el medio

de cultivo es suplementado con distintas concentraciones de hemina.
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En un futuro, la generacion de nuevas versiones recombinantes no funcionales
pueden contribuir al reconocimiento de funcién de mtTcAbcB, permitiendo identificar
regiones criticas para la funcion del transportador (Mitsuhashi y col., 2000) y la
evaluacién del efecto que éstas puedan tener sobre el crecimiento, supervivencia,

trafico de hemo, etc.

V.1.4 Conclusiones

Como objetivo general de este trabajo se propuso elucidar cdmo el hemo es
distribuido intracelularmente en T. cruzi y, particularmente, como llega a la
mitocondria para su posterior incorporacién como cofactor de proteinas especificas
(como tal, o previa conversidén a hemo A). Para ello nos planteamos estudiar la funcién
de proteinas de T. cruzi con posible rol en el transporte y en el metabolismo de hemo
hacia el interior de la mitocondria del parasito.

Respecto al transporte de hemo, previamente se identificd el gen codificante
para una proteina de T. cruzi, a la cual denominamos mtTcAbcB por su alta homologia
al transportador mitocondrial ABCB6 de humanos.

En el presente trabajo de Tesis, se obtuvieron las siguientes herramientas
moleculares para desarrollar los ensayos propuestos:

v’ se construyd la secuencia recombinante mtTcABCB.HIS-GFP y la misma, al igual
que la de mtTcABCB.HIS, se cloné en vectores apropiados de expresidn en levaduras y
epimastigotes de T. cruzi.

v’ se construyd el vector de expresidn en levaduras pRS414M25 a partir del pRS414
(el cual confiere autotrofia para Trp) y un casete promotor MET25-CYC1 terminador. El
mismo permite el estudio de funcidon de genes en cepas incapaces de sintetizar Trp y
gue ademas porten el pRS426.

v’ se obtuvieron anticuerpos policlonales anti-mtTcAbcB purificados a partir de suero
inmune de conejo.

La expresién de versiones recombinantes de mtTcAbcB en diferentes cepas de
S. cerevisiae, permite postular lo siguiente:

v' la visualizacion de mtTcAbcB.His-GFP por microscopia de fluorescencia permite

verificar la expresion de mtTcABCB.HIS-GFP en levaduras.
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v" mtTcAbcB no se localizaria en membrana plasmatica de levaduras, sino en posibles
vesiculas intracelulares.

v’ Los ensayos de complementacion heterdloga en S. cerevisiae hem1A mostraron
que mtTcAbcB.His(-GFP) no participaria del transporte de hemo en membrana
plasmadtica de levadura.

v’ Los ensayos de complementacidon heterdloga en S. cerevisiage atm1A mostraron
gue mtTcAbcB no estaria involucrada en el transporte de centros Fe-S u hemo a través
de membrana mitocondrial.

v/ mtTcAbcB no participaria en el transporte mitocondrial del sustrato necesario que
permita la recuperacion la capacidad respiratoria de células mdI2A.

Estos resultados no nos permiten postular una funcién especifica para
mtTcAbcB ni tampoco su localizacién en T. cruzi, organismo en el cual muchas
aproximaciones experimentales restan por hacer. Dada la ausencia de vias metabolicas
de biosintesis de hemo en T. cruzi, y al no existir evidencia sobre una via de
degradacion ni de depdsitos de almacenamiento, el estudio del transporte de hemo en

el pardsito continda siendo un tépico sumamente relevante, que debe ser estudiado.
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V.2 TcCox10 vy la biosintesis de hemo A en Trypanosoma cruzi

T. cruzi presenta un metabolismo fermentativo aerébico, es decir que no puede
independizarse del consumo de oxigeno a pesar de realizar fermentacién y por ello
necesita una cadena mitocondrial activa (Tielens y van Hellemond, 2009). Existen
numerosas evidencias que sugieren la existencia de multiples oxidasas terminales
dando lugar a una cadena respiratoria ramificada, donde la oxidasa terminal principal,
responsable del 94 % del consumo de oxigeno en epimastigotes, es una CcO del tipo
aas (Affranchino y col., 1986; Silva y col., 2011; Tielens y van Hellemond, 2009). En
nuestro grupo de trabajo se ha demostrado que T. cruzi depende de la actividad de la
CcO durante todo su ciclo de vida, en consecuencia la sintesis, distribucién y
ensamblado de hemo A serian también esenciales para este parasito (Merli y col.,

2017).

V.2.1 Andlisis de la enzima HOS en Trypanosoma cruzi. Resultados previos obtenidos

en el laboratorio

En trabajos previos realizados en nuestro laboratorio se planted como objetivo
de estudio determinar si T. cruzi puede adquirir el hemo A de su entorno o si es capaz
de sintetizarlo a partir de hemo By, en este caso, si la biosintesis ocurriria de manera
similar a los demas eucariotas. Se identificaron en el genoma de T. cruzi (El Sayed y
col., 2005) secuencias codificantes para proteinas con homologia de secuencia a las
enzimas HOS y HAS de S. cerevisiae y se las denomind TcCOX10 y TcCOX15,
respectivamente (Tc00.1047053509601.59 es TcCOX10, y Tc00.1047053511211.70 es
TcCOX15) (Buchensky y col., 2010). La actividad HOS y HAS fue confirmada mediante
ensayos de complementacion de células de S. cerevisiae knock out para los genes
COX10 y COX15 (cox10A y cox15A, respectivamente). Ademas, como controles, se
transformaron estas células knock out con plasmidos de expresidon constitutiva
conteniendo las secuencias ScCOX10.HIS y ScCOX15.HIS (HOS y HAS de S. cerevisiae,
ambas con cola de 6 histidinas en C-terminal). Las células mutantes cox10A y cox15A
presentan deficiencia respiratoria debido a que no pueden sintetizar hemo A y en
consecuencia carecen de una CcO funcional. Esto impide su crecimiento en un medio
que posea un sustrato no fermentable como uUnica fuente de carbono, por ejemplo

glicerol. Se evalud el crecimiento de las células de levadura cox10A y cox15A en 2
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medios distintos, uno suplementado con una fuente de carbono fermentable (Glu), y
otro con una fuente de carbono no fermentable (Gli-EtOH). Se observd que dichas
células recuperaron la funcion respiratoria cuando expresaban en trans los genes de T.
cruzi correspondientes, de manera similar al control con genes propios de S. cerevisiae
(Figura 32). Esto indica claramente que las secuencias TcCOX10 y TcCOX15 codifican
para una HOS y una HAS funcionales en el organismo heterdlogo S. cerevisiae

(Buchensky y col., 2010).

SCDO Glu SCDO Gli-EtOH

cox15A + vector
cox15A + TcCox15
cox15A + ScCox15
cox10A + vector
cox10A + TcCox10

cox10A + ScCox10

Figura 32. Ensayos de complementacidn en células de Saccharomyces cerevisiae cox10A y cox15A
con los genes COX10 y COX15 de Trypanosoma cruzi. Se evalud la capacidad respiratoria de células
de levadura mutantes cox10A y cox15A transformadas con plasmidos de expresidn conteniendo las
secuencias TcCOX10 y TcCOX15 de T. cruzi y las secuencias ScCOX10 y ScCOX15 de S. cerevisiae.
Para ello las diluciones seriadas de cada cultivo se sembraron en SCDO Glu -Ura y SCDO Gli-EtOH -
Ura. WT, células salvajes. Figura adaptada de Buchensky y col., 2010.

Ademas, se detectd la presencia de los distintos tipos de hemo: B, Cy A, en
extractos mitocondriales de estas células transformadas, mediante espectroscopia de
absorcién diferencial en la regidon visible. En todos los cultivos ensayados se
observaron las sefiales correspondientes a las bandas a de los hemos By C (a 560 y
550 nm, respectivamente) que se solapan en una Unica banda en el espectro de
absorcién diferencial en la regidn visible. El hemo A, que presenta un pico de absorcion
maximo a aproximadamente 605 nm (Tzagoloff y col.,, 1975), no se detecté en
mitocondrias de levaduras knock out cox10A y cox15A transformadas con vector
control, pero si en aquellas que expresaban en trans las HOS y HAS respectivamente,
de S. cerevisiae (ScCOX10 y ScCOX15) o de T. cruzi (TcCOX10 y TcCOX15). Ademas, se

corrobord la expresion de todas estas proteinas mediante ensayos de Western blot
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sobre extractos mitocondriales de cada cultivo. En conclusién, se comprobd la funciéon
de HOS y HAS, respectivamente, de las proteinas de T. cruzi TcCox10 y TcCox15, y que,
ademas, se expresaron y ensamblaron correctamente en las mitocondrias de levaduras
(Buchensky y col., 2010).

Por otro lado, se analizaron los niveles de ARNm correspondientes a los genes
TcCOX10 y TcCOX15 en los distintos estadios de vida del parasito por medio de PCR
cuantitativa en tiempo real. Los niveles mayores de ARNm fueron detectados en los
estadios de epimastigote y tripomastigote metaciclico, mientras que el nivel minimo
correspondié a los amastigotes. Esto podria reflejar diferentes requerimientos
respiratorios segun el estadio (Buchensky y col., 2010).

