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Resumen

Los tripanosomatidos, responsables de varias enfermedades tropicales, poseen un
metabolismo redox Unico basado en el tripanotion. La bis-(glutationil)espermidina[T(SH),]
es el tiol central que aporta poder reductor para la sintesis de precursores del ADN vy la
detoxificacién de hidroperoéxidos. El tripanotion es sintetizado a partir de las conjugacion de
dos moléculas de glutation a la molécula de espermidina en dos reacciones ATP-
dependientes catalizadas por la enzima tripanotién sintetasa (TryS). La ausencia de un
sistema basado en tripanotion en mamiferos, la falta de redundancia funcional del sistema
redox dependiente de tioles de los parasitos sumado a la sensibilidad que presentan los
pardsitos al estrés oxidativo, hacen a los componentes de este metabolismo atractivos
blancos terapéuticos. Este trabajo tuvo como objetivo principal profundizar en la
caracterizacién bioldgica y bioquimica de la tripanotidn sintetasa de T. brucei brucei. La
TbTryS es una proteina abundante en la forma infectiva del pardsito (del orden uM), que se
expresa de forma constitutiva, presentando una localizacion citosélica, con una distribucion
predominantemente granular. Esta enzima es esencial para la forma infectiva del parasito
donde concentraciones por debajo de 200 nM comprometen la viabilidad celular. Frente a
un estrés oxidativo prolongado, se alcanzaron niveles de expresion de la TryS y TR 4 veces
por encima de los valores normales. Si bien existen transportadores para GSH, el agregado
de GSH, tanto como de T(SH),, al medio extracelular no es capaz de revertir el fenotipo de
parasitos depletados de la TryS. La comparacion de las Km aparentes de la forma
recombinante de TbTryS para espermidina y sus derivados N®-acetilado y N®- glutationilado,
indica que la enzima requiere 6 veces menos de este Ultimo sustrato para saturarse.



Indice

INEFOAUCCION......c ettt st st et tes s sessassss s asssss s snssnssss ssssenasssassnssas sosasnsenassssssnessssosasnnss
Ciclo de TrypanoSOMQA DIUCEI .........uucueueeeeeereceeeetieteie et ce et st seete st ss e r s saeste s na s aanas 5
Ciclo d€ TrYPANOSOMQ CrUZI ......ucuueeeeeeeeceeseeeteee e ete et ete et ee et ee s ser e st st eressasaaeteeae s 6
Morfologia y ultraestructura de tripanosSomMatidos .........ccccceueiveecicecieeceriereeeee e 8
Diagndstico de [as enfermedades ... e s 12
Tratamientos anti-tripanNOSOMIASIS ....cc.ccviuiririercie e sr e sreeres 13
Metabolismo redox de tripanosomatidos: composicidn y funciones ..........ccccceveveenne. 14
Biosintesis del triPaNOtiON ......c.c.cocucieeiiee ettt ettt r s e ebe e eraenes 21
Sistema de interferencia del ARN en tripanosomatidos ........cccceeeeeeveeeierineiieeseceeeins 25

ODBJEEIVOS ..eueererereneecerenniecnrineeessererenesseessensssnesseessseesssessssesasssnnsssnsssnnsssssssasssssssssessnssssanssessasassasssassnn

Materiales Y MELOUOS......ccuueciiverecrirenreceeereeerseesreeesseesssesssessssassseessassseessssenseessssenasenns senasesasssnnses
CUILIVO @ PArASITOS....cviutieieee ettt ettt et st e et ees e ete st s et b s srs et ebeseasnsseseasens 8
Determinacion de densidad CEIUIAT .....oiiveeeire e s e s 29
Tratamiento de parasitos con agentes oxidantes y reductores........cccveeeveveerevneeennns 30
Electroforesis en geles de acrilamida ......ccccovveceie e e 30
ENSAYO d@ WESLEIN-BIOL .......c.ccoeueeeetieeeeeeeseietrt et ee st st er e st sa s s s ssesne st se s s s anas 31
Cuantificacion de bandas por densitomMetria .......cccccceereeee e e e 32
Ensayo de inmunofluorescencia iNndirecta .........cocceeeveeceierieeicece et 32
Preparacidn de imagenes de microscopia laser confocal ........c.ccooveeveieeicee e, 33
Métodos de biologia MOIECUIAT ....cccurviereieiie e e e 33
Expresion y purificacidon de proteinas recombinantes ........c.coeecevveererernecneesneceseieens 37
Determinacién de masa molecular por cromatografia de filtracion en gel ............. ..... 38
ENSAY0S ENZIMATICOS ...ucuvevieiieeieci ettt sttt ess e stesa s et et esste st e e saesasseasebestensanasanns 39
Determinacion de CONCENTIACIONES .....ccoiireeereireeieeine ettt ebe s sss e ses e s s 40

Sintesis bioquimica y purificacion de tripanotion .............cccccceieivecececieiee e 41



=13 01§ = T Lo X3 44

Analisis cuantitativo de la expresidén de TryS en la forma sanguinea de T. brucei y determinacion de su
CONCENTIACION INTrACRIUIAN ..ottt st e et s e s e 44

Silenciamiento de la TryS mediante ARNi en la forma sanguinea de T. brucei. Evaluacidn
CUANTIEATIVA ettt s s s s sre e sbe s e sbeemeeaeeaeeneeneee e s 46

Localizacién subcelular de la TryS en las forma infectiva de T. brucei .......................... 48

Efectos del perdéxido de hidrégeno en la viabilidad y expresion de TryS y TR en la forma infectiva de T.

BIUCEI ...ttt ettt b b bbbt bbb b ene s 51

Expresion de la TryS de C. fasciculata y sintesis de tripanotion ..........c.ccccecvveeeeveenes 54

Ensayos de complementacion metabdlica de la linea ARNi-TbTryS ....ccoooeeveecececienns 56

Construccién de una linea sobreexpresante de la TryS de T. brucei ..........cuveeenn.. 58

EXPresion de 1@ TryS de T.DIUCEI ......c.ucuveeeeeireeieie ettt sttt 61

Determinacién de Km aparente de la TbTryS para distintas poliaminas .........c.c.......... 63
DiSCUSION Y CONCIUSIONES .....cueeeeerceceerensecceteaneseestesaeseessessasseessssasessessassnssstesss sasessessasnassssesnssanans 65
ABIradeCimIENTOS ...cceiiveeiecriieirece s ts e s sseeseessasssassenasssnssenasssnsssnasssnsssnasssnssesasssns sesasssnssraasn 70
(2] =T =T Lo T TRt 71
AANBXO cuvtrrniiiestiintististtiaiiessisssssttesasststessssas st aesassntsstessssas s aesassstsstesss sas st aen st st b eRsshs artanRsRReR R e sRe 8 76



Introduccion

Los tripanosomatidos son organismos protozoarios unicelulares del orden Kinetoplastida
gue parasitan una amplia variedad de huéspedes tanto invertebrados como vertebrados o
bien llevan un ciclo de vida libre. Los especimenes mas relevantes para la salud humana y
animal pertenecen a dos géneros: Trypanosoma y Leishmania, responsables de la muerte de
mas de medio milléon de personas en regiones (sub)tropicales alrededor del mundo (1). En
paises dentro de la region sub-sahariana, T. brucei rhodesiense y T. brucei gambiense son los
agentes causantes de la tripanosomiasis humana africana o enfermedad del suefio mientras
que T. brucei brucei, T. vivax y T. congolense producen la enfermedad de Nagana que afecta
al ganado. Por otro lado en América, T. cruzi es responsable de la enfermedad de Chagas.
Diferentes especies de Leishmania producen distintos tipos de afecciones en diferentes
regiones del mundo, algunas de ellas son conocidas con el nombre de fiebre negra,
espundia, ulcera oriental y Kala-Azar. Por el contrario, Crithidia fasciculata es un
tripanosomatido apatégeno que se utiliza cominmente como organismo modelo (1).

Los tripanosomatidos representan una de las ramas evolutivas mas primitivas dentro del
dominio Eukarya, caracterizados por poseer mitocondria y organelos. Se trata de
microorganismos flagelados que presentan ciertas caracteristicas distintivas como por
ejemplo: (a) la inusual organizacion del ADN mitocondrial en una Unica gran masa de maxi y
mini-circulos concatenados, que se denomina kinetoplasto; (b) la localizacién de la mayoria
de las enzimas de la glicdlisis en un organelo de tipo microcuerpo, el glicosoma; y (c) el
metabolismo redox basado en un ditiol de bajo peso molecular, el tripanotion (2).

Si bien T. brucei y T. cruzi son transmitidos por insectos hematéfagos, los mecanismos de
transmisidn varian entre ambas especies. T. brucei ingresa al hospedero a través de la saliva
de la mosca tsetse durante la picadura, mientras que T. cruzi penetra al hospedero cuando
las heces del insecto infectado toman contacto con la herida producida por el propio
invertebrado o el hospedero en el sector de la picadura. Otras vias de transmisién de ambas
especies son la transfusién sanguinea, las agujas contaminadas o la congénita.

Aunque ambas especies de tripanosomatidos presentan similitudes bioquimicas y bioldgicas,
los mismos difieren en los drganos y sistemas del hospedero donde se alojan y producen
dano (forma extracelular vs. intracelular), asi como en el desarrollo de la enfermedad (aguda
vs. cronica)(3).



Ciclo de Trypanosoma brucei.

Las diferentes subespecies de T. brucei son transmitidas por las moscas tsetse del género
Glossina (orden Diptera). El vector reside casi de manera exclusiva en una regién de Africa
que comprende el sur del Sahara y el norte del desierto de Kalahari, lo cual explica por qué la
enfermedad del suefio se encuentra discretamente distribuida a nivel geografico (3). La OMS
estima que alrededor de medio milldn de personas portan esta infeccién potencialmente
fatal, la cual representa la mayor tasa de muerte en Africa luego del HIV. Alrededor de 60
millones de personas se encuentran en riesgo de contagio, existiendo 10.000 nuevos casos
de infeccion por afio (datos actualizados al 2009). A pesar de esto, Unicamente se
diagnostican y tratan menos de 30.000 €asos por afno
(http://www.who.int/topics/trypanosomiasis african/)

El ciclo de vida de T. brucei, que comprende una etapa extracelular en un huésped mamifero
(ser humano) y otra en la mosca tsetse, involucra dos estadios: tripomastigotas y
epimastigotas (ver Fig. 1). El estadio tripomastigota puede aparecer bajo la forma
metaciclica (en la sangre del hospedero y predominantemente en la glandula salivar de la
mosca) y prociclica (en el intestino del insecto). La forma epimastigota se localiza en la
glandula salivar de la mosca.

La infeccién del huésped humano por T. brucei presenta dos etapas: aguda y crénica. Luego
del ingreso de los parasitos, estos proliferan en el sitio de entrada conduciendo a un nddulo
o Ulcera inflamatoria, que desaparece luego de 3-4 semanas. Los parasitos luego se
extienden a nddulos linfaticos y alcanzan el torrente sanguineo, inicidndose asi la etapa
hemolinfatica o aguda de la enfermedad. En el segundo estadio de la enfermedad, el
cronico, los pardsitos invaden el sistema nervioso central. Estos eventos ocurren alrededor
de algunas semanas luego de la infeccidon con T. b. rhodesiense pero ocurren luego de meses
o incluso afios para T. b. gambiense. Esta fase se acompafia de una marcada
inmunosupresion. A medida que la enfermedad avanza se produce un dafio severo y
progresiva del sistema nervioso central, que culmina en coma o incluso muerte si no se inicia
a tiempo el tratamiento (3).
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Figura 1. Esquema del ciclo de vida de T. brucei. En rojo se sefialan y explican las etapas que suceden
dentro de la mosca tsetse, mientras que en azul aquellas que ocurren dentro del ser humano.
(http://www.dpd.cdc.gov/dpdx).

Ciclo de Trypanosoma cruzi

Segln datos de la OMS (actualizados al 2008), se estima que alrededor de 10 millones de
personas portan esta infeccidn, principalmente en Latinoamérica, siendo la tasa de
mortalidad de 10.000 personas por ano (3). Alrededor de 25 millones de personas se
encuentran en riesgo de contagio, cifra que se logré reducir considerablemente en la ultimas
dos décadas gracias a los programas de control del vector de transmision.
(http://www.who.int/topics/chagas disease/)

T. cruzi se transmite por insectos de la subfamilia Triatominae pertenecientes a la familia
Reduviidae (orden Hemiptera). Triatoma infestans, Rhodnius prolixus y Panstrongylus
megitus son los vectores mas importantes. Sélo un linaje de T. cruzi es reconocido como
causante de la enfermedad de Chagas, aunque la caracterizacion molecular distingue al
menos dos linajes, el tipo | y el tipo Il. T. cruzi tipo | tiene una distribucidon geografica mas
amplia y silvestre asociada a las distintas especies de mamiferos que actian como
reservorio, como por ejemplo armadillos, marsupiales, roedores; mientras que el tipo Il esta
restringido a algunos huéspedes con un habitat peridoméstico, como por ejemplo perros,
gatos y roedores. Por esto es que los parasitos del tipo Il son los mayores causantes de la
enfermedad de Chagas (3).

Luego de entrar en el organismo, T. cruzi invade las células del huésped. Los macréfagos
tienen un importante rol inicial para reaccionar contra la infeccién y en transportar los
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pardsitos a otros sitios del cuerpo. La superficie del parasito esta recubierta de una
glicoproteina de tipo mucina que constituye el mayor receptor de acido sidlico transferido
por trans-sialidasas de superficie. T. cruzi tiene varios cientos de genes que codifican para
mucinas, siendo la region N-terminal hipervariable. Estas mucinas tienen un rol en la evasién
de la respuesta inmune, ademas de proteger la membrana del pardsito contra agentes
externos y favorecer la adhesion celular (3).

El ciclo de vida de T. cruzi, que comprende una etapa intracelular en un huésped mamifero
(ser humano) y otra en el insecto triatomino, involucra tres estadios: epimastigota,
tripomastigota y amastigota (ver Fig.2). En el intestino del insecto se encuentra la forma
epimastigota la cual se diferencia al estadio infectivo de tripomastigota metaciclico. La forma
tripomastigota reside también en el medio extracelular de ambos hospederos, mientras que
los amastigotas presentan una localizacion intracelular en las células del huésped mamifero.

La manifestacion clinica de la fase aguda comienza entre los 6-10 dias luego de la infeccién y
dura entre 1 y 2 meses. La inflamacién en el sitio de infeccion produce un edema conocido
como chagoma. Luego de la fase aguda, los pacientes se vuelven asintomaticos. Alrededor
del 70-85% de las personas infectadas continla en esta etapa por el resto de su vida,
conocida como forma indeterminada de la enfermedad crénica de Chagas. Sin embargo, la
gran mayoria terminard manifestando dafio en distintos drganos, los cuales conduciran a
fallas cardiacas, digestivas o nerviosas que son caracteristicas de la enfermedad crénica
avanzada (3).
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Figura 2 Esquema del ciclo de vida de T. cruzi. En rojo se sefalan y explican las etapas que suceden
dentro del triatominio, mientras que en azul aquellas que ocurren dentro del ser humano.
(http://www.dpd.cdc.gov/dpdx)
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Morfologia y ultraestructura de los tripanosomadtidos

La estructura y composicion celular de los tripanosomatidos es similar, aunque no idéntica, a
la de una célula eucariota (ver Fig. 3). Estos pardsitos conservan organelos tales como el
nucleo celular, mitocondrias, reticulo endoplasmatico y aparato de Golgi, pero han
desarrollado a lo largo de la evolucién nuevas estructuras celulares o modificado las ya
existentes.

A continuacidn se enumeran algunas de las caracteristicas morfoldgicas, ultraestructurales y
funcionales mds representativas de los tripanosomatidos.

A- Superficie celular

A nivel de la superficie celular, los tripanosomatidos poseen tres estructuras: el glicocalix, la
bicapa lipidica, y los microtubulos subpeliculares. El glicocdlix de T. cruzi es una cubierta
muy fina en epimastigotas y amastigotas y algo mds gruesa en tripomastigotas. Los
glicoconjugados se encuentran uniformemente distribuidos sobre la superficie del cuerpo
celular y flagelo.