Para obtener anticuerpos policlonales especificos de conejo anti-TcCox10 y
anti-TcCox15 como herramienta de trabajo, regiones de alta antigenicidad de cada
proteina fueron clonadas y expresadas en E. coli de manera independiente, purificadas
y utilizadas como antigeno en conejos del servicio de bioterio de nuestra facultad
(FCBYF-UNR), de manera similar a como se procedié con mtTcAbcB (Menéndez Bravo,
2011). En nuestro laboratorio, estos anticuerpos fueron purificados a partir de suero
inmune y utilizados para detectar las proteinas correspondientes en distintas técnicas,
como se comenta mas adelante.

Ademas, se avanzé en estudios de funcién y esencialidad de TcCox10 y TcCox15
en T. cruzi. Para ello se procedié al disefio y construccién de mutantes puntuales de
ambas proteinas, modificdndose residuos previamente reportados como esenciales
para su actividad en otros organismos. Las modificaciones realizadas fueron N128K,
R144-R148A y H248A para TcCox10 que corresponden a N196, R212-R216 y H317 en
Cox10 de S. cerevisiae (Bestwick y col., 2010) y H129A, H206A y H307A para TcCox15
gue corresponden a H169A, H245A y H368A en la numeracién de ScCox15 (Hederstedt
y col., 2005). Las secuencias modificadas fueron clonadas en el vector pRS426M25. La
actividad de las proteinas mutantes, denominadas TcCox10 M1 (TcCox10 N128K),
TcCox10 M2 (TcCox10 H248A), TcCox10 M3 (TcCox10 R144-R148A), TcCox1l5 M1
(TcCox15 H129A), TcCox15 M2 (TcCox15 H206A) y TcCox15 M3 (TcCox15 H307A) para

mayor simplicidad, primero fue analizada por complementacién de funciéon en S.
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cerevisiae cox10A™ y cox15A™, de manera similar a lo realizado para caracterizar las
enzimas TcCox10 y TcCox15 silvestres. Las células knock out transformadas con
plasmidos conteniendo los genes TcCOX10 y TcCOX15 mutantes no pudieron revertir
su deficiencia respiratoria, como si lo hacia la proteina salvaje correspondiente (Figura
33). La presencia de las proteinas mutantes nuevamente se confirmdé mediante
ensayos de Western blot, en donde se observaron niveles proteicos similares tanto
para las proteinas mutantes como para la salvaje, es decir que no se modificd la

expresion o la acumulacién de las mismas en levadura sino su actividad.

cox10A cox15A
vector [ vector
ScCox10 [~ ScCox15
TcCox10 f TcCox15
TcCox10 M1 TcCox15 M1

TcCox10 M2 TcCox15 M2

TcCox15 M3
SCDO Glu SCDO Gli-EtOH SCDO Glu SCDO Gli-EtOH

TcCox10 M3 R,

Figura 33. Analisis de la expresidon de versiones salvaje y mutantes de TcCOX10 y TcCOX15 en
células de Saccharomyces cerevisiae cox10A y cox15A. |zquierda: Diluciones seriadas de S.
cerevisiae cox10A complementadas con pRS426M25 (vector), pRS426M25.5cCOX10.HIS (ScCox10),
pRS426M25.TcCOX10.HIS (TcCox10), pRS426M25.TcCOX10.HIS.M1 (TcCox10 M1),
pRS426M25.TcCOX10.HIS.M2 (TcCox10 M2) y pRS426M25.TcCOX10.HIS.M3 (TcCox10 M3).
Derecha: diluciones seriadas de S. cerevisiae cox15A complementadas con pRS426M25 (vector),
pRS426M25.5cCOX15.HIS (ScCox15), pRS426M25.TcCOX15.HIS (TcCox15),
pRS426M25.TcCOX15.HIS.M1 (TcCox15 M1), pRS426M25.TcCOX15.HIS.M2 (TcCox15 M2) vy
pRS426M25.TcCOX15.HIS.M3 (TcCox15 M3). El crecimiento se evalu6 en medio SCDO -Ura
empleando una fuente de carbono fermentable (Glu) y una fuente de carbono no fermentable (Gli-
EtOH). Figura adaptada de Tesina de grado de Lucia V. Ferrero (2014) y Merliy col., 2017.

Para determinar el efecto que causa la sobreexpresiéon en trans de estas
proteinas en el parasito T. cruzi, se clonaron el gen TcCOX10y el gen TcCOX15 salvajes
y las versiones mutantes en el vector pTcINDEX (Taylor y Kelly, 2006). Se transfectaron
epimastigotes de T. cruzi Dm28c conteniendo el plasmido pLEW13 con estas
construcciones y luego de seleccionarlos se realizaron curvas de crecimiento a
diferentes concentraciones de Tet de manera tal de inducir la expresién de los genes

recombinantes. En el caso de TcCox15, la sobreexpresion de las HAS mutantes tuvieron

10 Tesina de grado de L. V. Ferrero, titulada “Estudio estructural y funcional de la enzima Hemo O Sintasa de
Trypanosoma cruzi”. Directora: Dra. Julia A. Cricco

n Trabajo desarrollado durante la Tesis Doctoral de M. L. Merli, titulada “Transporte de hemo y biointesis de hemo A
en Trypanosoma cruzi”. Directora: Dra. Julia A. Cricco
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un efecto deletéreo sobre el crecimiento de los epimastigotes, no asi el vector control
o la forma salvaje de la proteina. Se ha postulado que estas enzimas deben
oligomerizar (Bestwick y col., 2010; Brown y col., 2004; Bareth y col., 2013) y/o formar
complejos multiproteicos para llevar a cabo su funcién, por lo que se cree que las
formas no funcionales de HAS puedan estar alterando de alguna manera la formacion
de estos complejos.

Utilizando los anticuerpos anti-TcCox15 obtenidos en el laboratorio, se detectd
la proteina TcCox15 enddgena por Western blot en todos los estadios, en cambio la
sefial observada por microscopias (IFl) fue muy débil y no pudo asignarse una
localizacion para la proteina. En parasitos transfectantes que sobreexpresaron la
version salvaje, hecho corroborado por Western blot, pudo determinarse una
localizacion mitocondrial de estas proteinas por Microscopia confocal de epimastigotes
fijados utilizando anticuerpos anti-TcCox15 y anti-His (IFl). El estudio de TcCox15 fue
parte del trabajo de Tesis doctoral del Dr. Marcelo L. Merli y dio origen a la publicacién
de titulo "Heme A synthesis and CcO activity are essential for Trypanosoma cruzi
infectivity and replication" (Merliy col., 2017).

Respecto al estudio de TcCox10, tras obtener transfectantes portando las
distintas formas de TcCOX10, se observo que la sobreexpresion de las formas mutantes
no funcionales de la HOS no afectaron el crecimiento del parasito mientras que
resultados preliminares al sobreexpresar TcCox10 silvestre mostraron un efecto
deletéreo en los epimastigotes transfectantes. En cambio cuando se intentd detectar
TcCox10 enddgena en epimastigotes y tripomastigotes de Dm28c, la sefial obtenida
por microscopia con los anti-TcCox10 reveld una localizacién inespecifica y que no
superponia con la del marcador mitocondrial MitoTracker, mientras que por Western
blot no pudo ser detectada en los distintos estadios. Como alternativa se propuso
hacer este estudio mediante la fusién de la secuencia de la proteina a un etiqueta;
para esto se disefid la proteina TcCox10 recombinante como fusién a GFP en su
extremo C-terminal, inmediatamente posterior a la etiqueta de 6 histidinas (His)
presente en todas las construcciones utilizadas.

En este contexto, como parte de los objetivos de la presente Tesis doctoral, nos
propusimos construir y expresar la proteina recombinante TcCox10.His-GFP y para ello

realizamos las aproximaciones experimentales que se detallan en esta seccion.
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V.2.2 Resultados

V.2.2.1 Obtencidon de herramientas moleculares para el estudio de TcCox10

Para el estudio de localizacion de TcCox10 se generd una nueva version
recombinante con fusién a GFP en C-terminal, a partir de la secuencia para
TcCox10.His ya presente en el laboratorio. Esta versién permitiria, una vez corroborada
su funcionalidad, determinar la localizacion intracelular de la enzima HOS de T. cruzi en

ensayos de microscopia y de Western blot tanto en levaduras como en epimastigotes.

V.2.2.1.1 Construccion de la secuencia recombinante TcCOX10.HIS-GFP

Para completar y profundizar el estudio de la enzima HOS de T. cruzi se disefid y
construyo, a partir del gen TcCOX10.HIS disponible en el laboratorio, una versién que
permita la expresién de la proteina con la adicién en C-terminal de GFP, TcCox10.His-
GFP (denominacién del gen recombinante TcCOX10.HIS-GFP). La estrategia utilizada
para ello fue similar a la utilizada para obtener mtTcABCB.HIS-GFP (seccién 5.3.1 y
5.3.2 de Materiales y Métodos). Esto es, se amplificd TcCOX10.HIS mediante la técnica
de PCR a partir del vector pENTR3C.TcCOX10.HIS (Tabla 1, seccién 1V.2.1). Se utilizaron
cebadores que permitieron la eliminacién del coddn stop ubicado en sentido 3' de la
cola de 6 histidinas manteniendo los sitios de restriccién para las enzimas BamH | en 5'
y Xho | en 3' del gen; estos cebadores son FP.TcCox10B y RevHis-noStop de Tabla Il en
secciéon 1V.2.2. El producto obtenido (TcCOX10.HISnonstop) de 1200 pb se clond luego
en el vector pENTR3C a través de los sitios de restriccion mencionados. Con el
producto de la reaccion de ligacidon se transformaron células de E. coli DH5a que
fueron seleccionadas en medio sélido LB Kan 50 pg/ml (secciones 1V.5.3.1, 1V.5.4,
IV.5.5, IV.5.6, IV.5.7 y IV.5.8, IV.3.1). De las colonias obtenidas, se seleccionaron 8 al
azar para verificar la correcta construcciéon del vector mediante PCR de colonia
utilizando los cebadores FP.TcCox10B y RevHis-noStop (seccién 1V.5.9 y 1V.5.4). Un
total de 7 colonias resultaron positivas (las #2 a #8), a 3 de estas se les extrajo el ADN
plasmidico que se verificd por patron de restriccion y secuenciacion (secciones IV.5.1,
IV.5.6, IV.5.4 y 1V.5.10). A modo de ejemplo se muestra uno de los geles obtenidos
durante el proceso de clonado en la Figura 34. Una vez verificada la correcta

construccion del vector pENTR3C.TcCOX10.HISnonstop, los 3 clones de células de E.
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coli transformantes (las #3, #5 y #8) y sus respectivos plasmidos se almacenaron de la

manera habitual (seccién IV.4.4 y IV.5).
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Figura 34. Gel de agarosa al 1 % p/v mostrando los productos de amplificacién de la PCR de colonia
(de 1200 pb) realizada sobre células de E. coli DH5a transformadas con las mezclas de ligacion
PENTR3c — inserto (TcCOX10.HISnonstop).

Por otro lado, la misma secuencia codificante de la GFP que fuera amplificada
para la construccién de mtTcABCB.HIS-GFP (Capitulo 1 de Resultados y seccién
IV.5.3.2) fue utilizada en este caso para generar la proteina de fusién TcCox10.His-GFP
siguiendo un protocolo similar. El producto de PCR GFP de 747 pb fue clonado en el
vector pENTR3C.TcCOX10.HISnonstop a través de los sitios Xho | y Xba | en 3’ y en fase
con la secuencia presente de la HOS (apartados 5.6, 5.4, 5.5 y 5.7 de seccién IV). La
mezcla resultante de la reaccion de ligacion se utilizé para transformar células de E.
coli DH5a competentes que fueron seleccionadas en medio con Kan 50 pg/ml (secciéon
IV.5.8). De las colonias obtenidas, se seleccionaron 11 al azar en las que se analizd la
presencia del inserto GFP por PCR de colonia utilizando los cebadores FPpTcGFPN-3 y
RPpTcGFPN-5 (seccion 1V.5.9 y IV.5.4). En éstas, 5 resultaron positivas (las colonias #1,
#3, #4, #7 y #8), por lo que se procedid a la extraccion del ADN plasmidico de las
mismas (que denominamos pENTR3C.TcCOX10.HIS-GFP) y posterior digestién con Sal |
(seccién IV.5.1 y IV.5.6). La enzima Sal | corta el ADN inmediatamente en 3’de la
secuencia de GFP y en un sitio interno del vector inmediatamente en 5°del inserto,
generando fragmentos de 2263 pb (vector) y 1924 pb (secuencia TcCox10.HIS-GFP). En
los 5 clones analizados se observé el patrén de digestion esperado (Figura 35) (seccion
IV.5.4). De éstos, 3 se verificaron ademas por secuenciacion utilizando los cebadores
gue hibridan en los sitios ext-attL1 y ext-attL2 del vector y, adicionalmente a partir de
un sitio interno del gen donde hibrida el cebador F2TcCox10 que permite determinar la
secuencia por sobre la regién de empalme HIS-GFP (seccion IV.5.10). Los clones
PENTR3C.TcCOX10.HIS-GFP #1 y #3 resultaron poseer la secuencia correcta y fueron

almacenados en stock (seccién IV.4.4y IV.5).
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Figura 35. Patrén de digestion observado para pENTR3C.TcCOX10.HIS-GFP clones #1, #3, #4, #7,y
#8 tratados con la enzima Sal | y visualizados en gel de agarosa al 1 %.

V.2.2.1.2 Clonado de la secuencia recombinante TcCOX10.HIS-GFP en vectores de

expresion disponibles

Luego de obtener la construccién para expresar la proteina de fusion
TcCox10.His-GFP, el objetivo siguiente fue ensayar su expresion y funcionalidad tanto
en levaduras como en el pardsito T. cruzi. Para evaluar su expresién en levaduras, la
secuencia génica que codifica para TcCox10.His-GFP se clond en el vector pRS426M25
(Tabla I, seccién IV.2.1) a través de los sitios de restriccion para las enzimas BamH | y
Sal 1. En segundo lugar, se clond la secuencia TcCOX10.HIS-GFP (digerida con las
enzimas BamH | y EcoR V), entre los sitios BamH |y Nru | del vector pTcINDEX (Tabla |,
secciéon 1V.2.1) para evaluar su expresion en T. cruzi. Los productos de cada ligacién se
utilizaron para transformar células de E. coli DH5a competentes (apartados 5.6, 5.4,
5.5, 5.7 y 5.8 de seccién V). Las células transformantes se seleccionaron por su
resistencia a Amp 150 pg/ml y de las colonias obtenidas, 11 fueron analizadas por PCR
de colonia para verificar la presencia del inserto (seccién IV.5.9). Posteriormente, se
purificé ADN plasmidico de 3 clones de cada transformacion y se verificod el clonado
correcto por reacciones de digestion para pRS426M25.TcCOX10.HIS-GFP y por
secuenciacion para pTcINDEX.TcCOX10.HIS-GFP (oligos FP_HX1 y RP_Ig.Act) (seccién
Iv.5.1, IV.5.6, IV54 vy IV.510). Por ultimo, los clones obtenidos
pRS426M25.TcCOX10.HIS-GFP #2, #3 y #5 y pTcINDEX.TcCOX10.HIS-GFP #1, #2 y #3,
cuya construccion fue verificada, se almacenaron de la forma habitual (seccidon IV.4.4y
IV.5).

La estrategia de los clonados mencionados en esta seccidén se esquematizan en

la Figura 36.
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Figura 36. Estrategia de clonado para TcCOX10.HIS-GFP. En la parte superior, se muestra la
estrategia de generacién de la secuencia TcCOX10.HIS-GFP en el vector pENTR3C y su posterior
clonado a los vectores pRS426M25 para su expresidn en levaduras y pTcINDEX para su expresion en
T. cruzi.

V.2.2.2 Analisis de la expresion de TcCox10.His-GFP en Saccharomyces cerevisiae

cox10A
El vector de expresién para levaduras pRS426M25.TcCOX10.HIS-GFP obtenido
se utilizé para evaluar la funcion de TcCox10.His-GFP en células de S. cerevisiae a

través de las aproximaciones experimentales que se describen a continuacion.