Mediante técnicas de criofractura convencional y microscopia electronica se demostrd que
las proteinas integrales de membrana son mas abundantes en la forma epimastigota,
seguida de la amastigota y en dultimo lugar la tripomastigota (4). Si bien las proteinas
integrales se encuentran uniformemente distribuidas, existen sitios de especializacion que
presentan diferente composicién y arreglos. Uno de ellos es el citostoma o boca celular,
presente Unicamente en epimastigotas y amastigotas. Este se encuentra formado por un
arreglo lineal de particulas intramembranosas, creando un drea muy pobre en proteinas
integrales de membrana, generando asi una abertura por donde ingresan macromoléculas
del medio. La segunda drea especializada es la que se encuentra localizada en la base del
flagelo, formando el collar flagelar rico en particulas intramembranosas. La ultima area es
aquella involucrada en la unién del flagelo al cuerpo celular.

El citoesqueleto de los tripanosomatidos estd bdsicamente formado por una capa de
microtubulos localizados por debajo de la membrana plasmatica. Pequenos puentes de
naturaleza proteica conectan los microtubulos entre si, a la membrana plasmatica y a la
cisterna del reticulo endoplasmatico (4).

Un componente importante de la superficie celular son las glicoproteinas. En el caso
particular de los tripanosomas africanos, los mismos forman una densa envoltura altamente
inmunogénica, que brinda proteccion contra el sistema inmune del huésped mamifero, por
ejemplo estos parasitos son refractarios a la lisis mediada por complemento (inmunidad
innata). A diferencia de T. cruzi y muchos otros parasitos protozoarios, los cuales adoptan
una forma intracelular, los tripanosomas africanos permanecen casi exclusivamente en el



medio extracelular, y se hayan por lo tanto expuestos a la respuesta inmune de tipo
humoral. T. brucei logra evadir la misma mediante el recambio frecuente de las distintas
variantes de glicoproteinas de superficie, el cual se lleva a cabo por la expresidn secuencial
de sus genes codificantes (mds de mil diferentes), generando asi poblaciones
antigénicamente diferentes. Por esta razon, la activacion de células B policlonales y el
aumento de la produccion de IgM son caracteristicos de la tripanosomiasis africana (3).

B- Ruta de endocitosis

La forma epimastigota de T.cruzi es capaz de incorporar un vasto numero de
macromoléculas. Esto se da a través de un proceso altamente polarizado que ocurre en la
region del bolsillo flagelar y, de forma mas eficiente, en el citostoma. Las pequefias vesiculas
endociticas formadas en el citostoma, forman largos tubulos y se fusionan con organelos
especiales localizados en la region posterior, llamados reservosomas. Este organelo se
corresponde con un compartimiento pre-lisosomal. El reservosoma es el sitio de
almacenamiento de las macromoléculas tomadas del medio, que pueden ser empleadas
durante el proceso de transformacion de la forma epimastigota a tripomastigota (4). En la
forma infectiva de T. brucei, la endocitosis a nivel del bolsillo flagelar cumple un rol
importante en el recambio de las glicoproteinas de superficie dado que la generacion de la
nueva envoltura es acompafiada de la remocidon de la antigua a través de un proceso
endocitico (5).

C- Flagelo

El flagelo de los tripanosomatidos se encuentra involucrado en al menos dos procesos
biolégicos importantes: el movimiento de la célula y la unién del parasito a la superficie
celular de los huéspedes vertebrados y a las membranas perimicrovillares del intestino de
los huéspedes invertebrados.

El flagelo muestra la organizacion tipica de nueve pares de dobletes de microtubulos
periféricos y un par central (axonema) (6) y la presencia de una estructura compleja que es
caracteristica de tripanosomatidos y euglenoides denominada cuerpo paraxial o estructura
paraflagelar, la cual contribuye a la motilidad de los parasitos (7). Esta estructura se
encuentra formada por un complejo arreglo de filamentos que estdn asociados a los
dobletes nimero 4 y 7 del axonema, a través de puentes proteicos (4).

D- Complejo kinetoplasto-mitocondria

El kinetoplasto es una condensacion de ADN extranuclear ubicado en una regidn bien
definida de la mitocondria, formando una estructura discoide cerca de la base del flagelo. El
ADN del kinetoplasto (K-ADN) representa cerca del 30% del total del ADN celular. Se
encuentra compuesto por una red de entre 20.000 y 30.000 minicirculos concatenados entre
si. Cada minicirculo tiene un largo 0,45 um, siendo altamente heterogéneos en cuanto a su
secuencia, haciendo posible la diferenciacion entre cepas y/o clones dentro de una misma



especie por ejemplo. Los minicirculos codifican para pequefios ARN guias, que controlan la
especificidad del proceso de edicion del ARNm formado por los maxicirculos (4). Ademas de
los minicirculos, el K-ADN también se compone de maxicirculos de un largo de 6 a 11 um,
siendo estos analogos, tanto estructural como funcionalmente, al ADN mitocondrial
presente en todas las células eucariotas. El K-ADN codifica ARNr y subunidades de la cadena
respiratoria (6). La morfologia y disposicién intracelular del kinetoplasto varia segun la etapa
del ciclo de vida de las distintas especies de tripanosomatidos. En epimastigotas vy
amastigotas adquiere una estructura tipo barra localizada de manera anterior al ntcleo,
encontrandose el ADN altamente condensado. Mientras que en tripomastigotas, presenta
una forma mas redondeada que se ubica de manera posterior al nucleo, y el ADN tiene un
menor grado de condensacion (4).

E- Glicosoma

El glicosoma es un organelo redondeado o alargado con un didmetro de 0,3 um, alcanzando
un largo maximo de 2,8 um que deriva de los peroxisomas y que a lo largo de la evolucion
perdié ciertas propiedades de estos ultimos (por ejemplo actividad catalasa) y se especializo
en una importante funcidon metabdlica, la glicélisis. Este organelo contiene a la mayoria de
las enzimas involucradas en la via glicolitica, lo cual incrementa significativamente la
eficiencia del proceso de generacién de energia (ATP) en estos microorganismos (4). La
compartimentalizacién de estas enzimas, tipicamente citoplasmaticas en células eucariotas,
le permite al parasito ademas afrontar periodos cortos de anaerobiosis (8).

F- Acidocalcisoma

Los acidocalcisomas son organelos acidicos que acumulan calcio. Se les han asignado
diferentes funciones, entre ellas el depdsito de cationes y fosforo, el metabolismo del
polifosfato, la homeostasis del calcio, el mantenimiento del pH intracelular y la regulacién
osmoética. Presentan una H'-ATPasa vacuolar, Ca**-ATPasa y una pirofosfatasa en la
membrana que rodea al acidocalcisoma. El nimero de acidocalcisomas varia de acuerdo a la
fase del ciclo de vida del parasito (8).
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Figura 3. Representacion esquematica de la morfologia y ultraestructura de los tripanosomatidos
(A) Distintos estadios de T. cruzi y (B) Forma infectiva de T. brucei. En las imagenes se sefialan:
acidocalcisoma (a), cuerpo basal (bb), endosoma (e), reticulo endoplasmatico (er), flagelo (f), bolsillo
flagelar (fp), aparato de Golgi (G), kinetoplasto (k), mitocondria (mt), ndcleo (n) y arreglo de
microtubulos subpeliculares (spa) (55)
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Diagnostico de las enfermedades

Para la tripanosomiasis africana, las posibilidades de deteccion temprana de la enfermedad
son escasas, dado que los sintomas primarios de la infeccién son poco especificos y los
métodos disponibles poseen una baja sensibilidad, por lo que en la gran mayoria de los
casos el diagndstico se realiza en una fase avanzada de la enfermedad. Las pruebas
diagndsticas que se realizan se dividen en dos grupos:

Directas - La comprobacidon se hace mediante la observacién de tripanosomas en sangre,
liquido céfalo raquideo, medula dsea y aspirado de chancro (ulcera) o ganglio linfatico. Esta
metodologia sélo detecta entre el 30 y 70% de los casos

Indirectas - La respuesta inmune del huésped es el factor fisiopatoldgico principal para el
diagnostico, ya que los niveles de IgM se encuentran siempre elevados. El recuento de
linfocitos también da elevado (mayor a 5x10°/L), aparecen células plasmaticas espumosas
(foamy cells) y las proteinas del fluido cerebroespinal aumentan (mas de 25 mg/100mL).

Las pruebas serolégicas empleadas en el laboratorio para detectar anticuerpos séricos son:
ELISA, inmunofluorescencia indirecta o hemaglutinacidon indirecta. Actualmente estas
pruebas seroldgicas son Utiles Unicamente contra T. b. gambiense (3)

Para el caso del mal de Chagas, aparte de un diagndstico sintomatico (signo de romafia,
chagoma, fiebre, inflamacién de ganglios linfaticos, malestar general, etc), las pruebas
diagnosticas que se realizan también se dividen en dos grupos:

Directas - Deteccidn microscépica de parasitos (tripomastigota) en la sangre no-coagulada
del paciente o en un frotis sanguineo bajo la tincién de Giemsa, lo que es posible realizar
sélo en la fase aguda (2 semanas post-infeccion). Esta técnica permite detectar mds del 60%
de los casos de infeccidn aguda.

Indirectas - Pruebas inmunolégicas que detectan de anticuerpos especificos contra el
parasito en suero de pacientes. Al ser una enfermedad crdénica, donde los parasitos
permanecen en estado latente en los tejidos, la IgG permanecera positiva por el resto de la
vida, motivo por el cual la evaluaciéon del titulo de esta inmunoglobulina tiene valor
diagnostico. La presencia de 1gM, en cambio refleja una etapa aguda dada por la
primoinfeccidn. Los inmunoensayos pueden realizarse, al igual que para T. brucei, por: ELISA,
hemaglutinacidn indirecta, fijacion del complemento, aglutinacidn directa o de particulas e
inmunofluorescencia indirecta.

- Deteccion del ADN del parasito por PCR.

- Xenodiagndstico, donde el paciente es intencionalmente expuesto a la picadura
por el insecto transmisor no contaminado y cuatro semanas después el intestino de este
ultimo es examinado en la busqueda de parasitos; o por la inoculacidon de la sangre del
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enfermo en animales de laboratorio (ratones, por ejemplo) y posterior confirmaciéon de
infeccidon de los mismos.

Tratamientos anti-tripanosomiasis

Existen 4 drogas con licencia para el tratamiento de la enfermedad del suefio. Dos de ellas,
pentamidina y suramina, son usadas antes del compromiso del SNC. En la etapa tardia de la
enfermedad, el farmaco utilizado es el melarsoprol y la eflornithina que sélo resulta efectiva
contra T. b. gambiense (53,54). Todas estas drogas provocan efectos adversos en los
pacientes. Por ejemplo, melarsoprol causa encefalopatia en aproximadamente 1/5 de los
pacientes. A su vez, una proporcion considerable (2-12%) de los infectados muere como
resultado del tratamiento (3). La epidemia actual de la enfermedad del sueio se caracteriza
por niveles inusualmente altos de recaidas luego del tratamiento con melarsoprol, lo cual
indica la aparicion de resistencia a la droga (3).

Por otra parte, la terapia antichagasica depende de dos farmacos: nifurtimox y benznidazol
(54). El nifurtimox, un nitrofurano, se introdujo por primera vez en la década del 60 para
tratar la fase aguda de la enfermedad. Esta droga es tripanocida, matando principalmente a
los tripomastigotas circulantes, siendo mejor tolerada por pacientes jévenes. Por otra parte,
benznidazol, un derivado de nitroimidazol, se introdujo en la década del 70 (3). Se ha
propuesto que el grupo nitro de ambos compuestos heterociclicos es reducido a un grupo
amino por nitroreductasas del parasito, con la formacién de un radical libre intermediario y
metabolitos electrofilicos. Se cree que el nifurtimox actla como agente pro-oxidante,
produciendo O,’, mientras que el benznidazol actua principalmente a través de la formacion
de conjugados con grupos nucleofilicos de proteinas o tioles de bajo peso molecular (9,10).
Dado que las especies reactivas generadas por estos farmacos no discriminan entre
moléculas del pardsito y el hospedero, ambos compuestos presentan serios efectos
secundarios, y ninguno resulta altamente eficaz para combatir la etapa crénica de la
enfermedad. Es asi que la busqueda de nuevas alternativas terapéuticas es altamente
prioritaria (3).

Aquellas rutas bioquimicas indispensables para los tripanosomatidos y no compartidas con
los mamiferos, son interesantes fuentes de potenciales candidatos para el diseifio de drogas
mas especificas y efectivas. Sin embargo, cierta divergencia biolégica entre T. brucei y T.
cruzi plantea un gran desafio para el desarrollo de farmacos doblemente eficaces. Por
ejemplo, para el tratamiento de la fase tardia de la tripanosomiasis africana, las drogas
deberian ser capaces de atravesar la barrera hematoencefalica para ser efectivas. En el caso
de la fase crénica de la enfermedad de Chagas, un tratamiento exitoso deberia incluir
compuestos capaces de eliminar el estadio intracelular del pardsito (amastigotas) sin
producir efectos toxicos en las células del huésped.
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Metabolismo redox: composicion y funciones

Los organismos aerobios utilizan oxigeno (O,) para la respiracion y oxidacion de nutrientes
con el fin de obtener energia. Especies reactivas del oxigeno (EROs), como el radical aniénico
superéxido (0y), el perdxido de hidrégeno (H,0,) y el radical hidroxilo ((OH), asi como
especies reactivas del nitrégeno (por ejemplo ONOQ’), son generadas continuamente en
células que crecen de forma aerobia o en respuesta al medio ambiente (como por ejemplo la
radiacion UV o compuestos que al ser metabolizados por la célula generan EROs) (11). Estas
especies son altamente reactivas y producen la oxidacion de moléculas biolégicas (acidos
nucleicos, proteinas, lipidos, azucares, etc), pudiendo causar dafios irreversibles sobre las
mismas con graves consecuencias para la célula (12). Los radicales y peréxidos pueden
atacar directamente los acidos grasos poliinsaturados en las membranas e iniciar la
peroxidacién de lipidos. El primer efecto de esta peroxidacion es la disminucion de la fluidez
de las membranas, alterando las propiedades de éstas, pudiendo alterar seriamente a las
proteinas de union a membrana. Estos efectos actian como amplificadores, generando mas
radicales libres, degradando dacidos grasos poliinsaturados a una variedad de productos.
Algunos de ellos, como por ejemplo los aldehidos, son grupos electrofilicos que pueden
modificar distintas biomoléculas. Por otra parte, el ADN es otro de los principales blancos de
las especies oxidantes, las cuales pueden reaccionar tanto contra las bases nitrogenadas
como contra los azlcares produciendo roturas simples o dobles en los enlaces, aductos
entre las bases y azUcares y cross-linking con otras moléculas. Estas modificaciones quimicas
suelen ser irreversibles e implican un bloqueo del proceso de replicacion del material
genético. Por ultimo, el ataque de especies oxidantes a las proteinas incluye la oxidacidn de
grupos sulfhidrilo, modificacién de grupos prostéticos o clusters de metal, cross-linking entre
proteinas o fragmentacion peptidica, entre otras (12).

A lo largo de su evolucién los organismos vivos desarrollaron mecanismos de proteccion
contra las especies oxidantes. Uno de ellos lo constituyen los grupos tidlicos activos tanto en
proteinas como en compuestos de bajo peso molecular que juegan un rol fundamental como
amortiguadores que equilibran cualquier perturbacion del estado redox intracelular.

Composicion

Los kinetoplastidos estan equipados con tioles de bajo peso molecular (ver Fig. 4) y proteinas
redox activas que conforman un sistema redox dependiente de tioles unico. El principal
cofactor redox de bajo peso molecular de este metabolismo lo constituye el tripanotién [N*-
N2-bis (glutationil)espermidina], un ditiol formado por dos moléculas de GSH unidas
covalentemente a una molécula de espermidina. Esta molécula fue identificada por primera
vez en el tripanosomatido C. fasciculata hace mas de 25 afos atrds (13). Trabajos posteriores
confirmaron su existencia en distintas especies de la familia Trypanosomatidae (1).
Apoyando las evidencias bioquimicas recogidas a lo largo de estas ultimas décadas en lo que
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respecta a los componentes del sistema redox de los tripanosomas, los proyectos de
secuenciacion gendmica culminados recientemente confirmaron que estos organismos
carecen de glutatiéon reductasa (GR) y tiorredoxina reductasa (TrxR), dos enzimas que
gobiernan la homeostasis redox en las células de mamiferos (1,2). El sistema bdsico con el
gue cuenta el pardsito para mantener su equilibrio redox se completa con la enzima
encargada de regenerar la forma reducida de tripanotion y una oxidoreductasa, la
triparredoxina (TXN), que aporta control catalitico a las reacciones de oxidoreduccién
dependientes del ditiol. EI hecho que los parasitos sean capaces de soportar el ataque
oxidativo durante el proceso de infeccion y se adapten a diferentes condiciones metabdlicas
y ambientales durante su ciclo de vida, son indicadores de la gran eficiencia de este sistema
redox condensado, si se lo compara al presente en otros organismos eucariotas (1).