V.2.2.2.1 Ensayos de complementacion en placa en células cox104

La expresién de la proteina de fusidon TcCox10.His-GFP se evalué en células de
S. cerevisiae cox10A (DY5113 cox10::KanMX4), de manera similar a como se procedio
previamente con TcCox10.His (y también con la proteina TcCox15.His; Merli y col.,
2017). Asi, estas células fueron transformadas por el método quimico con el vector
pRS426M25.TcCOX10.HIS-GFP y ademads, como controles, con los plasmidos
pRS426M25.5cCOX10.HIS y pRS426M25.TcCOX10.HIS (seccién 1V.5.11). Las células

transformantes fueron seleccionadas en medios sélido SCDO Glu -Ura y las colonias
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obtenidas posteriormente se utilizaron para ensayos de complementacion en placa
donde se evalué la capacidad de estas de crecer frente a fuentes de carbono
fermentables y no fermentables. Ademds como el promotor MET25 se reprime por
metionina, los mismos medios se complementaron con concentraciones crecientes de
Met (de 0 a 20 mg/I) de forma tal de modular la expresién del gen (Mumberg y col.,
1994). También se evalud la expresion de TcCox10.His-GFP en la cepa silvestre

(DY5113) (secciones IV.7.1.1y IV.7.1.2).

a vector
@ | Tecox10-GFP
(=] TcCox10
vector
S | TcCox10-GFP
‘?é' TcCox10
] ScCox10
(a) Glu (b) Gli-EtOH (C) Gli-EtOH (d Gli-EtOH
20mg/l Met 1mg/l Met 0 mg/l Met

Figura 37. Actividad de TcCox10.His-GFP en Saccharomyces cerevisiae cox10A por ensayos de
complementaciéon en placa. Se utilizaron células de S. cerevisiae cox10A transformadas con
pRS426M25 (vector), pRS426M25.5cCOX10.HIS (ScCox10), pRS426M25.TcCOX10.HIS (TcCox10) y
pRS426M25.TcCOX10.HIS-GFP (TcCox10-GFP) en la mitad inferior de la figura. En la mitad superior
se muestra el control realizado con la cepa salvaje (DY5113). Se sembraron 7 uL de diluciones
seriadas al 1/10 desde una dilucidn inicial de DO®® = 1 de cada cultivo en medio sélido SCDO -Ura.
(a) Crecimiento empleando una fuente de carbono fermentable (Glu). (b), (c) y (d) Ensayo de la
capacidad respiratoria empleando una fuente de carbono no fermentable (Gli-EtOH) con distintas
cantidades de metionina (Met).

No se observé ninguna diferencia en el crecimiento de las células DY5113
salvajes cuando se expresaron las distintas versiones de las proteinas recombinantes
de T. cruzi (Figura 37). En la misma figura se observa que las mutantes cox10A
transformadas con el vector control mantienen su deficiencia respiratoria y sélo crecen
en Glu. La expresion en trans del gen recombinante ScCOX10.HIS, permitié la
recuperacién del fenotipo salvaje en todas las condiciones ensayadas. En cambio, la
expresion de TcCOX10.HIS permitid la recuperacion de la deficiencia respiratoria
cuando la concentracion de Met agregada fue de 1 mg/ml (menor concentracion
ensayada) o sin el agregado. Estos resultados permiten proponer que se necesita una
mayor induccién de TcCox10 para recuperar la capacidad de respirar respecto a
ScCox10. Las razones postuladas que podrian justificar la diferencia observada en la

complementacion con ScCox10.His y TcCox10.His son las siguientes: (1) que la
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importacion de TcCox10 a las mitocondrias de células de levadura podria ser menos
efectiva que la de ScCox10; (2) que la proteina de T. cruzi seria menos estable que la de
S. cerevisiae en este organismo modelo y por ende se acumularia en menor cantidad;
(3) que el plegamiento de TcCox10 podria ser diferente en S. cerevisiae dando como
resultado una proteina menos eficiente; (4) que el ensamblado de TcCox10 seria
distinto al de ScCox10; (5) o bien que ScCox10 podria cumplir otro rol esencial en la
levadura ademas de la actividad HOS y TcCox10 seria menos eficiente en este rol. Estos
resultados coinciden con lo obtenido en ensayos previos realizados en el laboratorio.
Llamativamente, la expresion de TcCOX10.HIS-GFP produjo la reversién del fenotipo en
todas las condiciones ensayadas. Las células cox10A que expresan TcCox10.His-GFP
forman colonias de mayor tamafio en las condiciones restrictivas a altas
concentraciones de Met, de manera similar a las que expresan ScCox10.His. Estos
resultados podrian atribuirse a la porcién GFP ubicada en posicidon C-terminal que, de
alguna manera, estaria teniendo un efecto favorable sobre la proteina de T. cruzi, que
nos propusimos estudiar.

Durante el trabajo de Tesis doctoral del Dr. Marcelo L. Merli se realizaron
experimentos similares con TcCox15.His-GFP. En este caso la presencia de la porcién
GFP en C-terminal afecté negativamente la actividad HAS de TcCox15, ya que las
células de S. cerevisiae cox15A transformadas con pRS426M25.TcCOX15.HIS-GFP no
fueron capaces de revertir la deficiencia respiratoria a diferencia de
pRS426M25.TcCOX15.HIS. Asimismo, la expresiéon de TcCox15.His-GFP en células
silvestres afectd negativamente su crecimiento (Merli y col., 2017). Se postulé que la
adicién de la porcidén GFP en el extremo C-terminal de TcCox15, mas voluminosa que la
cola de 6 histidinas, estaria impidiendo la interaccion con los diferentes intermediarios
del ensamblado de la CcO o la formacion de los propios oligdmeros de TcCox15,

afectando la actividad HAS de la enzima o la canalizacién del hemo A al complejo CcO.

V.2.2.2.2 Evaluacion del consumo de oxigeno en células cox10A

De forma complementaria se realizaron medidas de consumo de oxigeno
(seccidn IV.7.2) en las mismas células ensayadas en el apartado anterior. Esta técnica
ha mostrado en algunos casos ser mas sensible que el ensayo de complementacién en

placa ya que permite detectar si hay actividad respiratoria aun cuando ésta no sea
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suficiente para el crecimiento. Para ello, células cox10A transformadas con
pRS426M25 o pRS426M25 conteniendo la secuencia de ScCox10.His, TcCox10.His o
TcCox10.His-GFP fueron crecidas en cultivo liquido O.N. con medio sintético SCDO Glu
y Met 10 mg/ml. Como control se utilizaron células silvestres (cepa DY5113). Al dia
siguiente las células fueron colectadas, lavadas y suspendidas en glicerol 3 %, tras lo
cual se colocaron en oxigrafo donde se determind la variacion de porcentaje (%) de O,
en funcién del tiempo (en nmol/min) (Zee y Glerum, 2006). En la Figura 38 se muestra
el consumo de O, normalizada por la DO a 600 nm de cada cultivo ensayado, en
nmol/min ml. Se observd que las células transformadas con el vector control no
mostraron consumo detectable, mientras que las que expresaban ScCox10.His
presentaron un mayor consumo de oxigeno que las que expresaban las proteinas de T.
cruzi, como era de esperar segun los resultados de complementacion en placa.
Sorprendentemente, no observamos diferencia significativa entre el consumo de O, de

células con TcCox10.His-GFP y con TcCox10.His en este ensayo.
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Figura 38. Evaluacién del consumo de oxigeno en glicerol 3 % de Saccharomyces cerevisiae
cox10A . Las medidas se llevaron a cabo en células cox10A transformadas con pRS426M25 (vector),
pRS426M25.5¢cCOX10.HIS (ScCox10), pRS426M25.TcCOX10.HIS (TcCox10) v
pRS426M25.TcCOX10.HIS-GFP (TcCox10-GFP) y la cepa silvestre DY5113 como control, incubadas
en glicerol 3 %. Los datos son expresados como el promedio + DS de 3 agregados medidos del
mismo preparado celular.

Los resultados obtenidos al expresar en trans los genes COX10 de T. cruzi,
pueden deberse a varias razones, que se comentan a continuacién: (a) TcCox10.His-
GFP es mas eficiente en su actividad HOS (y por ende, la tasa de respiracién es mayor)

pero las mediciones no se realizan durante un periodo de tiempo suficiente para ver
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esa diferencia (como si ocurre en el test de complementacién en el que se incuba en
placa al menos 7 dias); (b) TcCox10.His-GFP y TcCox10.His son igualmente eficientes y
la diferencia en crecimiento en placa se debe a que la primera tiene alguna otra
ventaja sobre el crecimiento no directamente relacionada con el consumo de O3; (c)
independientemente de si TcCox10.His-GFP es mas o menos eficiente en su actividad
HOS necesaria para la respiracion celular, las células se crecieron sin presion de
seleccion (medio con Glu) y por ende, la cantidad sintetizada de estas proteinas por
célula es variable en cada cultivo y entre los distintos cultivos al momento de realizar

690 total no se

las mediciones. Ademas, al normalizar el consumo de O, por una DO
discrimina aquellas células vivas de las no viables. En la complementaciéon en placa en
cambio, el efecto del medio selectivo (Gli-EtOH) se mantiene durante varios dias en los
que las células se multiplican y como resultado se observan células vivas que
expresaron la proteina de estudio. Posiblemente, la incubacion de las células en un
medio selectivo (Gli-EtOH) por un periodo mas prolongado, previo a las mediciones del
consumo de O,, asimilaria las condiciones de ambos ensayos y otorgaria resultados
mas precisos.

Durante el trabajo de Tesis doctoral del Dr. M. L. Merli se ha construido y
expresado la proteina recombinante TcCox15.His-GFP y se ha observado que, a
diferencia de lo que ocurre con TcCox10.His-GFP, al expresar TcCOX15.HIS-GFP en

células de S. cerevisiae cox15A, el consumo de oxigeno fue un 20 % en relacién al

consumo de las levaduras que expresan TcCOX15.HIS (Merliy col., 2017).

V.2.2.2.3 Deteccion de TcCox10.His y TcCox10.His-GFP en extractos crudos
mitocondriales.

Para evaluar la localizacion mitocondrial propuesta para TcCox10.His vy
TcCox10.His-GFP se realizaron ensayos de Western blot sobre fracciones
mitocondriales crudas de células cox10A que expresan TcCox10.His y TcCox10.His-GFP.
Para ello se estudiaron las mismas cepas que las utilizadas en los test de
complementacidn y de respiracidn. Las mismas se cultivaron O.N. a 30 °C en SCDO Gal
-Ura y con Met 1 mg/ml en volimenes de 200 ml hasta alcanzar una DO°®

comprendida entre 7 y 9, tras lo cual se procesaron para obtener extractos crudos

mitocondriales segun el protocolo adaptado de Diekert y colaboradores (seccion
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IV.6.6). Brevemente, las células se colectaron y lavaron con H,0g4, tras lo cual se
colocaron en suspensidon en una solucion tampdn SHP fria junto con esferas de vidrio
estériles de 0,4 - 0,5 mm de didmetro. La agitacion vigorosa con vortex provoca la
ruptura mecanica de las células, cuyo contenido se recuperé en fracciones por
centrifugacién a velocidades crecientes (600 x g, 1200 x g, 16100 x g). Los pellets
obtenidos a la mayor velocidad contienen las mitocondrias; los mismos se colocaron
en suspensiéon en un pequefio volumen de solucién SHP y posteriormente se
ensayaron por Western blot. Se utilizaron anticuerpos especificos anti-TcCox10
policlonales, anti-His y anti-GFP, segun corresponda (seccion IV.6.3). Los resultados se
muestran en la Figura 39, donde se observan bandas de pesos moleculares que
corresponderian a las respectivas proteinas recombinantes: 48 kDa y 36 kDa,
respectivamente para ScCox10.His y TcCox10.His. Es importante destacar que el patrén
de bandas observado en las muestras de ScCox10.His y TcCox10.His, se ha obtenido
previamente en el laboratorio. Para TcCox10.His-GFP sdlo se detecta una banda del
tamafio correspondiente al de la proteina fusién (75 kDa) al utilizar los anticuerpos
anti-GFP, cuando se utilizan los anticuerpos anti-His no se ha obtenido sefial y con los
anti-TcCox10 se observa una banda muy tenue de aproximadamente 75 kDa y una muy
intensa de aproximadamente 30 kDa, posiblemente sea el producto de una protedlisis

gue genera fragmentos de tamafo definido a partir de TcCox10.His-GFP.
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Figura 39. Deteccion de las proteinas Cox10.His de Saccharomyces cerevisiae (ScCox10) y de
Trypanosoma cruzi, con (TcCox10-GFP) y sin (TcCox10) fusion a GFP, en extractos crudos
mitocondriales de S. cerevisiae cox10A transformantes mediante Western blot. (a) utilizando los
anticuerpos que se describen bajo cada membrana. (b) Control de carga proteica de una de las
membranas utilizando anticuerpos anti-subunidad  de la proteina F1 de la ATPasa mitocondrial.
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En la Figura 40 se muestra un patron de bandas tipico al revelar extractos
mitocondriales similares. Es comun observar una banda intensa de aproximadamente
36 kDa y una tenue de 80 kDa para la proteina recombinante TcCox10.His, tanto con
los anticuerpos anti-TcCox10 como con los anti-His (si bien la masa esperada para
TcCox10 es de 43 KDa, estimado a partir de la secuencia de aminoacidos completa) y
varias bandas para la proteina recombinante ScCox10.His, con una mas intensa a 42
kDa al utilizar el anticuerpo anti-His (si bien el peso esperado para ScCox10 es de 52
kDa), ensayadas en las mismas condiciones. La diferencia entre la masa real de la
proteina y la que se observa en la migracion en el gel podria deberse a que las enzimas
Cox10 son proteinas de membrana y, como tales, presentan un perfil de migracién

diferente al de proteinas globulares solubles.

Figura 40. Deteccion de las proteinas

A Anti-His.tag B Anti-P2TcCox10  ScCox10.His y TcCox10.His en las
fracciones mitocondriales totales de
Ve Sciiilg VCIESCIRIC Saccharomyces  cerevisiae  cox10A

— e transformantes mediante Western blot.

' A- Western blot utilizando anticuerpos
36— = = 36 — @ anti-His. B- utilizando los anticuerpos
28 — = 28 — anti-TcCox10. Vc: cox10A + pRS426M25,

Sc: cox10A + pRS426M25.5¢cCOX10.HIS y

Tc: cox10A + pRS426M25.TcCOX10.HIS.
Figura tomada de la Tesina de grado de Lucia V. Ferrero, titulada “Estudio estructural y funcional de
la enzima Hemo O Sintasa de Trypanosoma cruzi”. Directora: Dra. Julia A. Cricco.

V.2.2.2.4 Orientacion de las HOS en membrana mitocondrial de levadura

Una posible explicacion a la observacion descripta en el apartado V.2.2.2.1
podria deberse a la existencia de diferencias en la topologia de ScCox10.His,
TcCox10.His y TcCox10.His-GFP en la membrana mitocondrial de levaduras, de manera
gue se afecte sus respectivas actividades de HOS o su interaccidon con otras proteinas
de la biosintesis de hemo A. Para dilucidar estas hipétesis, nos propusimos analizar la
orientacién del extremo C-terminal de estas proteinas mediante ensayos de protecciéon
a la digestion proteolitica en fracciones mitocondriales. Para ello se siguid el protocolo
descripto por Boldogh y Pon (2007) en el cual mitocondrias intactas, mitocondrias
desprovistas de membrana externa y mitocondrias totalmente disgregadas son
tratadas con Proteinasa K (Figura 41, parte superior). La sensibilidad de estas
preparaciones a la proteasa dependera de qué regiones de las proteinas

recombinantes estén expuestas y de la integridad de las membranas mitocondriales,
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en cada condicidén (secciéon IV.6.7; Boldogh y Pon, 2007). A través de la deteccion de las
etiquetas en C-terminal mediante Western blot usando anticuerpos especificos, podra
detectarse la presencia o no de esta region, y por ende su orientacion respecto a cada
membrana mitocondrial. En la parte inferior de la Figura 41 se detalla el patrén
esperado para la actividad de la proteasa segin a qué compartimento mitocondrial

esté orientada la etiqueta a detectar.

Mitocondrias Tratamiento hipotodnico: Disgregacion
intactas mitoplastos completa
-—
-~y -~
D e ds
‘{ f‘ a
R — °
‘ -~ / : -~ /
Mitoc intactas Mitoplastos Extractos mitoc total
-ProtK + Prot K -ProtK + Prot K -ProtK + Prot K
Caraexterior - ++++ - ++++ - ++++
mme
Espaciointer- - - - ++++ - ++++
membrana
. - - - - - ++++
Matriz

Figura 41. Esquema de un ensayo de digestion proteolitica de extractos mitocondriales y
submitocondriales de levadura. En la parte superior se muestra esquemdaticamente las condiciones
en que las mitocondrias son sometidas al tratamiento con proteasa. Abajo, patrén esperado para el
analisis por Western blot de proteinas con porciones sensibles a proteinasa K localizados hacia el
exterior de la membrana externa, hacia el espacio intermembrana o hacia la matriz. Las +++ indican
sensibilidad a la proteasa por lo que se espera la desaparicion de senal de dicha porcién en un
Western blot. mme, membrana mitocondrial externa.

Durante el trascurso de este trabajo de Tesis, se sometieron al tratamiento
anterior extractos mitocondriales de levaduras cox10A transformantes expresando
ScCox10.His, TcCox10.His o TcCox10.His-GFP. El posterior andlisis por Western blot
reveld que no se lograron optimizar las condiciones de este ensayo a pesar de los

repetidos intentos.

V.2.2.2.5 Deteccion de TcCox10.His-GFP por microscopia de fluorescencia

Se estudio la presencia de TcCox10.His-GFP en levaduras mediante microscopia
confocal de fluorescencia. Para ello, células de S. cerevisiae cox10A expresando la
proteina TcCox10.His-GFP fueron crecidas en medios suplementados con distintas

fuentes de carbono, Glu, Gal y Gli-EtOH y se procesaron segun el protocolo de seccidn
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IV.8.1. En la Figura 42 se muestran imdagenes representativas de los diferentes ensayos
independientes realizados. La seial fluorescente verde correspondiente a la proteina
fusion TcCox10.His-GFP mostrd un patrdn que apoyaria una localizacién en organelas
subcelulares, probablemente mitocondrias. Este patréon permite descartar su posible
localizacion en el nucleo o en la membrana plasmatica. Por otro lado, en todas las
condiciones de crecimiento ensayadas, la sefial correspondiente a la fluorescencia de
GFP solo se aprecia en un bajo porcentaje de las células, siendo las células crecidas en
Gli-EtOH las que presentaron mayor porcentaje de células con sefial fluorescente
verde. Se realizaron numerosos ensayos de marcacion con MitoTracker de estas
células pero éstos no dieron resultados que permitan confirmar ni descartar la
superposicién de senal fluorescente verde y sefal roja que se esperaria para una
localizacion mitocondrial de esta proteina recombinante. Si bien, la recuperacion de la
capacidad respiratoria que se observd en los ensayos de crecimiento en placa y
consumo de O, necesitan de una localizacion en mitocondria de la HOS, la expresién
de una GFP mitocondrial presenta una fluorescencia caracteristica en organelas de
morfologia que no se asemeja a nuestras observaciones. En la Figura 43 se muestra un
patréon tipico de las mitocondrias de levaduras transformadas con pYX142-mtGFP
(Westermann y Neupert, 2000), un vector que expresa la GFP unida en su N-terminal a
un péptido sefial de direccionamiento mitocondrial (trabajo realizado por Marcelo L.
Merli durante su Tesis doctoral). También estan reportados varios trabajos, como el de
Visser y colaboradores donde se muestra que la morfologia de las mitocondrias de
levadura es de tipo globular ramificada, con mayor o menor niumero de ramificaciones
segun la fuente de carbono (Visser y col., 1995). En cambio, la mayoria de las células
observadas en nuestros preparados no muestran un patrén de seiial tipico de
mitocondria si se la compara con estos patrones de sefial mitocondrial de levaduras.