El tripanotion reemplaza a GSH en la mayoria de las reacciones de intercambio tiol-disulfuro
gue ocurren a nivel celular. Se ha determinado que T(SH), presenta una mayor reactividad
que GSH en reacciones de oxido-reduccidn, una propiedad fundamentada en su naturaleza
ditidlica y en el hecho que a pH fisioldgico sus cisteinas se hayan en su forma desprotonada,
tiolato, la cual es mas reactiva para intervenir en reacciones de intercambio tiol-disulfuro.
Por otro lado, se ha propuesto que estas propiedades del T(SH), favorecen la formacién de
puentes disulfuro intramoleculares luego de una o dos oxidaciones, previniendo la
formacién de radicales sulfinilo (RSOO), una especie capaz de propagar la oxidacién a otras
moléculas. Los niveles de T(SH), varian a lo largo del ciclo de vida del parasito, por ejemplo
para el caso de T. cruzi su concentracién es de 1.5-2.1 mM en epimastigotes, 0.5 mM en
tripomastigotes y 0.12 mM en amastigotas, mientras que para T. brucei sanguineos los
valores oscilan entre 0.1 y 0.34 mM vy para prociclicos su valor es cercano a 0.34 mM (1). Al
menos en Leishmania major, la enzima encargada de la sintesis de tripanotién fue detectada
en el citoplasma (14). Sin embargo, la presencia de enzimas dependientes de tripanotion en
otros compartimentos subcelulares del parasito plantea dudas sobre la localizacién de la via
biosintética y/o los mecanismos de transporte del ditiol a los distintos organelos en cuestion
(10).
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Figura 4. Tioles de bajo peso molecular presentes en tripanosomatidos. El glutatién (GSH), un
tripéptido de acido glutamico, cisteina y glicina, contiene un enlace péptidico inusual (y) entre el
grupo amino de la cisteina y el grupo carboxilo de la cadena lateral del glutdmico. El tripanotion
[T(SH),] es el principal (di)tiol de bajo peso molecular de los tripanosomatidos, formandose a partir
de la conjugacion de 2 GSH (en negro) y una molécula de espermidina (en rojo). Mono-
glutationilespermidina (intermediario en la sintesis de tripanotion) y ovotiol A son otros dos tioles de
bajo peso molecular presentes en estos parasitos. Los grupos sulfhidrilo de las moléculas se marcan
con circulos negros.

El tripanotion se mantiene en su estado reducido gracias a la actividad de una enzima
NADPH-dependiente, la tripanotidn reductasa (TR) (ver Fig. 5). Esta enzima, perteneciente a
la familia de las FAD-cistein-oxidoreductasa, es un homodimero, con una masa de 55 kDa por
subunidad (52). La TR tiene un 35% de identidad de secuencia con la GR humana,
compartiendo ambas muchas propiedades fisicas y quimicas, no asi su especificidad por la
naturaleza quimica de los disulfuros a ser reducidos: TR interactia con formas oxidadas
cargadas positivamente de conjugados glutation-poliamina como tripanotién 'y
glutationilespermidina mientras que GR sdlo acepta glutation oxidado cuya carga neta es
negativa (GSSG). La especificidad esta determinada por 5 aminoacidos en el dominio de
union al sustrato, que hace al sitio activo de la TR mas amplio, hidrofdbico y negativo
respecto al de GR. La TR de varios tripanosomatidos, incluidos T. cruzi y T. brucei, contiene
una extensién c-terminal con una sefial putativa de localizacién glicosomal, por lo que se ha
llegado a postular que una fraccidn de la enzima se haya en este compartimento ademas del
citosol. Dado que los tripanosomas carecen de GR y TrxR, la TR es la Unica enzima capaz de
conectar los sistemas del NADPH con el redox dependiente de tioles. Experimentos de
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genética reversa en T. brucei han demostrado que la TR es esencial para la viabilidad de los
pardsitos, validando a esta enzima como uno de los posibles blancos terapéuticos dentro del
metabolismo tidlico del parasito (10, 51).

Triparredoxina es el nombre que reciben aquellas oxidoreductasas perteneciente a la
superfamilia de las tioredoxinas que son encontradas exclusivamente en el orden
Kinetoplastida. Las TXNs son enzimas tripanotiéon-dependiente, que difieren de las
tioredoxinas (Trxs) tipicas en varios aspectos: (a) comparten sdlo un 15% de homologia con
ellas, (b) son aproximadamente 5 kDa mas grandes que las Trxs y (c) su sitio activo es
WCPPCR, en lugar del clasico WC(G/A)PCK presente en la mayoria de las Trxs. A diferencia de
las Trxs tipicas, TXN no es reducida directamente por una flavoproteina NADPH-dependiente
(la TrxR) sino por tripanotidn, el cual se reduce a expensas de la flavoenzima TR y NADPH
(ver Fig. 5). TXN es una proteina muy abundante, en la forma infectiva de T. brucei alcanza
una concentracion intracelular de 100 uM (15) mientras que en C. fasciculata representa
entre un 3-5% del contenido proteico soluble total de la célula (16). Existen isoformas
citosolicas y mitocondriales de TXN. Esta enzima aporta control catalitico a la mantencion
del equilibrio redox intracelular del pardsito ya que resuelve enlaces disulfuro
intramoleculares de distintas proteinas blanco con una eficiencia que llega a ser al menos
tres 6rdenes de magnitud superior a la del tripanotion (16). El mecanismo de reaccion de la
TXN con sus blancos involucra a ambas cisteinas de su sitio activo. La cisteina mas N-terminal
del motivo CPPC del sitio activo esta expuesta al solvente, y su nucleofilicidad esta
garantizada por un rapido intercambio de protones que involucra a la segunda cisteina y una
red de residuos internos sin carga. Los aniones tiolato reaccionan con disulfuros de proteinas
especificas, dando lugar a la formacidn de puentes disulfuro mixto entre la TXN y la molécula
blanco. El ataque del disulfuro mixto por la cisteina C-terminal del sitio activo de la TXN
libera el blanco proteico reducido generandose concomitantemente la forma oxidada de
TXN. La regeneracién de TXN reducida se da por una reaccidn espontanea con el tripanotién
(1). Los sustratos mejor estudiados de la TXN son distintos tipos de peroxidasas y la
ribonuceldtido reductasa. Existen otras proteinas que son discutidas como potenciales
blancos de acciéon de la TXN, como aquella que participa en la replicacion del ADN
mitocondrial (la UMSBP, universal minicircle sequence binding protein) (17), en la biogénesis
de centros ferro-sulfurados (glutarredoxinas monotidlicas) (18), en la generacion de NADPH
y pentosas-5-fosfato (glucosa-6-fosfato deshidrogenasa) (1), precursores de poliaminas
(cistationin-y-liasa, metiltioadenosin fosforilasa, amidino transferasa) y algunas involucradas
en la sintesis y degradacion proteica (1,19). Dado que la funcidn de muchas proteinas
depende del estado redox de algunos de sus residuos de cisteina, los cuales pueden cumplir
roles cataliticos o estructurales importantes, la actividad tiol/disulfuro oxidoreductasa de
TXN le asegura al parasito el control y sostenimiento de dichas funciones.
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Figura 5. Esquema del metabolismo de perdéxidos mediado por tripanotion. La detoxificacién de
peréxido (ROOH) se logra gracias a la participacion de las enzimas peroxirredoxinas (Prx) vy
peroxidasas (Px), las cuales obtienen sus equivalentes de reduccién de una cascada compuesta por
triparredoxina (TXN), tripanotién [T(SH),] y tripanotién reductasa (TR), siendo el NADPH la principal

fuente de electrones. Los subindices red y ox hacen referencia al estado de redox, ditidlico o
disulfurico, respectivamente, de las proteinas.

Funciones
A- Defensa antioxidante: metabolismo de hidroperoxidos.

Una de las rutas metabdlicas a las cuales el tripanotion dona poder reductor es aquella que
incluye los sistemas de detoxificacidon de especies oxidantes (ver Fig. 5) tal como el H,0,, el
peroxinitrito, ciertos peréxidos de compuestos orgdnicos de cadena corta, de dcidos grasos y
de fosfolipidos. EI armamento antioxidante de T. cruzi y T. brucei estad distribuido en
diferentes compartimientos subcelulares (citosol, mitocondria, glicosoma vy reticulo
endoplasmatico), donde actua frente a una gran variedad de oxidantes. Los componentes
basicos del mismo son las peroxirredoxinas, peroxidasas del tipo glutatién peroxidasas (GPx)
y las superéxido dismutasas (SOD). T. cruzi posee ademas una hemoperoxidasa ascorbato-
dependiente (APx) (10). Es interesante hacer notar que para ambos parasitos se ha descrito
un mayor contenido de estas enzimas tanto en las formas infectivas como en cepas de
marcada virulencia (20, Medeiros y col. no publicado). Esto puede interpretarse como una
adaptacion del parasito previa a la invasidon del huésped, en el cual deberd hacer frente a las
especies reactivas del oxigeno y nitrégeno generadas por las células del sistema inmune. En
ese sentido, los macréfagos activados por citoquinas proinflamatorias (como por ejemplo
IFN-y y TNF-a) representan una primera linea de defensa contra las infecciones causadas por
estos parasitos. Bajo estas condiciones, los macréfagos producen altos niveles de 6xido
nitrico (NO) debido a la activacion inducible de la sintasa de 6xido nitrico. Por otro lado, se
ha sugerido que la invasidn/internalizacidon de tripomastigotas de T. cruzi por macréfagos
naive, actuaria como estimulo activador del complejo NADPH oxidasa lo cual desencadenaria
la produccién de O,  que en presencia de NO forma peroxinitrito (20), una molécula
altamente tdxica capaz de matar al pardsito recientemente fagocitado. Dentro de las
enzimas antioxidantes del parasito se destacan las peroxidasas del tipo peroxirredoxina
clasicas (PRXs) y las estructuralmente relacionadas a las glutatién peroxidasas (GPXs). Ambos
grupos de enzimas emplean TXN como fuente de electrones durante la descomposicion de
peréxidos, y por lo
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Figura 6. Formacidn y funciones del tripanotion.

tanto a nivel de actividad biolégica se las denomina como triparredoxina-peroxidadas. Las
PRXs presentan actividad reductora de hidroperdxidos, peroxinitrito e hidroperdxidos
organicos. Estas carecen de grupos prostéticos o iones metalicos, sino que en su lugar
utilizan cisteinas redox activas para catalizar la descomposicién de grupos peroxidos. Al
igual que las PRXs, las GPXs se especializan en descomponer compuestos oxidantes con una
alta eficiencia catalitica, existiendo cierta preferencia por peréxidos lipidicos (21,22). Si bien
a nivel de secuencia las GPXs de tripanosomatidos presentan un alto nivel de identidad con
las GPXs clasicas, las primeras carecen (ausencia o mutacidn no conservada) de los residuos
de unién a GSH lo cual explica su baja afinidad por este tiol y, en parte, su dependencia en
TXN como fuente de equivalentes de reduccidn (16).

La APx es una hemoperoxidasa localizada en el reticulo endoplasmatico de T. cruzi, la cual
utiliza 4cido ascérbico como agente reductor (23). Su relevancia funcional es hasta el
momento desconocida, aunque se especula acerca de un rol antioxidante en esta organela
donde el potencial redox es predominantemente menos electronegativo. Dado que T. cruzi
carece de una dehidroascorbato reductasa, y que tripanotién mostré ser un eficiente
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reductor de dehidroascorbato, la funcidn de esta enzima dependeria en ultima instancia del
poder reductor provisto por el sistema redox del tripanotién (ver Fig. 6) (10, 24).

Ademas de tripanotion y glutation, T. cruzi también presenta otros tioles de bajo peso
molecular, incluyendo a la mono-glutationilespermidina (Gsp) y ovotiol A (N1-metil-4-
mercaptohistidina (ver Fig. 4). La concentracién de estos tioles varia durante el ciclo de vida
del parasito y sus fases de crecimiento, siendo el tripanotion el mas abundante en todas las
etapas (1). Aunque se han reportado algunas funciones para la Gsp y el ovotiol A in vitro, (1,
56, 61, 62) las mismas no fueron verificadas in vivo. Por otro lado, el pool de tioles de bajo
peso molecular, incluyendo al T(SH),, podria estar jugando un rol importante como buffer y
scavenger de radicales primarios de NO, y CO, (NO;, o CO37) y de proteinas (radical tirosil)
(10).

B- Sintesis de ADN

El tripanotidon juega un rol importante en la sintesis de ADN, proveyendo equivalentes de
reduccion para la sintesis de precursores de ADN a través de la ribonucledtido reductasa
(RR). En grandes concentraciones, el T(SH), es capaz de reducir a la RR, siendo hasta el
momento el Unico tiol de bajo peso molecular conocido capaz de cumplir dicha funcién con
alta eficiencia. En presencia de TXN, el flujo de electrones hacia la RR se acelera. Se ha
demostrado que la forma oxidada de tripanotion (TS,) es capaz de inhibir la reduccion de la
RR mediada por TXN lo que establece una conexion directa entre el estado redox de la célula
y su capacidad proliferativa (1). Asimismo se ha sugerido que T(SH), y una isoforma
mitocondrial de TXN operan de manera concertada para reducir y activar a una enzima
involucrada en la replicacién del ADN mitocondrial (UMSBP), aunque estudios recientes del
mismo grupo de trabajo plantean ciertas dudas sobre la presencia de estas moléculas en
dicho organelo (10,17).

C- Defensa contra xenobidticos

Los organismos superiores estan equipados con una gran familia de glutatién-S-transferasas
capaces de catalizar el ataque nucleofilico del glutatién a una variedad de xenobidticos
electrofilicos e hidrofdbicos, para formar productos S-conjugados que son generalmente
menos toxicos y mas faciles de excretar que los compuestos originales. En tripanosomatidos,
no se ha encontrado actividad glutation S-transferasa (25), sin embargo al analizar extractos
de L. major, L. infantum, L. tarentolae, T. brucei, y C. fasciculata pero no en T. cruzi, se
encontré una enzima que cumplia las mismas funciones con especificidad por los tioles
tripanotién y glutationilespermidina, denominada tripanotion S-transferasa (26). El rol
biolégico de dicha actividad aun no ha sido demostrado, aunque podria especularse una
funcion relacionada a la neutralizacion de ciertos farmacos (melarsoprol, antimoniales).
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D- Detoxificacion de metales pesados

Los grupos tidlicos son blancos de drogas que poseen metales pesados en su estructura y
que incluyen mercurio, cadmio, oro, arsénico, entre otros. Algunos metales, como el zinc o
cobre, son nutrientes traza que participan como cofactores de una gran variedad de enzimas
indispensables, sin embargo en altas concentraciones estos metales resultan citotéxicos. El
secuestro de estos metales involucra frecuentemente a grupos sulfidrilo, presentes tanto en
moléculas de bajo peso molecular como en proteinas ricas en cisteina. En ese sentido, se ha
demostrado que el tripanotién confiere proteccién contra ciertos metales pesados como el
Cd** o el Hg" (25).

Biosintesis del tripanotion

La sintesis del tripanotidn es resultado de la convergencia de las rutas metabdlicas del GSH y
la espermidina, las cuales se encuentran desvinculadas en mamiferos. El tripanotidon se crea
por la unién secuencial covalente de dos moléculas de GSH a los grupos NH, terminales de la
espermidina, proceso que consume un total de dos moléculas de ATP (ver Fig. 7). Al igual
gue otros organismos, los tripanosomatidos son capaces de sintetizar GSH a partir de sus
aminodacidos precursores a través de dos reacciones ATP-dependientes. La primera enzima
de la ruta, la glutamilcistein sintetasa (GshA), cataliza la etapa limitante de la sintesis y ha
demostrado ser esencial para T. brucei, mientras que la segunda reaccién es llevada a cabo
por la glutatién sintetasa (GshB) (ver Fig. 8) (10).