A raiz de estas observaciones, se puede postular que la cantidad de
TcCox10.His-GFP que localiza en mitocondria sea minima y una localizacién alternativa
bien podria ser consecuencia de su sobreexpresion. Esto explicaria la dificultad para
detectar la proteina fusién por Western blot de extractos mitocondriales con algunos
anticuerpos. Ademas, si gran parte de la proteina de fusion sufriese protedlisis,
explicaria la ausencia de sefial en Western blot asi como la fluorescencia observada en

un bajo porcentaje de células transformantes. Respecto a este ultimo caso, puede que
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sufriese protedlisis sélo la fraccidn de proteina que va a mitocondria, mientras que la
proteina de fusion en vesiculas quedase intacta, lo cual explicaria la fluorescencia en
vesiculas y en pocas células o, alternativamente, que gran parte de la proteina sea
direccionada a mitocondria y sea parcialmente degradada tal que la porciéon con GFP

guede fuera de la misma, en vesiculas.

Figura 42. Imagenes de
microscopio confocal de células
de Saccharomyces cerevisiae
cox10A expresando
TcCox10.His-GFP  crecidas en SCDOGIu
medio de cultivo sintético y
utilizando diferentes fuentes de

carbono: fermentable (Glu o
Gal) y no fermentable (Gli-
EtOH).

SCDO Gal

SCDO Gli-EtOH

Figura 43. Mitocondrias de levadura marcadas con
GFP. Imagenes deconvolucionadas de microscopia de
fluorescencia de células de S. cerevisiae silvestres
transformadas con pYX142-mtGFP crecidas O.N. en
medio SCDO -Leu y utilizando diferentes fuentes de
carbono: Glu (A) y Gli-EtOH (B). Las imagenes son
representativas de diferentes campos tomados de dos
experimentos independientes. Si bien en nuestras
muestras no se logra apreciar una diferencia
apreciable entre las mitocondrias de levaduras
crecidas en medio fermentable y no fermentable, estd
reportado que al crecer en etanol las levaduras tienen
mayor numero de mitocondrias (20—-30) de menor
tamafio y redondeadas en relacion a cuando crecen
en Glu (Visser y col., 1995). Figura tomada del trabajo
de Tesis del Dr. M. L. Merli.

134



V- Resultados Capitulo 2

V.2.2.3 Modelo propuesto para explicar la actividad de TcCox10 en Saccharomyces

cerevisiae

A raiz de lo observado por la complementacidon en placa se formulé una
hipdtesis que considera que la fusién a GFP tendria un efecto positivo sobre la
actividad HOS de TcCox10, posiblemente porque afecte su plegamiento, su estabilidad,
su incorporacion a la mitocondria, su actividad catalitica o incluso su orientacién en la
membrana. Tratando de encontrar una posible justificacion al fenotipo observado, y
como hasta la fecha no hay estructura resuelta de ninguna de estas proteinas,
analizamos la posible topologia de ScCox10 y TcCox10 utilizando métodos
bioinformaticos de uso libre (descriptos en seccién 1V.1.2), ya que estudiar estos
aspectos seria un avance importante en la caracterizacidn de la proteina TcCox10. En la
Tabla V se representan las probables regiones de hélice transmembrana (TMD)

predichas para las distintas proteinas Cox10 segun los métodos utilizados.

Tabla V. Predicciones de hélices transmembrana de las HOS de Saccharomyces cerevisiae y
Trypanosoma cruzi

Organismo TMHMM Phobius HMMTOP TMpred
S. cerevisiae 4° 7 9 9
T. cruzi 7° 9 10 8

a. Tiene 7 regiones de hélices de membrana, pero 3 de ellas tiene baja probabilidad seguin este programa predictor.
b. Tiene una sefal débil extra, que no es considerada TMD por este programa, pero si por el HMMTOP.

Si bien existen discrepancias en la prediccion del nimero de TMD de las Cox10
con los distintos algoritmos, consideramos que es altamente probable que ScCox10
presente un ndmero impar de segmentos TMD, mientras que para TcCox10 es mas
probable que posea un niumero par de estos segmentos (posiblemente 8). Ademas se
predice que el extremo N-terminal de ambas proteinas se encuentra expuesto hacia el
citosol. En conjunto, esto podria determinar que los residuos cataliticos estén
localizados en una y otra proteina en compartimentos subcelulares distintos cuando se
expresan en S. cerevisiae. Si la fusién a GFP alterase la conformacién de TcCox10.His de
forma tal que los aminoacidos necesarios para la actividad se orienten

favorablemente, entonces explicaria la diferencia en la complementacién observada
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entre las proteinas de T. cruzi y la de S. cerevisiae. En la Figura 44 se muestra una

representacion de las proteinas Cox10 segun lo planteado.

ScCox10 TcCox10 TcCox10-GFP

Matriz
Mitocondrial C N

Espacio
Intermembrana N GFP fo

Figura 44. Esquema de la topologia probable para ScCox10.His, TcCox10.His y TcCox10.His-GFP
cuando se expresan en Saccharomyces cerevisiae.

Por otro lado, para comprobar esta hipétesis (diferente orientacién) se ha
intentado determinar la orientaciéon del extremo C-terminal de ScCox10.His,
TcCox10.His y TcCox10.His-GFP mediante digestiéon de fracciones mitocondriales con
Proteinasa K (seccion V.2.2.2.4) que, como se comentd, no se logrd optimizar el
protocolo del ensayo. Este resultado hubiese constituido un aporte al conocimiento de
la estructura que adopten estas proteinas embebidas en la membrana mitocondrial.
Sin embargo, podemos hipotetizar que una diferente orientacion de residuos
responsables de actividad HOS en ScCox10 y TcCox10 podrian responder a diferentes
caminos de llegada del hemo a estas enzimas en sus organismos nativos. En el

esquema de la Figura 45 representamos nuestra propuesta.

” . citosol
mitocondria

(a) (b)

Figura 45. Esquema de la ruta propuesta del hemo en Saccharomyces cerevisiae (a) y en
Trypanosoma cruzi (b). Dado que S. cerevisiae sintetiza hemo en la matriz mitocondrial, el cofactor
llega a ScCox10 directamente desde alli. En cambio, T. cruzi lo capta del exterior y debe
transportarlo hasta la mitocondria. Entonces TcCox10 podria recibir el hemo desde 2 direcciones
opuestas, la matriz mitocondrial o el espacio intermembrana. a-h son intermediarios de Ia
biosintesis de hemo, los tridngulos grises representan un posible transportador de membrana para
el cofactor.
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V.2.2.4 Localizacidn subcelular de TcCox10 en epimastigotes de Trypanosoma cruzi

El andlisis de las imagenes previamente obtenidas mediante la técnica de IFl en
epimastigotes de T. cruzi, utilizando anticuerpos especificos anti-TcCox10 para
detectar la proteina endégena y MitoTracker, mostraron que la sefial correspondiente
a TcCox10 no se superponia con la de este marcador mitocondrial. Para verificar este
resultado, que indicaria una localizacion no mitocondrial de TcCox10 decidimos
determinar la localizacién de la versidn recombinante con fusién a GFP.

Para ello, los epimastigotes de T. cruzi Dm28c pLEW13 fueron transfectados por
electroporacién con los vectores pTcINDEX, pTcINDEX.TcCOX10.HIS-GFP 'y
pTcINDEX.TcCOX10.HIS (secciones 1V.2.1 y 1IV.5.12). Una vez obtenidos los
transfectantes estables por seleccién con Hyg (30-45 dias), se indujo la expresion de las
proteinas recombinantes mediante el agregado de Tet 0,25 ug/ml durante 48 h. Estos
pardsitos fueron utilizados para confirmar la presencia de las proteinas recombinantes
por ensayos de Western blot y determinar su localizacién en fraccionamiento celular y

en ensayos de IFI.

V.2.2.4.1 Deteccion de TcCox10.His y TcCox10.His-GFP en extractos totales

En primer lugar, los parasitos transfectantes que fueran inducidos se colectaron
y procesaron para obtener extractos celulares totales (seccién 1V.6.8). Los mismos
luego se utilizaron para confirmar la presencia de las proteinas recombinantes por
ensayos de Western blot. En la Figura 46 se muestra el resultado obtenido al utilizar
anticuerpos anti-TcCox10; las bandas detectadas se corresponden con las siguientes

masas moleculares: 36 kDa para TcCox10.His y 72 kDa para TcCox10.His-GFP.

Iy

©
) 's' Figura 46. Las proteinas TcCox10.His y
¢° y & TcCox10.His-GFP se expresan en epimastigotes

0§ ,\&’o S de Trypanosoma cruzi Dm28c. Ensayo de
Western blot con anticuerpos anti-TcCox10

r W . 55 KDa sobre extractos totales de T. cruzi Dm28c
- pLEW13 transfectados con
anti-TcCox10 | .ww . ——36kDa  pTcINDEX.TcCOX10.HIS y
pTcINDEX.TcCOX10.HIS-GFP luego de 48 h de

- — 28kDa induccién (Tet 0,25 pg/ml). En la parte inferior

- : se muestra el control de carga proteica con un

anti-tubuling e - anticuerpo especifico para tubulina.
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En la calle correspondiente a TcCox10.His-GFP, se observa también la presencia
de una banda que corresponderia a una proteina de alrededor 30 kDa, de la misma
manera que se observd en extractos mitocondriales de S. cerevisiae. Posiblemente,
TcCox10.His-GFP posea un sitio 1abil, de facil protedlisis, que provoque que la proteina
de fusidn se escinda dando un producto de degradacion de tamafio definido. Esto
justificaria la observaciéon de una sefial de menor masa molecular en los ensayos
realizados a partir de extractos totales de levaduras transformantes como en parasitos

transfectantes.

V.2.2.4.2 Deteccion de TcCox10 en fracciones subcelulares

Para determinar la localizacién intracelular de TcCox10 —tanto la proteina
enddgena como las formas recombinantes- en T. cruzi se procedid a la optimizacion de
un protocolo de extraccién y fraccionamiento de proteinas totales por centrifugacion
diferencial (Morales y col., 2009). Una vez puesto a punto, el paso siguiente consistiria
en su aplicacion a parasitos transfectantes expresando las formas recombinantes de
TcCox10 y de mtTcAbcB asi como también a la cepa salvaje, para determinar la
localizacion subcelular de las proteinas de interés. El proceso consiste en romper la
membrana de epimastigotes de T. cruzi con mortero en presencia de un abrasivo y
obtener un extracto total, el cual luego se somete a un nimero de centrifugaciones
consecutivas a velocidades crecientes (seccién 1V.6.9). Se obtuvieron fracciones de
extracto total y de pellets y sobrenadantes a cada velocidad aplicada (100 x g a 50.000
X g). Se esperaba obtener un enriquecimiento en las distintas fracciones subcelulares
de aquellas proteinas de organelas especificas, las cuales debian sedimentar a las
distintas velocidades de centrifugacion. Estas fracciones fueron analizadas por Western
blot utilizando anticuerpos especificos para distintos marcadores (proteinas de
localizacion subcelular conocida) de cada organela y para las proteinas bajo estudio,
gue esperdbamos localicen junto con marcadores mitocondriales. Los anticuerpos
utilizados fueron especificos para peroxidasa mitocondrial (TcmPx), tirosina
aminotransferasa (TAT) citosdlica, glucoquinasa (TcGLCK) glicosomal, ascorbato
peroxidasa (TcAPx) de RE y proteinas bajo estudio (mtTcAbcB, TcCox15, TcCox10). Un
esquema de lo esperado se muestra en la Figura 47. A pesar de que se ensayo este

protocolo con cultivos de parasitos de cepa silvestre (Dm28c) en numerosas ocasiones,
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en ninguna de ellas el patron de marcadores obtenido fue reproducible ni coincidente
con el esperado; lo mismo sucedié al analizar las proteinas bajo estudio. Una vez
optimizada la técnica, se planeaba repetir el procedimiento con pardsitos

transfectantes que sobreexpresaran TcCox10.His o TcCox10.His-GFP.

- ])'(0; 600xg 1.000xg 5.000xg 13.500x g 25.000xg 48.500xg
ExXT |SNO |P1 SN1 | P2 SN2 | P3 SN3 | P4 SN4 | P5 SN5 | P6 SN6

Cit + + + + + + + +
MP + + + +

RE + + + + + + +++

Glic + + + + + +++

Mit + + + + ++ +++

AC + + + + + + + +++

Figura 47. Fraccionamiento subcelular de epimatigotes de Trypanosoma cruzi por centrifugacion
diferencial. Esquema esperado para el andlisis por Western blot de las fracciones extracto total
inicial (ExT), pellet (P) y sobrenadante (SN) obtenidas luego de centrifugar extractos de T. cruzi a
velocidades crecientes (100, 600, 1000, 5000, 13500, 25000 y 48500 x g). Los componentes
subcelulares que se esperan obtener en las distintas fracciones son: citosol (Cit), membrana
plasmatica (MP), reticulo endoplasmatico (RE), glicosomas (Glic), mitocondrias (Mit) vy
acidocalcisomas (AC).

Dado que en el tiempo en que se llevé a cabo el presente trabajo de Tesis no
fue posible determinar las condiciones experimentales para fraccionar componentes
subcelulares de epimastigotes de T. cruzi, el procedimiento en cuestion no pudo ser

aplicado a los transfectantes obtenidos.

V.2.2.4.3 Deteccidon de TcCox10.His-GFP por microscopia de fluorescencia

Como método adicional para determinar la localizaciéon intracelular de la HOS
de T. cruzi, se utilizoé la técnica de microscopia de fluorescencia. Asi, aquellos pardsitos
transfectantes que expresaban la proteina recombinante TcCox10.His-GFP, fueron
procesados para su visualizacién por microscopia confocal con tincion mitocondrial
(seccién 1V.8.2) (Figura 48). En este caso, se observd una superposicion de la sefial
fluorescente verde (GFP) con la roja debida al marcador mitocondrial utilizado
(MitoTracker) en el preparado de la muestra. Esto demuestra que TcCox10.His-GFP
efectivamente localiza en mitocondria de epimastigotes de T. cruzi. Los controles
correspondientes utilizando anticuerpos especificos para TcCox10 y para la etiqueta de

histidinas no permitieron detectar la proteina fusion por la técnica de IFI.
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Figura 48. Localizacion mitocondrial de TcCox10.His-GFP en epimastigotes de Trypanosoma cruzi.
Las imagenes fueron obtenidas por microscopia confocal de epimastigotes de T. cruzi Dm28c
pPLEW13 transfectantes portando el pTcINDEX.TcCOX10.HIS-GFP luego de 48 h de induccidon (Tet
0,25 pg/ml).

Los resultados no concluyentes obtenidos con anterioridad al comienzo de esta
Tesis -utilizando anticuerpos anti-TcCox10 en muestras de parasitos silvestres- pueden
deberse entonces a que la cantidad de TcCox10 enddégena sea muy baja y por ende los

anticuerpos estén reconociendo epitopes del pardsito de manera inespecifica.

V.2.3 Funcionalidad de la proteina TcCox10 en Trypanosoma cruzi. Perspectivas

A lo largo del presente trabajo de Tesis, se realizaron numerosos eventos de
transfeccidn por electroporacién y posterior proceso de seleccién, pero no fue posible
volver a obtener transfectantes estables con las construcciones de TcCox10. Incluso en
algunos casos las células transfectadas con este plasmido detuvieron su crecimiento
antes de que lo hicieran las células control electroporadas en ausencia de ADN. Esta
situacion constituyd una pausa en los avances del estudio de TcCox10 en su organismo
de origen. Algunos de los experimentos hasta aqui descriptos deben profundizarse.
Asimismo, se propone realizar curvas de crecimiento de epimastigotes de T. cruzi
transfectantes portando las secuencias codificantes para TcCox10.6His y TcCox10.His-
GFP y evaluar el efecto de la sobreexpresion de estas proteinas. También, la
funcionalidad de TcCox10.His-GFP puede evaluarse por mediciones del consumo de O,
de parasitos transfectantes, técnica que ha sido probada en epimastigotes Dm28c en
nuestro laboratorio.