GSH+Sp sl »
- Glutauumlﬁpermmma B,

Af.p Aﬂf. P, ‘“’]f’\l’f\ “ i;[ .-".DF.PI _(l\/\rf\/‘-(

4%\.&'\.}"

Figura 7. Biosintesis del tripanotion. La formacién de tripanotidon requiere ATP y ocurre en dos
etapas sucesivas, en las cuales se adiciona una molécula de glutatiéon (GSH-en negro) a espermidina
(Sp -en rojo) o a mono-glutationilespermidina. La enzima tripanotidn sintetasa (TryS) es capaz de
catalizar ambas reacciones de conjugacion, mientras que la monoglutationil-espermidina sintetasa
(GspS) solo la primera.
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El modo en el que los pardsitos obtienen la espermidina varia segun la especie. T. brucei spp,
Leishmania spp. y C. fasciculata son capaces de sintetizar poliaminas de novo a partir de
arginina, a través de la accion concertada de la arginasa y la ornitina descarboxilasa. La
diamina resultante, putrescina, es luego convertida en espermidina por la espermidina
sintetasa (SpS). Se ha identificado a la molécula de espermidina como la poliamina crucial
para la proliferacién de los parasitos, siendo confirmada la indispensabilidad de la SpS para
los tripanosomas africanos (27). Sin embargo, para T. cruzi el escenario es distinto. Los
parasitos en cualquiera de sus tres estadios son capaces de incorporar poliaminas del medio
extracelular a través de transportadores que contienen residuos tidlicos criticos para su
actividad. Por otro lado, ciertos estudios indican que T. cruzi sintetiza putrescina a través de
una ruta diferente a la presente en los otros tripanosomatidos, pero similar a aquella usada
por procariotas y el parasito protozoario Cryptosporidium parvum. Esta via involucra a la
enzima arginina decarboxilasa (ADC), que forma agmatina a partir de arginina y la
agmatinasa que convierte agmatina en putrescina (ver Fig. 8) (10).

Ambos pasos en la reaccién de sintesis de tripanotidn pueden ser catalizados por una unica
enzima, denominada tripanotidn sintetasa (TryS), que ha sido caracterizada tanto para T.
cruzi como T. brucei, L .majory C. fasciculata (ver Fig. 7y 8) (14, 41, 47, 59, 60). Esta enzima
se presenta como mondémero con un peso molecular de aproximadamente 74 kDa. El gen de
la TryS de T. cruzi es de copia Unica por genoma haploide y la proteina que codifica presenta
un 74-81% de identidad con las secuencias aminoacidicas correspondientes a las homodlogas
de otros tripanosomatidos. Cabe destacar que no existen homodlogos de esta enzima en los
mamiferos. En presencia de cantidades iguales de GSH y espermidina, el T(SH), se forma sin
aparente acumulacién de Gsp. La actividad sintetasa de la TryS reside en su dominio C-
terminal. El mecanismo catalitico propuesto involucra la formaciéon de un complejo ternario
entre GSH, Mg2+—ATP y la enzima, llevando a la activacién del GSH (probablemente por
fosforilacién del grupo carboxilo de la glicina) para que luego tenga lugar la glutationilacién
del grupo amino terminal de la espermidina o Gsp (10).

Aparte de la TryS, C. fasciculata posee una glutationilespermidina sintetasa (GspS) (59,60).
Esta enzima posee una Km por la espermidina 126 veces menor que la CfTryS y una relacién
Kcat/Km para este sustrato que es de dos érdenes de magnitud superior al de esta ultima
enzima (28). Por lo tanto, se ha propuesto que la GspS estaria especializada Unicamente en
catalizar la primera reaccion de la ruta de biosintesis del tripanotion (formacién de Gsp) (ver
Fig. 7 y 8). El genoma de T. cruzi codifica una secuencia putativa de GspS (TcGspS) que aun
no ha sido caracterizada. Contrariamente, T. brucei y L. major sélo dependen de la expresidon
de TryS para asegurar la formacion del tripanotién y, carecen o presentan secuencias
truncadas (pseudogen) de la GspS, respectivamente. TcGsps comparte un 63% de identidad
con CfGspS y contiene ciertos residuos de arginina que participan en la union del sustrato a
la enzima (28,29). Se ha sugerido que la Gsp, aparte de ser el intermediario en la biosintesis
de tripanotién, cumple funciones de almacenamiento de espermidina y GSH (1). Su forma
disulfuro es reducida por la TR con una eficiencia comparable a la
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Figura 8. Esquema de las sintesis de (1) espermidina (2) glutatiéon y (3) tripanotion. T. cruzi es
incapaz de sintetizar poliaminas de novo, por lo tanto debe incorporar putrescina, espermidina y
cadaverina del medio extracelular (las rutas de transporte se muestran con lineas punteadas). La
cadaverina exdgena puede convertirse, via aminopropilcadaverina (APC) en homotripanotién en T.
cruzi (no se muestran los pasos adicionales). La biosintesis de espermidina (1) ocurre en
tripanosomas africanos y leishmania a través de dos reacciones: i) decarboxilacién de la ornitina por
la ornitina decarboxilasa (ODC), ii) transferencia de un grupo aminopropil desde d-SAM hasta la
putrescina por la espermidina sintasa (SpS), este ultimo paso tiene lugar en T. cruzi. La ruta de
biosintesis de GSH (2) es compartida por todos los tripanosomatidos y otras células eucariotas,
consiste en dos reacciones ATP dependientes catalizadas por i) y-glutamilcistein sintetasa (GshA) vy ii)
glutatidn sintetasa (GshB). En C. fasciculata, la biosintesis de tripanotidn involucra la conjugacion
ATP-dependiente del GSH a las dos aminas primarias de la espermidina via dos enzimas diferentes: i)
glutationilespermidina sintetasa (GspS) vy ii) tripanotion sintetasa (TryS), mientras que L. major y T.
brucei disponen Unicamente de una TryS para llevar a cabo dicha reaccién.

reaccidon que tiene lugar con TS,. Ademas, la Gsp es capaz de formar disulfuros mixtos con
tioles especificos de proteinas y de reemplazar al tripanotion en la detoxificacién de
hidroperéxidos mediada por TXN (10).

A su vez, ademas de presentar actividad sintetasa, todas las TryS y GspS estudiadas hasta la
fecha presentan una actividad T(SH),/Gsp- amidasa localizada en el dominio N-terminal. La
enzima hace uso de su actividad amidasa para hidrolizar los productos y convertirlos en los
sustratos originales, GSH y espermidina. Se cree que estas funciones opuestas de sintesis e
hidrdlisis no son meramente un ciclo fitil, sino que a partir de la accién de la TryS o GspS se
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estarian regulando los niveles de poliaminas en respuesta a la disponibilidad de éstas en el
medio o de acuerdo a la fase de crecimiento celular.

Niveles elevados de poliaminas son esenciales para el crecimiento y proliferacidon de las
células. De ésta manera es que la biosintesis y conversion de poliaminas esta altamente
regulada. En mamiferos, el control de los niveles de las poliaminas se logra, en primera
instancia, a través de la regulacién de la tasa de sintesis y degradacién de las enzimas
encargadas de su produccion, lo cual incluye la actividad de tres enzimas, la ornitina
descarboxilasa (ODC), la S-adenosilmetionina descarboxilasa y la poliamina N-
acetiltransferasa. Este mecanismo de regulaciéon no aplicaria para los tripanosomatidos, los
cuales carecen de un control eficiente de la expresién de genes y donde las enzimas
homoélogas poseen una vida media superior a la de los mamiferos (menor a una hora) (25).
Esto plantea la posible existencia de vias alternativas de regulacion del pool de poliaminas

Los niveles de poliaminas se ven elevados durante la fase de crecimiento exponencial en
tripanosomatidos. En C. fasciculata, la espermidina libre puede ser secuestrada como N-
glutationilespermidina o tripanotién en la fase estacionaria de crecimiento, cuando
comienzan a escasear los nutrientes y el medio de cultivo se acidifica. Cuando el parasito es
nuevamente cultivado en condiciones éptimas, la N-glutationilespermidina y el tripanotién
se convierten rdpidamente en espermidina libre y glutatién, sin ser necesaria la sintesis de
novo de estas biomoléculas. Se cree que este efecto estaria mediado por los cambios en el
pH intracelular, afectando la actividad catalitica relativa de las enzimas
glutationilespermidina sintetasa y tripanotidn sintetasa (ver mas adelante) (25).

La TcTryS tiene un amplio espectro de especificidad por sustratos poliaminicos, como la
aminopropilcadaverina y la espermina. Los respectivos productos glutationilados, llamados
homotripanotién y mono o bis-(glutationil) espermina, también son sustratos de la TR (10).
Esta afinidad por distintas poliaminas puede entenderse como una consecuencia evolutiva
debido a la incapacidad de T. cruzi de sintetizar poliaminas de novo que ademas podria
redundar en ventajas metabodlicas en caso de escasez de espermidina en el medio
extracelular. Sin embargo, esto ultimo requiere del estudio del pool de las diferentes
poliaminas en los distintos organismos hospederos del parasito asi como determinar si estos
analogos del tripanotion pueden participar en las mismas reacciones/funciones asignadas a
este ultimo.

La relevancia del metabolismo redox tripanotién-dependiente se ha demostrado
experimentalmente a través de la tecnologia de ARNi. La disminucion en los niveles de
muchas enzimas involucradas en la formacidn, regeneracion y utilizacién (GshA, TR, TXN-1,
cTXNPx, TryS, Gpx-1 y SpS) de este ditiol, ha demostrado que éstas son indispensables para
la sobrevida del parasito (10).
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Sistema de interferencia del ARN en tripanosomadtidos.

En eucariotas, el sistema de interferencia del ARN (ARNi) es una defensa natural contra la
invasion de ARNs doble hebra (ARNdh) generados por virus o elementos genéticos moviles,
o durante el ensamblaje y mantenimiento de la heterocromatina, la metilacion de ADN e
histonas, el silenciamiento de promotores y, por otro lado sirve como, control del desarrollo
celular/tisular (30). Este fendmeno de silenciamiento postranscripcional es guiado por
pequefios ARNs de entre 20 a 26 nucléotidos que, dependiendo del proceso en los que se
vean involucrados, presentan diferentes caracteristicas y nombres (58). A la fecha, se han
descripto 3 clases de pequeiios ARNs: 1) pequeiios ARNs interferentes (siRNA) doble hebra
derivados de ARNdh enddgeno o exdgeno que producen la degradacion de ARNm blancos
via apareamiento complementario y activacion del complejo DICER-RISC (RNA induced
silencing complex); 2) micro ARNs (miRNAs) simple hebra derivados de hairpins de
aproximadamente 70 nucledtidos; 3) pequeifios ARNs heterocromdaticos similares en
estructura a los siRNAs, derivados de transcriptos de ARNdh de regiones cromosdémicas de
heterocromatina (31).

La ruta de interferencia en tripanosomas africanos involucra dos complejos multidominio:
DICER y RISC. DICER es un complejo proteico multidominio capaz de generar pequefos
siRNAs a partir del ARNdh. Este complejo presenta un dominio PAZ de unién al ARN y dos
dominios ARNasalll capaces de degradar el ARNdh a siRNA.

TTITTTITITITTTTIITTITIIITTNT - ARNdh exégeno

Complejo DICER-ARNdh

25nt siRNAs
Complejo
b ANA s
AGO1 Y - Liil 58 AGO1-sIRNA
ARIN gy Aol - El ARNsh reconocelos
‘ blancos de ARNm
Liid "' LLLE FE .

El ARNm es fragmentado

Figura 9. Representacién esquematica del mecanismo y componentes mas relevantes del
fendmeno de silenciamiento postranscripcional mediado por ARN doble cadena (interferencia del
ARN).
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A causa de la distancia entre ambos dominios cataliticos de la ARNasalll de cada subunidad
(DICER forma dimeros), es que los siRNAs generados presentan una longitud de 25
nucledtidos. Por otra parte, RISC se compone de diferentes proteinas siendo una de las mas
relevantes la argonauta (AGO), la cual posee un motivo RNasa H capaz de clivar ARNm
marcado por los siRNAs (30).

El mecanismo de accion se puede separar en dos grandes pasos. En primer lugar el complejo
DICER, a través de sus dominios RNAsalll se encarga de clivar el ARNdh en fragmentos de 25
nucledtidos (siRNAs). Estos fragmentos son desapareados por el dominio helicasa de DICER y
luego las cadenas resultantes quedan libres. La cadena complementaria al ARNm blanco se
unird a éste marcandolo para su degradacion por el complejo RISC (ver Fig. 9) (32).

El mecanismo de interferencia de la transcripcion se utiliza hoy en dia para el silenciamiento
de la expresion de genes en T. brucei. Sin embargo es importante tener presente que esta
técnica no es capaz de suprimir totalmente la expresion de un gen en particular y que el
grado de silenciamiento dependerd de la abundancia y vida media de la proteina en
cuestion, asi como de la cantidad de ARNdh que entre dentro de la ruta del ARNi (31).

Por otra parte, tanto T. cruzi como L. major serian incapaces, en principio, de llevar a cabo el
silenciamiento de genes mediado por ARN doble cadena ya que no contienen en su genoma
secuencias homodlogas para AGO1 ni para alguno de los otros genes que componen los
complejos DICER y RISC (31, 57).
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Objetivo general

Profundizar la caracterizacién bioldgica y bioquimica de la tripanotion sintetasa del

tripanosoma africano T. brucei brucei. Los estudios biolégicos se realizaron sobre la forma

infectiva del parasito mientras que los analisis bioquimicos sobre la forma recombinante de

la proteina.

Objetivos especificos

Analisis cuantitativo de la expresién de la tripanotidn sintetasa (TbTryS) en la
forma sanguinea de T. brucei y determinacion de la concentracion intracelular
de la proteina.

Determinacion de la concentracion de TryS compatible con la sobrevida del
parasito en cultivo mediante el empleo de una linea celular de T. brucei con
ARN interferente para la TryS.

Evaluacién de los niveles de expresién de la TbTryS en pardsitos sometidos a
tratamiento con un agente oxidante.

Generacion de una cepa sobreexpresante de TryS en T. brucei

Sintesis bioquimica de tripanotién y ensayos de complementaciéon metabdlica
en linea celular de T. brucei depletada de TryS

Produccion de TbTryS recombinante y analisis preliminar de parametros
cinéticos.
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Materiales y métodos

1- Materiales

Todos los quimicos utilizados fueron de la mas alta pureza de Sigma-Aldrich.
Las enzimas utilizadas en métodos de biologia molecular fueron de Invitrogen, Roche o New
England Biolabs.

2- Métodos

2.1 - Cultivo de parasitos

En este trabajo se emplearon las lineas celulares 514-1313 y 514-1313/p2T7TA-177-28 de la
forma sanguinea de T. brucei cepa 427, las cuales contienen integrado en su genoma
secuencias codificantes para la T7-ARN polimerasa (plasmido 514), la proteina represora de
tetraciclina (plasmido 1313) y el casette de ARN de interferencia para la TryS de T. brucei
(vector p2T7TA-177-28 ver Fig. 10) (33). La primera de estas lineas celulares se denominé
linea control (o wild-type WT) y la segunda linea ARNi-TbTrysS.

Los cultivos se realizaron en medio HMI-9 completo suplementado con 10% suero fetal
bovino libre de tetraciclina (PAA), diferentes antibidticos dependiendo de la linea celular (ver
Tabla 1), e incubando en forma aerébica a 372C en estufa gaseada con 5% de CO,.

Tabla 1. Composicion del medio HMI-9.

Medio HMI-9 Iscove's Modified Dulbecco's Medium
basico (IMDM)

Suplementos

2,82 mg/mL

3,9 mg/mL 10

13,6 mg/mL 10

18,2 mg/mL 10
14,3 M 0,014

Antibidticos 0,01 ug/mL 0,01 ug/mlL
0,2 ug/mlL 0,2 pug/mL
0,5 pg/mL 0,5 pg/mL

- 5 pg/mL
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- forward or reverse primers

. tetracycline operator

’ 17 promotor
<;: phleomycin resistance
Th-TryS o
I hygromycin resistance

[0 177 bp repeat targeting sequence

A
Fo3 (795) Xhol (1239)
*
pMCL 347.1
[ ]
."'., ReB (1884)
B
p2TTTA-177 .
Notl  Xhol HamH|
Th-TryS
(1239-1884)

p2T7TA-177-28

Figura 10. Esquema de la construccion plasmidica que controla de manera inducible el ARNi de la
TryS. (A) Fragmento del vector pMCL 347.1 con la secuencia codificante de la TbTrys (en gris), donde
se muestra la posicién de los primers y sitios de restriccion que se utilizaron para las posteriores
estrategias de subclonado, el asterisco marca el codén STOP. (B) Construcciéon p2T7TA-177.28
derivada de un fragmento de 1,1 kb de la TbTryS que fue digerido con Xhol/BamH]I e insertado como
un producto de 650 pb entre los promotores T7 del vector p2T7TA-177.

2.2 — Determinacion de densidad celular

Para determinar la densidad celular, los cultivos de T. brucei se homogeneizaron sacudiendo
la botella de cultivo brevemente o por pipeteo repetido en los pocillos de placas de cultivo.
Una alicuota de la suspension celular se transfiridé directamente a una camara de Neubauer
mejorada o se diluyd previamente en PBS 1% glucosa para facilitar el recuento celular. Las
células viables (definidas como mdviles y morfolégicamente normales) ubicadas en los
cuatro cuadrantes laterales, compuestos de 16 campos cada uno de ellos, de cada
hemicamara se contaron y el promedio [(ni/4 + ny/4)/2] se multiplicé por 1x10* para
obtener el nimero de células por mL. En caso de corresponder, este valor se afectd por el
factor de dilucién.

29



2.3 — Tratamiento de parasitos con agentes oxidantes y reductores

Para determinar si un estimulo oxidativo induce expresion de la TryS en la forma infectiva de
T. brucei, parasitos de la linea celular control fueron expuestos a distintas concentraciones
de perdxido de hidrogeno por diferentes tiempos.

Parasitos de la linea celular WT de T. brucei en crecimiento exponencial se centrifugaron a
2.000 g durante 10 minutos a 4 °C y diluyeron en medio de cultivo de forma tal de obtener
5x10° parasitos/mL. Se distribuyé 1 mL de esta suspensién celular por pocillo en una placa
de cultivo de 24 pocillos, adicionando luego H,0, a concentraciones finales de 1, 10 y 100
uM. En los pocillos control se omitio el agregado de oxidante. A continuacion, la placa se
incubd durante 6 y 18hs, bajo las condiciones mencionadas en la seccién 2.1. A dichos
tiempos se efectuaron recuentos celulares (seccion 2.2). El ensayo fue realizado por
triplicado.

Para determinar si la forma infectiva de T. brucei depletada de la TbTryS es capaz de revertir
su fenotipo por el agregado exdgeno de tioles de bajo peso molecular, parasitos de la linea
celular ARNi-TbTryS fueron inducidos con tetraciclina y crecidos en un medio de cultivo con
GSH y T(SH),.

Para llevar a cabo los ensayos de complementacién metabdlica, la linea ARNi-TbTryS fue
cultivada durante un total de 72hs en presencia de 1 ug/mL de oxitetraciclina. Cada 24hs los
cultivos fueron iniciados nuevamente a una densidad de 1x10° parasitos/mL. En una placa
de 24 pocillos se sembraron 1x10° parasitos/mL por pocillo y se suplementd el cultivo con 1
mM de GSH o T(SH), segun correspondiera. Se utilizaron como control la misma linea celular
sin inducir e inducida pero sin tratar con los agentes reductores. La placa se incubé durante
24 hs en las condiciones descritas en la seccidn 2.1, realizdndose un recuento al cabo de este
tiempo. El experimento se llevé a cabo por duplicado.

2.4 — Electroforesis en geles de acrilamida (SDS-PAGE)

Para la separacion y visualizacién de proteinas en las diferentes muestras, se realizaron geles
de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE).

Se montaron los elementos para ensamblar el molde: los cristales con los espaciadores se
fijaron con pinzas y se colocaron en el soporte de placas adecuado (Bio-Rad). A continuacién,
se virtid el gel separador con una concentracion de acrilamida del 12% p/v, preparado como
se detalla a continuacion, hasta una altura de 2 cm por debajo del cristal pequefio, se alisé la
superficie colocando isopropanol y se esperd a que polimerizara a temperatura ambiente.
Luego, se retird el exceso de isopropanol con papel secante y se agrego el gel concentrador
al 5% p/v de acrilamida preparado como se detalla a continuacién y por ultimo se colocé el
peine para formar los pocillos donde se sembré la muestra.

30



Para preparar 10 mL de gel separador se debieron agregar y mezclar: 3,4 mL de agua
destilada, 4,0 mL de acrilamida/bis-acrilamida al 30% p/v degaseada, 2,5 mL buffer de
separacién (Tris-HCl 1,5M a pH 8,8) y 0,1 mL de SDS al 10% p/v.

Para preparar 10 mL de gel concentrador se debieron agregar y mezclar: 5,7 mL de agua
destilada, 1,7 mL de acrilamida/bis-acrilamida al 30% p/v degaseada, 2,5 mL buffer de
concentracioén (Tris-HCl 0,5M a pH 6,8) y 0,1 mL de SDS al 10% p/v.

Para comenzar la reaccidn de polimerizacidn, se agregd a la mezcla 50 pL de APS 10% p/vy
5uL o 10 uL de TEMED para el caso del gel separador o concentrador respectivamente.

Un vez pronto el gel, se monto al electrodo y se colocd en la camara de electroforesis (Bio-
Rad) con buffer de corrida (Tris base 0,25 M, glicina 0,52 M y SDS 35 mM, pH 8,3). Se sacd el
peine con cuidado y cargaron las muestras con una jeringa Hamilton. Asimismo se sembro
en un carril un marcador de pesos moleculares sin tefiir o pretefido, este Ultimo para el caso
de geles para Western-blot (ambos de Fermentas, ver seccién 2.5). Se conectaron los
electrodos a la fuente de alimentacién y se aplicaron 40 mA de corriente continua hasta que
el frente de azul de bromofenol llegé al final del gel (60-90 minutos). A continuacién, se
desmonté el gel, se separd de las placas y colocé a tefiir en una solucién con Coomassie blue
R350 0,1% p/v, metanol 20% v/v y acido acético 10% v/v durante 1-2hs. Para finalizar, el gel
se destifid durante 1-2hs en una solucidon de metanol 50% v/v en agua destilada con acido
acético 10% v/v.

2.5 - Ensayo de Western-Blot

Los extractos proteicos separados por técnicas de SDS-PAGE (ver seccidn 2.4) se transfirieron
a una membrana de PVDF (GE healthcare) previamente sumergida 30 segundos en etanol
95% v/v, 5 minutos en agua destilada y luego 10 minutos en buffer de transferencia segun
indicaciones del fabricante. Los papeles Whatman se sumergieron también en buffer de
transferencia y luego se ensambld el casette de transferencia junto con el gel y la membrana
en un equipo de Mini Trans-Blot (Bio-Rad). La transferencia se realizd a 80V durante 2 horas,
en bano de hielo. Terminada ésta, se lavd la membrana con buffer fosfato salino (PBS — NaCl
137 mM, KCl 2,7 mM, Na,HPO,4 8,1 mM, KH,PO4 1,76 mM pH 7,4) en agitacion orbital a 200
rpm durante 5 minutos. El bloqueo de la membrana se realizé en PBS 4% p/v de leche entera
de vaca (PBS-L) durante toda la noche a 4 2C y en agitacién (60 rpm). Se realizaron 2 lavados
con PBS con 0,2% v/v Tween-20 (PBS-T) de 5 minutos cada uno y luego se incubd la
membrana con una dilucién 1/500 en PBS-L del anticuerpo primario anti- TbTryS y anti-TR de
conejo durante 2 horas a temperatura ambiente con agitacion a 60 rpm. Terminada la
incubacidn, se realizaron 3 lavados con PBS-L conteniendo Tween-20 0,2% v/v (PBS-L-T). Se
incubo la membrana durante 45 minutos a temperatura ambiente con una diluciéon 1/2000
en PBS-L-T del anticuerpo secundario anti-conejo conjugado a peroxidasa (Invitrogen).
Finalmente se lavd la membrana 5 veces con PBS-T. La deteccidn de la peroxidasa se
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desarrollé por quimioluminiscencia con el kit quimioluminiscente SuperSignal West Pico
siguiendo las instrucciones del fabricante (Thermo Scientific). Las |ldminas radiograficas
Amershan Hyperfilm ECL (GE Healthcare) se revelaron manualmente utilizando solucién
quimica reveladora y fijadora (GBX developer and fixer - Kodak).

2.6 — Cuantificacidon de bandas por densitometria

Se evalud la expresidon de TryS y TR mediante cuantificacion de las bandas obtenidas en el
Western-Blot usando el programa Image j®.

Para ello, se realizé una curva de calibracién por Western-Blot (ver seccidn 2.5) sembrando
cantidades conocidas de la proteina recombinante TryS de T.brucei (rango entre 5-200 ng).
Las l[dminas radiograficas fueron fotografiadas con un scanner SNAPSCAN 1236 (AGFA). A
partir de estas imagenes y haciendo uso del programa Image J® se determind la intensidad
de cada banda por unidad de area, sustrayendo la sefial de fondo, si fuera necesario. Para
cuantificar los niveles de TryS y TR se siguié el mismo procedimiento ya mencionado,
comparando las intensidades de banda obtenidas contra la curva de calibracién.

2.7 - Ensayo de inmunofluorescencia indirecta

Para llevar a cabo la deteccién de la localizacion subcelular de la TryS en la forma infectiva
de T. brucei, se empled la técnica de inmunofluorescencia indirecta. Previamente se
procedidé a la tincién de la mitocondria del parasito como se describe a continuacion. Se
centrifugaron 10 ml de cultivo de parasitos conteniendo aproximadamente 1x10’ células/mL
a 2.000 x g durante 10 minutos a temperatura ambiente. Los parasitos se resuspendieron en
10 ml de medio HMI-9 agregando 250 nM del reactivo Mitotracker Red CM-H,XRos
(Invitrogen) y se incubaron 25 minutos a 372C y 5% de CO, para permitir la acumulacion del
colorante en el organelo y su conversion (mediada por oxidacion) a una especie
fluorescente. Luego las células se separaron del medio de cultivo por centrifugacion (2.000 x
g, 10 minutos) y se lavaron con 10 ml de PBS. Se repitié la centrifugacion y el pellet fue
resuspendido de manera homogénea en p-formaldehido 4% v/v en PBS (50 plL cada 10°
parasitos) incubando 18 minutos a temperatura ambiente para permitir el proceso de
fijacion de las estructuras celulares. Posteriormente, se realizaron 3 lavados con PBS
intercalados con centrifugaciones. Finalmente, los parasitos se resuspendieron en PBS de
forma tal de obtener 2x10° células/50 ul (una gota). Las gotas se colocaron en las laminas
correspondientes y se incubaron durante toda la noche a 4 2C para facilitar la adhesiéon de
las células al portaobjetos.

Paso seguido, se permeabilizaron las membranas de los parasitos mediante el agregado de
200 plL de una solucién de tritédn X-100 0,2% v/v en PBS durante 20 minutos a temperatura

32



ambiente. Las placas se lavaron con PBS y luego se bloquearon con una solucién de gelatina
0,5% p/v en PBS (PBS-G) durante 20 minutos. Luego de lavar las placas con PBS, éstas se
incubaron toda la noche a 4 °C con una dilucién 1/500 en PBS-G del anticuerpo primario
anti-TbTryS y anti-TR. Al dia siguiente, las placas se lavaron 3 veces con PBS e
inmediatamente se incubaron durante 45 minutos en oscuridad con 200 pL de una dilucion
1/1000 en PBS-G del anticuerpo secundario anti-IgG de conejo (Invitrogen) conjugado al
fluoréforo Alexa 488. Se lavaron 5 veces las [dminas con PBS y a continuacion se incubaron
durante 15 minutos en oscuridad con 200 pL de una diluciéon 1/500 del reactivo TO-PRO 3
(Invitrogen) para tefiir acidos nucléicos. Finalmente, las ldminas se lavaron con PBS, se
secaron sobre mesada y el cubre objetos se monté con glicerol 90% v/v en PBS.

2.8 — Preparacion de imagenes de microscopia de laser confocal

La visualizacion de los preparados se llevd a cabo en un microscopio laser confocal espectral
invertido Leica DM6000 TCS SP5 con lente objetivo de inmersidn en aceite 63x (HCXPL APO
NA 1.4) equipado con el software LASAF v2.0 (Servicio de Microscopia, Unidad de
Biologia Celular, Institut Pasteur de Montevideo). Se emplearon longitudes de excitacién de
579, 495 y 671 nm para la deteccidon de la sefial del Mitotracker, Alexa 488 y TO-PRO 3,
respectivamente.

Se tomaron las imagenes a partir de un uUnico plano z, utilizando un zoom 1x. Asimismo, se
capturaron imagenes de campo claro para obtener informacién sobre la morfologia general
de los parasitos.

2.9 — Métodos de biologia molecular
2.9.1 — PCR para la amplificacidn de secuencias de la TryS

Para la amplificacion de secuencias de la TbTryS se empled la técnica de reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR). Para ello, se colocd en un tubo de PCR entre 0,1-250 ng del templado
conteniendo la secuencia a amplificar junto con el buffer de reaccién aportado por el
fabricante (conteniendo 1,5 mM MgCl,), desoxinucledtidos trifosfato (dNTP) a una
concentracion final de 200 uM cada uno, primers adecuados a una concentracién final entre
0,1-0,6 uM (ver tabla 2) y la enzima polimerasa con una actividad final de 1,25 U para el caso
de la polimerasa de Thermus aquaticus (Taq) o 2,5 U para la de Pyrococcus woesei (Pwo). La
reaccion se llevé a un volumen final con agua destilada.

El programa de PCR que se utilizd para la amplificacion constd de un paso inicial a 952C por 5
minutos, 30 ciclos de desnaturalizacién a 952C por 1 minuto, unién de los primers al
templado a 552C por 1 minuto, y extension de la reaccién de polimerizacion a 722C por un
tiempo variable entre 60 a 150 segundos (dependiendo del largo de fragmento) y finalmente
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un Ultimo paso a 729C por 5 minutos para asegurarse que la extensién fuese completa para
todos los fragmentos.

Tabla 2. Secuencias 5’-3’de los oligonucledtidos empleados para la amplificacion de secuencias de
TbTryS (ver Fig. 25 del Anexo), donde se subraya en negro, en los casos que corresponde, los sitios de
restriccion introducidos. Todos los oligonucledtidos se encontraban a una concentracion de 100
pmol/uL. En rojo se muestra la mutacién silenciosa que se introduce a través del primer para mutar
el sitio Hindlll interno de la TbTrys.

Fo TbbTs BamHI 5'- GCG CGG ATC CAT GAC GAA GTC GGC ACT T-3'
Re TbbTs BamHI 5'- CGC GGG ATC CCT ACATTT GAA TAC GTA CGG-3'
P2T7 - if 5 - GCT AGT TATTGC TCAGCG G -3’
Re 4 TbbTs 5 —AGTCCAGCCACTCAGTCTTT -3’
Re 5 TbbTs 5" —CTT TAA CGC ACG GGA CGG GGG TTG GAG TGC -3’
Fol TbhbTs 3’ — ATG ACG AAG TCG GCA CTT GCA GACACT AAA-3
Fo TbTryS Hindlll- [ 5'- GGT GTA CGT GAG GAC AAA AAA CTT ACC ACT GGG
del2 CTC GAA TCT CCG-3'
Fo TbTryS Hindlll 5'- TTA AAG CTT ATG ACG AAG TCG GCA CTT GC-3'

Para preparar una muestra de colonias bacterianas para realizar el screening por PCR, se
debid picar una colonia y resuspenderla en 50 uL de agua estéril. A continuacion se incubo
dicha muestra a 952C por 10 minutos para lisar las células, liberar el ADN e inactivar
endonucleasas enddgenas. Se centrifugd a 28.000 x g durante 10 minutos a 49C. El
sobrenadante obtenido se utiliz6 como templado para la PCR siguiendo el protocolo recién
mencionado.