Por ultimo, se propone estudiar la interaccidon entre TcCox10 y otras proteinas
mediante técnicas de inmunoprecipitacidén y geles de proteinas en condiciones nativas
(Blue-Native) donde esperamos encontrar aquella responsable de cederle el hemo B

y/o al transportador de hemo mitocondrial (¢tal vez mtTcAbcB?).
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V.2.4 Conclusiones

Como contribucidn al objetivo general de este trabajo se propuso continuar con
el estudio de la proteina TcCox10 de T. cruzi, involucrada en el metabolismo de hemo B
mitocondrial. En particular se intenté corroborar su localizacién mitocondrial, para lo
cual se generaron herramientas genéticas de trabajo. Es asi que:

v’ se genero la secuencia recombinante que codifica para TcCox10.His-GFP, la cual
se clond en vectores apropiados para su expresion en levaduras y en epimastigotes de
T. cruzi.

Los ensayos de complementacién heteréloga en S. cerevisiae cox10A mostraron
que:

v' el producto proteico codificado por TcCOX10.HIS y el codificado por
TcCOX10.HIS-GFP se sintetizan en levaduras y al menos parte localizan en
mitocondrias.

v’ la proteina TcCox10.His-GFP es funcional ya que permite a las células cox10A
recuperar su capacidad respiratoria. Se observan diferencias respecto a la
complementacion en placa con las proteinas recombinantes ScCox10.His vy
TcCox10.His; podria ocurrir que TcCox10.His-GFP sea mas activa, mds estable, esté
orientada distinto que TcCox10.His. En cambio, al evaluar el consumo de O, no se
observaron diferencias para las células expresando TcCox10.His-GFP y TcCox10.His,
posiblemente por las diferencias en las condiciones experimentales de uno y otro
ensayo.

v la orientacién de ScCox10.His, TcCox10.His y TcCox10.His-GFP, aun no esta
determinada, pero podria indicar el trayecto que recorre el hemo en el interior de
levaduras y de T. cruzi.

Por ultimo, a pesar de las dificultades obtenidas en el presente trabajo,
pudimos verificar la localizacion mitocondrial de la proteina recombinante
TcCox10.His-GFP en T. cruzi y plantear un modelo de accién de TcCox10 en S.
cerevisiae que nos permite disefiar estrategias experimentales para dilucidar las

nuevas preguntas que surgen a partir del mismo
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En el genoma de T. cruzi existen 28 genes pertenecientes a la familia de
transportadores ABC (son 42 los presentes en el genoma de Leishmaniay 24 en el de T.
brucei). Su posible funcion ha sido asignada basandose en el conocimiento acumulado
sobre genes ortélogos presentes en el genoma de otros eucariotas, como el de Homo
sapiens, S. cerevisiae, Drosophila melanogaster o C. elegans. De éstos,
aproximadamente la mitad codifican para proteinas cuya localizacion se ha asignado a
organelas, de las cuales solo unos pocas serian mitocondriales (Mitsuhashi y col.,
2000). A pesar de su rol clave en la homeostasis de hemo y de hierro, no se ha
determinado exactamente la especificidad de sustrato de todos los sistemas ABC de
mitocondrias de eucariotas.

El transportador mitocondrial mas estudiado hasta la fecha es Atm1 de S.
cerevisiage, cuya ausencia presenta el fenotipo mas distintivo en comparacién con la
delecion de MDL1 y MDL2 (si bien la severidad del fenotipo atmlA es cepa
dependiente) (Zutz y col., 2009). La funcién de Atm1 es crucial para la maduracién de
centros Fe-S citosdlicos y esta proteina presenta homdlogos en casi todos los
eucariotas. La capacidad de otros transportadores, como ABCB6 o ABCB10 de
humanos o las proteinas Mdl1 y MdI2 de la propia S. cerevisiae, de rescatar el fenotipo
mutante de atm1A, implica que estas otras proteinas podrian actuar como respaldo.
Posiblemente posean un rol en el metabolismo de hemo, en el de los centros Fe-S o
simplemente sélo suplan la funcién de Atm1 ante la ausencia de ésta. Observaciones
similares se han obtenido con proteinas ortdlogas de L. major y T. brucei, propuestas
como los transportadores mitocondriales de hemo en los respectivos organismos
(Martinez-Garcia y col., 2016; Hordkova y col.,, 2015). En T. cruzi, denominamos
mtTcAbcB al candidato propuesto para transportar hemo a través de las membranas
mitocondriales, y es homdlogo no sélo a ABCB6 y Atm1 sino también a LmAtm vy
TbAtm. Sin embargo, la expresidn de formas recombinantes de mtTcAbcB en células de
S. cerevisiae knock out para los distintos transportadores de mitocondria no permitio
restaurar las funciones de la organela, en las condiciones experimentales ensayadas en
nuestro laboratorio ni tampoco en las utilizadas por el grupo de Martinez-Garcia y
colaboradores. Es importante recordar que si bien todas estas proteinas presentan alta
homologia entre si, no existe en Saccharomyces un transportador mitocondrial de

hemo identificado, siendo ésta la funcién que postulamos para mtTcAbcB. Si ademas
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consideramos la distancia evolutiva existente entre levaduras y tripanosomatidos,
estos aspectos podrian contribuir a la ausencia de complementaciéon de funciéon al
utilizar a Saccharomyces como sistema heterdlogo.

Por otro lado, las formas recombinantes de las proteinas Cox10 y Cox15 de T.
cruzi estudiadas en nuestro laboratorio han sido localizadas en mitocondria y poseen
actividad HOS y HAS, respectivamente. La actividad de la proteina TcCox10.His-GFP
resulté mas eficiente para complementar la delecién cox10A de S. cerevisiae, en
comparacion con TcCox10.His, y esto podria responder a diferencias en la orientacién
de dichas proteinas en la membrana, en la estabilidad, en el plegamiento, o una
combinacion de las anteriores. Asimismo, la menor actividad de las HOS de T. cruzi
registrada en comparacion a ScCox10 podria deberse a que al menos parte de las
proteinas sobreexpresadas sufran una degradacidon parcial, posean una localizacién
alternativa a la mitocondrial o simplemente porque las secuencias de TcCox10 sean lo
suficientemente diferentes a ScCox10 como para ser activas pero menos eficientes en
su actividad HOS en la levadura.

En cambio, los ensayos realizados con la proteina TcCox15 mostraron un
comportamiento opuesto: la fusidén a GFP en el extremo C-terminal de TcCox15.His
afectd negativamente la actividad y/o interaccion de la proteina con otras al ser
expresada en levaduras cox15A (Merli y col., 2017). Y la expresién de TcCox15.His en
células de S. cerevisiae cox15A restaura la deficiencia respiratoria en todas las
condiciones ensayadas con igual eficiencia que ScCox15, hecho que podria atribuirse a
gue tanto en S. cerevisiae como en T. cruzi las HAS estarian interaccionando con los
mismos tipos de proteina (Cox10 que le cede el hemo O y proteinas del ensamblado de
la CcO).

Dicho esto, y en base a la ruta que proponemos para el hemo en levaduras y en
parasito, ScCox10 accederia al hemo directamente en la matriz mitocondrial, en
cambio TcCox10 podria estar adaptada a interaccionar con algun transportador
mitocondrial en T. cruzi, que le transferiria el hemo transportado. Podria tratarse del
mismo mtTcAbcB, que se encuentra ausente en la levadura, constituyendo otra posible
razon para la complementacion deficiente de TcCox10 observada en S. cerevisiae. Por
ultimo, cabe la posibilidad que el paso catalizado por Cox10 esté regulado de manera

distinta en S. cerevisiae y en T. cruzi y contribuya a las diferencias observadas en los
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ensayos de complementacién. Mientras tanto, TcCox15 seria capaz de interaccionar
con las mismas proteinas que ScCox15 y realizar su funcion HAS en S. cerevisiae.

Ambos ensayos de complementacion han sido posibles debido a que en la
levadura estan identificados los ortélogos a TcCox10 y TcCox15. Ahora bien, los genes
COX10 y COX15 de P. falciparum y L. mexicana, con alta homologia a los genes que
codifican para las HOS y HAS de S. cerevisiae, han sido estudiados en nuestro
laboratorio de manera similar a cdmo se estudiaron los genes correspondientes de T.
cruzi (trabajo de Tesina de grado del Lic. J. Borra Beltran). Hemos observado que estos
genes no complementan a las respectivas levaduras cox10A y cox15A en las
condiciones ensayadas. Esta es una situacion muy distinta a lo observado con los genes
codificantes de transportadores ABC mitocondriales de estos organismos.

En conjunto, nuestros resultados no invalidan la utilizacion de S. cerevisiae
como sistema en el cual estudiar el metabolismo de hemo en T. cruzi. Se han obtenido
resultados positivos al expresar TcHTE, TcCox10 y TcCox15 por nuestro grupo de
trabajo, y TbMdl, TbAtm y LmABCB3 en otros grupos de investigacion.

Por todo lo anterior, podemos concluir que S. cerevisiage constituye un
excelente modelo cuando la funcién bajo estudio tiene su correlato natural en Ia
levadura. En cambio, cuando no es este el caso, los resultados obtenidos
probablemente no puedan responder todas las preguntas planteadas y se deberan

tener en cuenta las limitaciones del modelo utilizado.
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