2.9.2 — Electroforesis en gel de agarosa

Se prepararon soluciones de agarosa 0,8-1,5% p/v en buffer TBE 0,5x (40 mM Tris base, 45
mM 4cido bérico y 4 mL EDTA 0,5 M). Para disolver esta solucion se calenté en horno
microondas hasta que lograra fundirse. A continuacién, se volcé la solucién en el molde con
el peine colocado, eliminando toda burbuja presente, y se esperd hasta que el gel solidifique
completamente. Se colocd el gel en la cuba de electroforesis (Biorad), previamente cargada
con suficiente cantidad de TAE 0,5x para cubrir todo el gel, y se retird el peine. Se sembraron
las muestras previamente preparadas como se detalla a continuaciéon y se aplicé una
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diferencia de potencial de 100 V durante la corrida que duré entre 30-90 minutos,
dependiendo el caso.

Las muestras se prepararon con buffer de carga 1x con azul de bromofenol (New England
Biolabs). Como referencia, se utilizé un marcador de tamafios moleculares en un rango entre
0,5-10 Kpb o0 0,1-1,5 Kpb (1kb ladder y 100 bp ladder, respectivamente - New England
Biolabs).

Una vez terminada la corrida, se coloco el gel en una solucidn TBE 0,5x con unas gotas de
bromuro de etidio (stock 0,7 mg/mL - Eurobio) durante 30-40 minutos para tefiirlo y luego se
visualizaron las bandas en un transiluminador UV G-box (Syngene).

2.9.3 — Tratamiento con endonucleasas y ligacion

Para la digestién de ADN con las enzimas de restriccién, se colocd en un tubo eppendorf
entre 0,2-2 ug de ADN a digerir, la/s enzima/s de restriccion correspondiente/s (10
unidades) y el buffer de restriccién adecuado segun indicaciones del fabricante, llevdandose a
volumen con agua destilada. La reaccion se incubd a 379C durante 5-16 hs segun el caso.

Para la ligacién de fragmentos de ADN a pldasmidos, se colocaron en un tubo eppendorf las
muestras de inserto y vector en una relacién 4:1 segun la férmula que se detalla a
continuacién, T4 ligasa de ADN (10 unidades), el buffer correspondiente, llevdndose a
volumen con agua destilada. La reaccion se incubd a temperatura ambiente durante 16 hs.
Para finalizar, previo a la transformacion, se incubé la reaccién a 659C durante 5 minutos
para inactivar a la enzima y detener la reaccion.

La férmula que se utilizé para calcular la masa de ADN a colocar en las reacciones de ligacién
fue la siguiente: m jnerto (Ng) = [M vector (Ng) X Pares bases inserto (kb)/ pares bases yecior (kb)] X 4

2.9.4 — Preparacion de bacterias quimio y electro-competentes

Para la preparacion de células Escherichia coli Tuner (DE3) quimiocompetentes se realizé un
pre-cultivo de 5 mL en medio LB el cual se extendié durante toda la noche a 37 2Cy 220 rpm.
El medio LB (Luria-Bertani) se compone de 5 g de extracto de levadura, 10 g de triptona y 10
g de NaCl por litro de medio a un pH final de 7.4. A continuacion se realizé el escalado 1/50
del cultivo y se lo dejé llegar hasta una D.O.goonm= 0,4 UA. El cultivo se incubd 20 minutos en
hielo y luego se centrifugd 10 minutos a 3.000 xg a 4 °C. Las células se resuspendieron en 5
mL de CaCl, 0,1 M estéril y frio, con especial cuidado de no pipetearlas ni agitarlas
mecanicamente para evitar la lisis, y se las incubd 30 minutos en hielo. A continuacién se
volvieron a centrifugar las células a 3.000 xg por 10 minutos a 4 2C y se las resuspendio en 1
mL de CaCl, 0,1 M.

Para la preparacién de células E. coli electrocompetentes se realizd un pre-cultivo de 5 mL en
medio LB durante toda la noche a 37 2C y 220 rpm. Luego se realiz6 el escalado 1/50 del
cultivo y se lo dejé llegar hasta una D.O.gp0nm= 0,6 UA. A continuacidn, se centrifugaron dos
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veces por 10 minutos a 1.500 x g a 49C lavando con 500 y 250 mL de agua destilada
respectivamente. Las células se resuspendieron en 1,5 mL de glicerol 10% v/v.

Las células E. coli quimiocompetentes DH5a y One Shot TOP10 utilizadas provinieron de un
kit comercial (Invitrogen)

2.9.5 — Transformacion de bacterias competentes

Para la transformacién de E. coli Tuner (DE3) quimiocompetentes, se tomd una alicuota de
250 pl de las células y se les agregd entre 1-5 pl del plasmido Para la transformacion se las
incubd por 30 minutos en hielo y luego se realizd un shock térmico a 422C durante 2 minutos
para lograr la incorporacion del plasmido. Inmediatamente se colocaron las células en hieloy
se les agregd 750 ul de medio LB. La suspension se incubd 1 hora a 37 2C a 220 rpm. Para
finalizar, las células se centrifugaron y se plaqued el pellet resuspendido en el medio
remanente sobre placas de LB agar ampicilina (100 pug de ampicilina/ml de medio)
incubdndolas toda la noche a 379C.

Para la transformacion de E. coli DH5c. y One Shot TOP10 quimiocompetentes, se siguid el
protocolo del fabricante. Se tomaron alicuotas de 50 ul de las células y se les agrego entre 1-
5 wl del plasmido. El procedimiento continu6 como fue mencionado anteriormente, con
algunas modificaciones: se realizé el shock térmico a 422C por 30 segundos y se agregaron
950 pl de medio LB para la resuspension celular.

Para la transformacion de células E. coli electrocompetentes se tomd una alicuota de 50 pl
de las células y se les agregd entre 1-5 pl del plasmido. Para la transformacion, se
traspasaron las células a una cubeta de electroporacién con un paso de 0,1 cm vy se las
transformé con un electroporador BTX ECM830 Electro Square Porator, utilizando el modo
de alto voltaje con los siguientes parametros: 10 pulsos durante 99 us a 2,0 KV. A
continuacion se les agregd 1 mL de LB y se continué como ya fue descrito anteriormente.

2.9.6 — Purificacion de ADN

Para la purificacion de ADN a partir de reacciones enzimaticas, se utilizé el kit de Invitrogen
PureLink™ Quick Plasmid Miniprep Kit, siguiendo el protocolo aportado por el fabricante.

Para la purificacion de ADN a partir de fragmentos de geles de agarosa, se utilizé el kit de
Qiagen QIAquick Gel Extraction Kit, siguiendo las instrucciones del fabricante.
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2.10 - Expresion y purificacion de proteinas recombinantes
2.10.1 — Mutante C59A de la TryS de C. fasciculata

Para la expresion de la forma recombinante del mutante C59A de la TryS de C. fasciculata se
emplearon bacterias E. coli de la cepa Tuner DE3 (Novagen) transformadas con el plasmido
pPET19b- CfTryS C59A (34) en los dias previos al inicio del cultivo para producciéon de
proteina. El protocolo de expresidn y purificacion es similar al descripto por Comini y col.
(34) con algunas modificaciones.

El precultivo de la cepa transformante se realizd a partir del indculo de una colonia de placa
en 10 mL de medio TB ampicilina (100 pg de ampicilina/mL de medio) que se incubé a 37°C,
220 rpm, durante 16-18hs aproximadamente. El medio TB (Terrific-Broth) se compone de 24
g de extracto de levadura, 12 g de triptona, 9,4 g de K,HPO,, 2,2 g de KH,PO4 y 4 mL de
glicerol por litro de medio a pH final de 7,4. Luego, se inocularon 5 mL del precultivo en un
frasco Erlenmeyer de 2L conteniendo 500 mL de medio TB suplementado con 25 mL de
glucosa 20% p/v (1% p/v final) y ampicilina 100 pug/mL final, el cual se incubé a 37°C, 220
rpm, hasta alcanzar una D.O.ggonm de aproximadamente 1,4 UA. Posteriormente, el cultivo
se enfrié a 4 °C sin agitacidon por 30 minutos y luego se indujo la expresion de la proteina
recombinante mediante la adicion de isopropil-B-D-1-tiogalactopiranésido (IPTG) a una
concentracion final de 250 M y retomando la incubacién a 25 °C, 120 rpm, durante 16-18hs
aproximadamente.

A continuacion, se cosecharon las bacterias mediante centrifugacion a 3.000 x g 4°C durante
10 minutos en centrifuga Sorvall RC 6 plus (Thermo electron corporation). El pellet se
resuspendié completamente en buffer A (composicién NaH,PO; 50 mM, NaCl 300 mM pH=
8,0) en una relacion 10 mL de buffer de A/ g de pellet. Para iniciar la lisis celular e inhibir la
actividad de serin-proteasas, se agregaron lisozima (concentracion final de 3,1 mg/mL) y
fenil metil sulfonil fluoruro concentracién final de 1 mM, respectivamente. La muestra se
incubd en hielo durante 1 hora luego de la cual se procedié a la sonicacién en equipo
Branson utilizando los siguientes parametros: tiempo- 2 min, impulso on -30 seg, impulso off
— 60 seg, amplitud 40%. A continuacion se realizaron dos centrifugaciones a 34.000 x g
durante 30 minutos a 4 2C en centrifuga Sorvall RC 6 plus para separar los restos celulares
del sobrenadante. Previo al pasaje por la columna de afinidad, el extracto liquido se filtré
utilizando filtros de 0,8 um para eliminar particulas insolubles.

La purificaciéon de la proteina recombinante se realizé por cromatografia de afinidad por
metales inmovilizados (IMAC) empleando una columna de HisTrap Fast Flow (GE healthcare)
de 1 mL a una temperatura de trabajo de 4-8°C y empleando una bomba peristdltica (TRIS
Teledyne ISCO). La columna fue pre-equilibrada con 10 voliumenes de buffer A y luego se
aplico el extracto soluble filtrado a la columna a un flujo de 1 mL/minuto. A continuacidén se
realizaron 2 lavados sucesivos, el primero con 10 volumenes de buffer Ay el segundo con 5%
v/v de buffer B (imidazol 500 mM en buffer A pH 8,0) en buffer A. La elucion de la proteina
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se realiz6 en modo isocratico con 15 mL de buffer B recolectando fracciones de 1 mL.
Tanto los lavados como la elucidn se realizaron manteniendo un flujo de 1 mL/minuto

Para visualizar las fracciones conteniendo la proteina en cuestion y determinar el grado de
pureza de la misma, se realizé6 un SDS-PAGE al 12% descripto en punto 2.4. Asimismo, la
concentracion proteica de las fracciones se determind mediante ensayo del acido
bicinconinico (BCA) descripto en punto 2.13.1. También se evalué la actividad enzimatica de
TryS en las fracciones obtenidas de acuerdo al método descripto en el punto 2.12.1.

Aquellas fracciones que mostraron un nivel de pureza (homogeneidad de la muestra mayor a
90%) y actividad enzimatica especifica (mayor a 0,45 U/mg) aceptables, se juntaron y
concentraron por filtracion en un filtro Amicon con un corte de 30 KDa (Millipore)
centrifugando a 4.000 x g y 4°C hasta obtener la concentracion de proteina adecuada.

2.10.2 -TryS de T. brucei

Para la expresion y purificacién de la TbTs se siguio el protocolo descripto anteriormente
para el mutante C59A de la CfTryS, con la Unica modificacidon que el cultivo se dejo crecer
hasta una D.O.g00nm = 0,6 UA antes de la induccion.

Para la obtencidn de proteina recombinante con un grado de pureza mayor al 90% se realizé
una cromatografia de filtracion en gel o exclusién molecular posterior a la IMAC. Para ello se
empled una columna Sephadex G-200 16/60 (GE healthcare — rango de separacion entre 10-
600 KDa) conectada a un equipo AKTA (Amersham —Pharmacia) la cual se equilibré con 5
volumenes de buffer PBS a un flujo de 1 mL/min. A continuacién se inyectaron 500 L de la
muestra con especial cuidado que no contuviera burbujas de aire, y luego se procedio a eluir
en PBS, colectando automaticamente fracciones de 1 mL. El patréon de elucion se siguid
mediante medicidn en linea de absorbancia a 280 nm.

2.11 - Determinaciéon de masa molecular por cromatografia de filtracion en gel

Para la calibracién de la columna se utilizé un estandar de proteinas de pesos moleculares
(PM) conocidos como se detalla en la Tabla 3. La columna Sephadex G-200 16/60 se
equilibré con buffer NaPO, 50 mM, NaCl 0,5 M y luego se inyecté 1 mL de dicha muestra,
procediendo a su elucién a un flujo constante de 1,2 mL/min. Con los datos obtenidos, se
grafico el log PM en funcién de Vejucion/Vmuerto
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Tabla 3. Composicion de la muestra de estandares para la calibracion de la columna
Sephadex G-200 16/60

Blue Dextran 2000 0,1
Tiroglobulina 669 0,5
Apoferritina 443 1
[-amilasa 200 1
Alcohol deshidrogenasa 150 2
BSA 66 1

Lisozima 13 2

2.12 - Ensayos enzimaticos
2.12.1 - Determinacion de actividad sintetasa de la TryS

La actividad sintetasa de la TryS de diferentes especies se determind
espectrofotométricamente empleando un ensayo enzimatico acoplado (ver Fig. 11), donde
el consumo de ATP (o produccidon de ADP) por la TryS es directamente proporcional y
equimolar a la oxidacién de NADH por la lactato deshidrogenasa (LDH).

En este ensayo, la piruvato quinasa conecta ambas reacciones al regenerar ATP a partir de
ADP y fosfoenol piruvato, y producir piruvato, que es convertido (reducido) en lactato por la
LDH a expensas de NADH.

Los ensayos fueron realizados en un volumen final de reaccién de 120-135 uL empleando
una cubeta de cuarzo QS 10.00 mm con un espectrofotémetro Varian Cary 50 Uv-Vis
Spectrophotometer. La mezcla de reaccién contiene: DTT 0,8 mM, GSH 0,8 mM, PEP 3,6 mM,
ATP 3,1 mM, LDH 1,6 Uy PK 1,6 U en buffer HEPES 100 mM con EDTA 0,5 mM y MgS0O, 10
mM.

Para testear que el sistema enzimatico acoplado esté funcionando correctamente, se llevo a
cabo un ensayo control agregando a la mezcla de reaccion NADH y luego ADP a
concentraciones finales de aproximadamente 250 uM y 3,1 mM respectivamente.

Para ensayar la actividad enzimatica de las muestras en estudio se agregaron a la mezcla de
reaccion entre 5-15 uL de las mismas y NADH en una concentracion final de 240-270 uM y se
procedid a incubar a temperatura ambiente hasta obtener una linea de base estable a 340
nm. Finalmente, la reaccion se inicié con el agregado de espermidina a una concentracién
final de 9,3-10,5 mM.
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Figura 11. Esquema de las reacciones acopladas que tienen lugar durante el ensayo de actividad
enzimatica. Al agregar las enzimas PK y LDH a la mezcla del ensayo, se hace posible seguir el
consumo de NADH mediante variacidn de la absorbancia a 340 nm.

2.12.2 - Ensayo de punto final de la lactato deshidrogenasa

Para determinar la produccién de tripanotién durante la reaccién de sintesis bioquimica (ver
punto 2.14) se empleé el ensayo de la LDH, donde el tripanotién producido es directamente
proporcional en una relacién 1:2 a la oxidacién de NADH por la lactato deshidrogenasa.

El ensayo se inicia con el agregado de 10 uL de la muestra en estudio en un volumen final de
reaccion de 120-135 uL con LDH 1,6 U y NADH 240-270 uM en buffer HEPES ya descripto. La
oxidacion de NADH se monitored a 340 nm en espectrofotémetro Varian Cary 50 Uv-Vis
Spectrophotometer hasta que se logrd alcanzar una linea de base estable.

2.13 — Determinacion de concentraciones
2.13.1 - Proteinas

El dcido bicinconinico es un compuesto capaz de formar un complejo purpura intenso con
iones Cu* en medio alcalino capaz de absorber a 562 nm. Este reactivo forma la base de un
método capaz de cuantificar el idon cuproso producido en una reaccién entre los grupos NH
de los enlaces peptidicos de las proteinas con el ion Cu®, en una estequiometria 4:1
(reaccion de Biuret). La intensidad de coloracion serda por lo tanto, directamente
proporcional a la cantidad de proteina en la muestra (35).

Para la determinacion de la concentracidn proteica de una muestra, se colocaron 10 pL de la
misma por pocillo en microplacas de 96 pocillos, a los que se les agregd 200 pl de una mezcla
de CuSO4:BCA en una relaciéon 1:51 y se lo dejé incubando 1 hora a 372C para que la reaccion
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desarrollara color. Para la curva de calibracién se utilizaron diferentes concentraciones de
seroalbimina bovina (BSA) en un rango de 0,1- 1 mg/mL. Luego, se leyd la absorbancia a 562
nm en un lector de placas Multiskan Ex (Thermo Scientific).

Para calcular la concentracién proteica se graficaron los datos de la curva de calibracién
(absorbancia en funcién de la concentracién). A partir de la misma se calculé la ecuacién de
la recta y se determinaron los valores de concentracion de proteina en las muestras.

2.13.2 — Acido nucleico

Los acidos nucleicos absorben eficientemente luz ultravioleta dado que contienen bases
aromaticas nitrogenadas. El maximo de absorcidn se da a una longitud de onda de 260 nm,
siendo aqui la absorcidn proporcional a la concentracién (ley de Lambert-Beer).

La determinacién de las concentraciones de ADN de las muestras se realizd utilizando el
espectrofotdmetro Nanodrop1000 (Thermo Scientific), que permite analizar volimenes muy
pequefos de muestras (1 pL)

2.13.3 —Tioles

La cuantificacidén de tioles en las muestras se realizé a través de la reaccién de Ellman. El
reactivo de Ellman [5,5'-ditiobis(2-nitrobenzoato) — DTNB] es un aril disulfuro que
rapidamente sufre una reaccion de intercambio tiol-disulfuro en presencia de tioles libres. El
dianion TNB presenta una intensa absorbancia a 412 nm en comparaciéon con ambos
disulfuros, el del DTNB y el disulfuro mixto TNB-tiol de la muestra. Dado que la
estequiometria de los tioles libres con el TNB es 1:1, la formacion de éste puede ser utilizada
para calcular el numero de tioles presentes en una muestra (36).

Para determinar la concentracidon de tioles en una muestra, esta se incubd con 1mM de
DTNB durante 5-10 minutos a temperatura ambiente y a continuacion se midid la Abss12nm.

La concentracién de tioles totales en la muestra se calcula haciendo uso de la ley de
Lambert-Beer (A= £.b.c) con un coeficiente de extincién molar para el TNB 14,15 M*cm™ y
en caso de corresponder, este valor se afecté por el factor de dilucién.

2.14 - Sintesis bioquimica y purificacion de tripanotion

Para la sintesis de tripanotion se siguid el protocolo previamente descripto en Comini y col.
(34) con algunas modificaciones que se detallan a continuacién.

En primer lugar se procede a cambiar el buffer de solucién donde se encuentra la proteina
recombinante CfTryS C59A obtenida como se describid en el punto 2.10.1. Para ello se utilizo
una columna de Sephadex G-25 (GE healthcare). La columna se lavé con 4 volumenes de
agua destilada y luego se equilibré con 4 volimenes de buffer HEPES. A continuacién se
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sembraron 2,5 mL de la muestra, eluyéndola posteriormente con 3,5 ml de buffer HEPES. La
muestra obtenida a partir de la columna se concentrd por centrifugacion en un filtro Amicon
con un corte de 30 kDa.

Para la reaccién de sintesis, se colocé el volumen total de muestra que contiene la CfTryS
C59A la cual presentaba una actividad especifica de 0,46 U/mg, los sustratos de la reacciéon
de acuerdo a las cantidades presentadas en la tabla 3, llevando luego hasta un volumen final
de 10 mL con buffer HEPES. La reaccion se incubd a temperatura ambiente y a distintos
intervalos de tiempo se analizaron pequefias alicuotas para determinar el grado de avance
de la reaccion mediante el ensayo de la LDH (ver punto 2.12.2). Cuando se comprueba que la
reaccion alcanza un 100%, la muestra se almacena a 4°C para su posterior procesamiento.

Previo al paso de purificacion del tripanotidn, se procedid a la separacidn y concentracion de
los compuestos de bajo peso molecular de la reaccién de sintesis de tripanotién mediante
centrifugacién en Amicon con un corte de 15 KDa.

Tabla 4. Concentraciones finales de los diferentes compuestos necesarios para la reaccion de
sintesis de tripanotion.

0,4M

180 mM 5mM
90 mM 1mM
36 mM 10 mM

1M 20 mM

200 U/ml 1,13 U

La purificacion del tripanotidn se realizé por columna de Sephadex Sp de 7,5 ml a un flujo de
1,5 mL/min mantenido por bomba peristaltica. El filtrado (9 mL) de la reaccién a través de
filtro Amicon se diluyé con el agregado de 35 mL de agua destilada y se sembrd en la
columna. La columna se lavd con 4 volumenes de agua destilada, recolectandose fracciones
(5) para su posterior analisis. La elucién de la muestra se realizé con 2 volimenes de acetato
de amonio 100 mM pH 6,8, recolectandose fracciones (10) de 1,5 mL

La cuantificacidon de tripanotidn se realizé de manera indirecta mediante la determinacion de
tioles libres por la reaccién de Ellman (ver seccion 2.13.3).

Las fracciones conteniendo tripanotidn se juntaron y el lote se concentrd en rotavapor hasta
llegar a una concentracién final de 30 mM de tripanotién. Para finalizar, se confirmd la
presencia de tripanotiéon en la muestra por espectrometria de masa MALDI-TOF (Matrix
Assisted Laser lonization Time-Of-Flight) en un equipo Applied Biosystems 4800 Analyzer
(Unidad de Bioquimica y Protedmica Analitica, Institut Pasteur de Montevideo) utilizando
como matriz CHCA 60%ACN/0,1%TFA.
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La muestra concentrada se filtré en esterilidad con filtros de 0.22 um (Millipore) para poder
ser empleada luego en ensayos de complementacion metabdlica en cultivo de parasitos
(seccidn 2.3)

43



Resultados

1 —Andlisis cuantitativo de la expresion de la TryS en la forma sanguinea de T. brucei y
determinacion de su concentracion intracelular

Para determinar la curva de crecimiento de la forma sanguinea de T. brucei linea celular
control, los parasitos se cultivaron en modo continuo bajo las condiciones ya mencionadas
(seccién 2.1) partiendo de una densidad celular de 1x10° parasitos/mL y efectuando
recuentos cada 24hs. El analisis de la curva de crecimiento muestra un patrén de
crecimiento tipico (Fig. 12 A). En los primeros dos dias, se observa un crecimiento
exponencial con un tiempo de duplicacién estimado en 3 horas. Entre los dias 2 y 3, se
produce un enlentecimiento en el crecimiento del cultivo, correspondiendo con la fase
estacionaria, en donde la proliferacion de los parasitos se iguala con la tasa de muerte de los
mismos por lo tanto el coeficiente neto de crecimiento es cercano a cero. Esto es debido a
que en este periodo se agotan nutrientes esenciales, se acumulan sustancias de desecho y el
pH del medio se acidifica volviéndose inadecuado para la multiplicacién de las células. La
ultima etapa de la curva de crecimiento se observa a partir del dia 3 hasta el 5,
correspondiente a la fase de muerte celular, en donde la densidad celular del cultivo
descendié abruptamente de 1x10° células/mL a practicamente cero.

Para la evaluacién de la expresion de la TryS durante la curva de crecimiento de T. brucei se
realizd un Western-Blot sembrando un extracto correspondiente a 6.10° pardsitos por cada
carril utilizando anticuerpos anti-TryS y empleando la sefial de la tripanotién reductasa (TR)
como control de carga como ya fue descripto (seccion 2.5) (ver Fig. 12 B). Para la
cuantificacidn de los niveles de TryS intracelulares, se realizd en primera instancia una curva
de calibracion utilizando cantidades conocidas de la proteina recombinante TryS (ver Fig. 12
C). A partir de la misma y mediante analisis de densitometria se obtuvieron los ng
TryS/célula para cada dia de la curva de crecimiento que fueron luego convertidos a
concentracion molar de enzima teniendo en cuenta el peso molecular de la proteina (71.400
Da) y el volumen celular correspondiente a un parasito (56 fL) (37,38).

Durante el periodo de cultivo se detecté expresidn tanto de TryS como de TR. Los resultados
muestran que tanto TryS como TR son proteinas que se expresan en las distintas fases de la
curva de crecimiento del parasito. Asumiendo que los extractos celulares fueron preparados
a partir del mismo numero de parasitos se observa que la intensidad de las bandas para la TR
permanecio relativamente uniforme a lo largo de los 5 dias, implicando que sus niveles de
expresion permanecen constantes a lo largo de las distintas etapas de la curva de
crecimiento. En el caso de la TryS, y sin tener en cuenta la normalizacién con los niveles de
TR, recién a partir del dia 3 se percibe una disminucién en el contenido de esta proteina Fig.
12 B). Cuando los niveles de TryS se relativizaron a los de TR (Fig. 12 D), se observa que el
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Figura 12. Evaluacion de la expresion de la tripanotion sintetasa de T. brucei (TbTryS) durante la
curva de crecimiento de la forma sanguinea de la linea celular WT (A) Curva de crecimiento
representativa de tres ensayos iniciada a partir de un inéculo de 1x10° parasitos/mL; (B) Western-
Blot a partir de extractos de 6x10° parasitos/carril utilizando anticuerpos policlonales anti-TryS y anti-
tripanotion reductasa (TR). Las concentraciones intracelulares de TryS fueron estimadas empleando
distintas concentraciones de la forma recombinante de la proteina como estandar (C) y considerando
un volumen celular de 56 fL (n=2 * desviacién estandar); (D) Nivel de TryS normalizado al contenido
de TR.

contenido de la primera disminuye cerca de un 40% coincidiendo con el ingreso del cultivo
en la fase estacionaria de crecimiento (dias 2 y 3; Fig. 12 A). Dicha disminucién en los niveles
de TryS es aln mds marcada en parasitos que se encuentran en la etapa de muerte celular
(dia 4; Fig. 12 A), con valores 5 veces inferiores a los hallados en la fase de crecimiento
exponencial (dia 1).

Por otro lado, del andlisis de los valores obtenidos, se observa que la TryS es una proteina
abundante en la forma infectiva del pardsito, del orden pM, comparada con otras (por
ejemplo TXN, ver introduccién). Durante la fase de crecimiento exponencial, la
concentraciéon de la TryS se encuentra entre 3,1-3,4 uM. En la fase logaritmica tardia y
estacionaria (dias 2 y 3) se detecta una disminucién en los niveles de TryS (2,1-2,3 uM) los
cuales descienden hasta 0,7 uM en la fase de muerte celular. De estos resultados se repara
que, el descenso en los niveles de TryS se asocia a una disminucién en la tasa de
proliferacién y a la pérdida de viabilidad celular.
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2 - Silenciamiento de la TryS mediante ARNi en la forma sanguinea de T. brucei. Evaluacion
cuantitativa.

Para determinar el crecimiento de la forma sanguinea de T. brucei linea TbTryS-ARNi, los
pardsitos se cultivaron bajo las condiciones ya mencionadas (seccion 2.1) partiendo de una
densidad celular de 1x10° parasitos/mL inducidos con 10 pug/mL de oxitetraciclina. Como
control se utilizdé la misma linea, cultivada en ausencia de oxitetraciclina (control no
inducido). Cada 24hs se realizaron recuentos celulares para estimar la densidad celular de
los cultivos y se diluyeron en medio fresco (con y sin oxitet) hasta obtener una densidad de
1x10° parasitos/mL. La figura 13 A muestra la densidad celular inicial y la alcanzada en cada
ciclo de 24hs. Se observa como la linea TbTryS-ARNi sin oxitetraciclina mantuvo una
velocidad de duplicacién casi constante durante los dias en que se desarrolld el
experimento. Sin embargo, para la linea TbTryS-ARNi inducida se observa una disminucion
en la tasa de proliferacién a partir del dia 2 respecto al control. Al tercer dia el crecimiento
se detiene y da comienzo a una etapa de marcada muerte celular que se extiende hasta el
dia 7. A partir del dia 7 se observa una recuperacion del cultivo retornando la densidad
celular a valores normales, lo cual podria estar asociado al escape de la induccion del
silenciamiento de la TbTryS (ver mas adelante).

Para la evaluacidon de la expresion de la TbTryS en la linea TbTryS-ARNi se realizé un
Western-blot procediendo como ya fue mencionado (seccion 2.5). En el Western-blot de la
linea sin inducir (ver Fig. 16 B), se observan niveles relativamente constantes de la TryS, ya
que las intensidades de las bandas observadas durante los diferentes dias son muy similares.
Las pequenas fluctuaciones en los niveles de la proteina (entre 0,4-1 en cantidades
normalizadas a la TR y comparadas contra t=0 — ver Fig. 13 D) podrian estar debiéndose al
error propio de la técnica de recuento celular. Sin embargo, para la linea inducida, como era
de esperarse, los niveles de TryS disminuyen considerablemente (ver Fig. 13 C). A partir del
dia 1 ya se observa una disminucién del 60% en la intensidad de la banda, pasando de 1 a 0,4
en cantidades relativas. El mayor descenso en los niveles de TryS ocurre el dia 3, con un valor
estimado de 5% respecto al inicial. Estos resultados confirman el correcto funcionamiento
del silenciamiento de la expresion de la TbTryS, ya que sus niveles disminuyen de manera
progresiva y considerable respecto al control sin inducir. Luego del dia 8 se observa un
aumento en la expresiéon de la proteina, retornando a valores normales a partir del dia 10, lo
cual sefiala un escape del fendmeno de silenciamiento, que viene asociado con la
recuperacion del cultivo, como ya fue mencionado. En este sentido se puede concluir que la
expresion de TryS, y por lo tanto la produccion de T(SH),, es indispensable para mantener la
proliferacion y viabilidad de los parasitos en cultivo.
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Figura 13. Evaluacion de la expresion de la tripanotion sintetasa (TbTryS) en la forma sanguinea de
T. brucei al inducir el ARNi de la enzima con oxitetraciclina. (A) Fenotipo de crecimiento de la cepa
interferente (densidad celular inicial de 1x10° parasitos/mL) inducida con 10 ug/mL de oxitetraciclina
(negro) y sin inducir (control- violeta). Cada 24hs aproximadamente se realizé recuento celular y los
cultivos con densidad mayor a 1x10° parasitos/mL fueron llevados nuevamente a 1x10° parasitos/mL
con medio fresco. Western blot de extractos totales de 6x10° parasitos/carril, a partir de cultivos en
(B) ausencia y (C) presencia de 10 ug/mL de oxitetraciclina (R: 5 ng de proteina recombinante). (D)
Nivel de TryS relativizado al contenido de TR a partir del analisis densitométrico de las bandas
obtenidas en los Western-blots. Datos representativos de tres ensayos.

A partir de la cuantificacidn de los niveles intracelulares de la TryS en los parasitos de la linea
TbTryS-ARNi inducida, se observd que ya a partir del dia 1 la concentracidon cae de 0,7 a
0,2uM, llegando en el dia 3 a un valor minimo de 30 nM. De esta manera, fue posible
determinar que concentraciones intracelulares de TbTryS por debajo de 200 nM
comprometerian la viabilidad del pardsito, seguramente al verse afectadas distintas
funciones celulares importantes que dependen de T(SH), (ver introduccidn).
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3 - Localizacion subcelular de la TryS en la forma infectiva de T. brucei

El estudio de la localizacion subcelular de la TryS en la forma infectiva de T. brucei se realizd
por inmunofluorescencia indirecta. Analizando los controles negativos, se observa que el
anticuerpo secundario no presenta reactividad cruzada con ninguna macromolécula o
estructura de los parasitos, ya que no se detecta sefial fluorescente en ninguna de las lineas
celulares y condiciones ensayadas (datos no mostrados).

Las imagenes de inmunofluorescencia de la linea control (wild-type) de T. brucei muestran
una localizacién citosdlica de la proteina, con una distribuciéon predominantemente granular
(ver Fig. 14). Esta imagen difiere de la observada para la TR, otra proteina citosdlica, que
presenta un patrén de distribucion mas homogéneo de tipo no granular (imagenes no
mostradas). La sefal verde correspondiente a la TbTryS (Alexa 488) no estaria co-localizando
ni con nucleo, kinetoplasto o mitocondria como se observa a la derecha en la imagen de
superposicién. Si bien esta distribucién particular de la TryS puede tratarse de un artefacto
de la técnica, no podemos descartar que la misma provenga de la asociacion de la proteina a
granulos citoplasmaticos (como por ejemplo poliribosomas) o pequefios organelos (por
ejemplo glicosomas). Asimismo se observo seial de la TryS a lo largo del flagelo del parasito.
Tanto la distribucién granular como esta novedosa localizacion flagelar de la TryS ameritan
estudios mas detallados y confirmatorios que incluirian microscopia electrénica vy
marcadores de proteinas flagelares.

Para el caso de la linea TbTryS-ARNi (ver Fig. 14) sin inducir (ARNi -), como era de esperar, se
observa la misma distribucidn citosélica que para el caso de la linea wild-type. Mientras que
en la linea inducida (ARNi +), si bien se obtiene una localizacidon subcelular similar de la
proteina, la seiial detectada es mucho menos intensa, lo cual se condice con los menores
niveles de TryS detectados en pardsitos donde el ARNi se indujo durante 48hs (Fig. 13 C). Tal
cual se menciond anteriormente, la técnica de interferencia del ARN no es capaz de suprimir
la expresiéon de la proteina completamente (Fig. 13 C), lo cual explica porque en condiciones
de induccién del ARNi aun ha sido posible detectar sefial de TryS por inmunofluorescencia.
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Figura 14. Localizacion subcelular de la TryS en la forma sanguinea de T. brucei. Imagenes de
inmunofluorescencia de los parasitos wild type y ARNi-TbTryS sin inducir (ARNi-) e inducido (ARNi+)
utilizando suero de conejo anti-TbTryS purificado por afinidad (dil 1:500); Anti-conejo Alexa 488
(verde), TO-PRO (azul) y Mitotracker (magenta) se utilizaron como anticuerpo secundario, marcador
de ADN y mitocondria respectivamente. EI ARNi de la TryS fue inducido con 10 pg/mL oxitetraciclina
por 48 horas previo al inmunoensayo. A la derecha se muestran las imagenes de superposicion
(Alexa488+TO-PRO+Mitotracker) y de campo claro.

4 - Efectos del perdxido de hidrogeno sobre la viabilidad y expresion de TrySy TR en la
forma infectiva de T. brucei.

Para determinar si un estimulo oxidativo induce expresion de la TryS en la forma infectiva de
T. brucei, un inéculo de 5x10° parasitos/mL de la linea celular control fue expuesto a
distintas concentraciones de peréxido de hidrégeno (1, 10 y 100 uM) por diferentes tiempos
(6 y 18 horas).

En primer lugar se determiné el efecto de los distintos tratamientos mediante recuento
celular (ver Fig. 15 A). A las 6 horas, se observa como el H,0, en concentraciones bajas
(orden 1 uM) podria estar actuando como inductor del crecimiento de los parasitos, ya que
el nimero de parasitos aproximadamente se duplicé respecto al control sin H,0, (de 6x10° a
10x10° parasitos/mL). Sin embargo, para afirmar esto se deberia analizar si la diferencia de
densidades celulares entre 0 y 1 uM de H,0; es significativa, o se debe al error en el
recuento celular. Dado que este experimento fue realizado una sola vez, seria conveniente
repetirlo para confirmar este resultado con cierto peso estadistico. Por otro lado, se observa
que concentraciones crecientes del oxidante tienen un efecto antiproliferativo o citotéxico
sobre los parasitos. En presencia de 10 uM de H,0,, el cultivo mantuvo una densidad celular
de 5x10° parasitos/mL, nimero ligeramente menor que el control sin tratar; mientras que
cuando se agregd el agente oxidante a una concentracién 10 veces superior (100 uM), el
numero de parasitos vivos resulté un 60% inferior respecto al cultivo control no tratado
(2,5x10° parasitos/mL). Los efectos citotoxicos del peréxido de hidrégeno estarfan
ocurriendo de una manera dosis dependiente, ya que a mayor concentracion del mismo, se
observa una mayor muerte celular. A las 18 horas post-tratamiento, ya no se observa el
efecto inductor del crecimiento a bajas concentraciones de H,0,, debido probablemente a
que el pardsito se vio expuesto muchas horas al mismo. Mientras que el cultivo control
alcanzé los 2,25x10° parasitos/mL (valor esperable segin las curvas de crecimiento ya vistas
en la seccién 1), los tratados con 1, 10 y 100 uM de H,0, llegaron a densidades de 1,4x106
(62%) 1,3x10° (58%) y 1,0x10° (44%) parasitos/mL respectivamente. Se observa el mismo
efecto dosis dependiente, donde concentraciones mayores de perdxido de hidrégeno
resultan mas citotdxicas para el parasito.
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Figura 15. Efectos del H,0, en la expresion de TryS y TR de T. brucei sanguineo (A) Viabilidad de los
parasitos luego de 6 y 18 horas de tratamiento con diferentes concentraciones de H,0, (1, 10 y 100
M) partiendo de una densidad celular inicial de 5x10> parasitos/mL. (B) Western-blot para analizar
los niveles de TryS y TR en parasitos tratados con un bolo de H,0, (1, 10 y 100 uM) luego de 6 y 18
horas. Se cargaron por carril los extractos totales de 5x10° parasitos, incubando la membrana con
suero de conejo purificado por afinidad anti-TbTryS y anti-TcTR (dil 1:500) (C) Cuantificacién de los
niveles de TryS y TR luego del analisis densitométrico de las bandas del Western- blot. Los valores se
expresaron como cantidades relativas normalizadas frente a pardsitos sin tratar.

El efecto de estos tratamientos con H,0, sobre la expresion de TryS y TR fue estudiado en la
linea control de T. brucei mediante la técnica de Western-blot con anticuerpos especificos
contra estas proteinas (ver Fig. 15 B). El andlisis de los resultados que sigue a continuacion se
realizo sobre la asuncién que, para cada condicion, se han cargado por carril el extracto total
del mismo numero de parasitos. El andlisis cuantitativo de las bandas correspondientes a la
TryS (Fig. 15 C) muestra que tratamientos con 1, 10 y 100 uM de H,0, inducen un
incremento de 1,5, 1,7 y 2,3 veces, respectivamente, en los niveles de la proteina con
respecto al contenido hallado en los parasitos no tratados. Luego de 18 horas, los niveles de
proteina encontrados en los parasitos tratados con diferentes concentraciones de perdxido
son muy similares entre si y a aquellos presentes en parasitos no tratados. La cuantificacion
de las bandas correspondientes a la TR (ver Fig. 15 C), indica que a las 6 hs la expresion de la
misma aumenta 1,5 y 1,7 veces en los parasitos tratados con 10 y 100 uM de H,0,,
respectivamente, en comparacion a los no tratados, mientras que el contenido de TR no se
ve afectado por la exposicién con 1 uM de H,0,. Al cabo de 18 horas de exposicion al H,0,,
se alcanzan niveles de sobreexpresion de esta enzima de 3, 3,5y 4 veces para 1, 10y 100 uM
respectivamente.
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Los datos extraidos de estos experimentos muestran que la expresion de ambas enzimas,
TrySy TR, es inducida en pardsitos expuestos a perdxido de hidrégeno por tiempos cortos (6
horas) siguiendo un patrén dosis dependiente. Sin embargo la magnitud del efecto inductor
difiere para ambas proteinas. Por ejemplo, a iguales concentraciones de agente oxidante, los
niveles de TryS y TR aumentaron entre 50-130% y 0-70% respectivamente, respecto a los
valores determinados en pardsitos no tratados con H,O, Por otro lado, tiempos de
exposiciéon prolongados (18 horas) en presencia de distintas concentraciones de H,0,
produjeron un incremento importante en la expresidon de TR, que se evidencio en niveles 3-4
veces superiores a los detectados en parasitos no estimulados, pero no asi de la TryS cuyo
contenido no se modificd respecto de los valores alcanzados al cabo de 6 horas de
tratamiento.

Estos resultados indicarian que el pardsito pone en marcha mecanismos compensatorios
para contrarrestar el estrés oxidativo generado por H,0,, permitiéndonos proponer los
siguientes escenarios: i) estimulo oxidante fuerte (100 uM H,0,), tanto la sintesis de
tripanotidn (TryS) como su reduccion (TR) se verian rdpidamente incrementados; ii) estimulo
oxidante medio (10 uM H,0,), en una primera instancia se produciria un aumento en la
sintesis de T(SH), la cual se sostendria en el tiempo y seria luego (mas de 6 horas)
complementada por un incremento en los niveles de TR; iii) estimulo oxidante menor (1 uM
H,0,), en una primera etapa habria un incremento marginal en la sintesis de T(SH),
acompafiada por una segunda fase (luego de 6 horas) donde tanto la sintesis como la
reduccion se verian aumentadas.

En general, es de destacar que frente a concentraciones bajas de oxidante, el parasito
activaria en primer lugar la expresion de TryS, seguramente para asegurar un aumento en el
pool de T(SH),, para en una segunda fase sumar a esto el incremento en la capacidad
reductora o de regeneracién del ditiol a través de la TR.
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5 - Expresion de la TryS de C. fasciculata y sintesis de tripanotion

Para la sintesis bioquimica de tripanotidn fue necesario, en primera instancia, la expresién y
purificaciéon de la TryS de C. fasciculata. A la secuencia de este gen se le introdujo una
mutacion en la posicidn 59 que sustituye una cisteina por una alanina. Este residuo tidlico,
junto con la histidina 130 y aspartato 146, son responsables de la actividad amidasa
presente en la forma nativa de la proteina (29, 62). Por lo tanto su reemplazo elimina la
actividad C-N hidrolasa de la enzima, permitiendo aumentar la eficiencia en la produccién de
tripanotion (34).

Para analizar la expresién y purificacion de la CfTryS C59A, se realizd un gel SDS-PAGE al 12%
(ver Fig. 16 A). Producto de la induccidn de la proteina recombinante, se observa la aparicién
de una banda por encima de los 66 KDa (carril 2 Fig. 16 A) que antes no se encontraba
presente (carril 1 Fig. 16 A). Esta misma banda se encuentra en las diferentes fracciones de
lavado (carril 4 Fig. 16 A) y elucién (carriles 5-9 Fig. 16 A) provenientes de la columna Histrap,
no asi en la fraccién de material no unido (carril 3 Fig. 16 A), indicando que la proteina fue
retenida en su gran mayoria. Del andlisis de las fracciones, se observa que la mayor parte de
la proteina eluye principalmente en las fracciones 3, 4 y algo en la 5, por lo que se decidié
juntar las mismas.

La cantidad de proteina obtenida fue de 1 mg por litro de cultivo con un nivel de pureza de
CfTryS estimado en 95% a partir del analisis del gel SDS-PAGE (Fig. 16 A). La concentracion
final del lote de las fracciones fue de 0,83 mg/mL, no pudiendo concentrarse, tal vez por
problemas de solubilidad de algunos contaminantes que llevaban a la co-precipitacion de la
enzima. A partir del ensayo de actividad enzimatica acoplado (ver Fig. 16 B), se corrobord
que la enzima producida presentaba actividad sintetasa, ya que en presencia de GSH y Sp se
produjo la hidrdlisis de ATP a ADP. A través del calculo de la pendiente de la recta y de la
concentracion proteica, se determiné que la actividad especifica de la enzima fue de 0,459
U/mg. Este valor de actividad especifica es aproximadamente un orden de magnitud inferior
al reportado por Comini y col. (3.5 U/mg) (1), lo cual podria deberse a una conformacion
inadecuada y poco productiva de la proteina preparada en nuestro laboratorio, explicado en
parte los bajos niveles de expresidn obtenidos.

La sintesis se llevé a cabo por duplicado en un volumen final de 10 mL conteniendo 0,73 U
de CfTryS C59A vy a partir de la cual deberian generarse 0,5 mM de T(SH); si la reaccién fuera
completa. Debido a la baja actividad enzimatica del mutante de CfTryS, se decidié
monitorear cada 60 minutos el grado de avance de la reaccién de sintesis mediante ensayos
espectrofotométricos de punto final (ver Fig. 16 C). Esto permitid establecer que al cabo de 4
horas se completd la sintesis del ditiol dado que se detectd la formacion de 1 mM de
piruvato lo cual equivale a 0,5 mM de tripanotion, teniendo en cuenta que por cada
molécula de T(SH), se consumen (o forman) dos de ATP (o piruvato).
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Figura 16. Expresion de CfTryS y sintesis de tripanotidn. (A) Andlisis de la expresion y pureza de
CfTryS por SDS-PAGE 12% carril: 1) 8 ulL extractos totales de E. coli pre-induccidn con IPTG; 2) 8 uL de
fraccién soluble de extractos celulares inducidos durante 18hs con IPTG 500 uM; (3) 8 uL de material
no unido a la columna de HisTrap; (4) 8 uL muestra del lavado de la columna; (5, 8 y 9) 20 pL de
fracciones 2, 5y 6 de elucién; (6 y 7) 10 pL de fracciones 3 y 4 de elucién. (B) Determinacién de la
actividad sintetasa de la CfTryS utilizando 5 pL de la fraccidn nimero 3 de elucién. Con flecha negra
se indica el agregado de espermidina a una concentracién final de 10 mM. La oxidacién de NADH
(reaccion enzimatica acoplada) se monitoreé midiendo la absorbancia a 340 nm en funcion del
tiempo. (C) Determinacién del grado de avance de la reaccién de sintesis de tripanotién a las 4 horas
utilizando 10 pl de la misma en un volumen final de reaccién de 125 pL. Con flecha negra se indica el
agregado de 1,6 U de LDH a la mezcla de reaccién. La oxidacién de NADH se monitored midiendo la
absorbancia a 340 nm en funcién del tiempo.

La cantidad de T(SH), obtenida luego de la purificaciéon por cromatografia de intercambio
cationico (resina de sulfopropil sefarosa) se determiné mediante cuantificacion de tioles
libres por la reaccion de Ellman, la cual luego de la conversién 2 SH: 1 T(SH), arrojé un valor
de 49,5 mg de de tripanotidn totales. El rendimiento total en la produccién y purificacion de
tripanotion fue de 69%, teniendo en cuenta que si la reaccidn de sintesis fuera completa se
esperaban obtener 72 mg del mismo.
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Una muestra con una concentracién final de 30,8 mM de tripanotién purificado fue
analizada por espectrometria de masas. La determinacion confirmé que la muestra contenia
tripanotidon al observarse una sefial de masa de 724,28 Da, siendo la masa tedrica del
tripanotion reducido de 721,86 Da (Fig. 17).
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Figura 17. Espectro de masas de la muestra purificada de T(SH), por MALDI-TOF. Se indica con
flecha negra el pico correspondiente a tripanotion reducido y monocargado (724,28 g/mol)

6 — Ensayos de complementacion metabdlica sobre parasitos de la linea ARNi-TbTryS

La deplecidn sostenida de TryS, y en consecuencia de T(SH), (33), en T. brucei conlleva a una
disminucién en la tasa de proliferacion seguida de una pérdida de la viabilidad celular (Fig.
13). Dicho fenotipo tenia lugar incluso cuando la concentracién intracelular de GSH en esos
pardsitos alcanzaba valores 1,5 veces superiores respecto a los presentes en la linea celular
no inducida, sugiriendo que GSH no es capaz de reemplazar en sus funciones a T(SH), (33).
Sin embargo, dado que al cabo de aproximadamente una semana se observa una reversiéon
en el fenotipo asociado a una pérdida en la supresién de la expresion de TryS, se plantea el
interrogante si los elevados niveles de GSH permitieron a algunos pocos parasitos sobrevivir
en un estado quiescente hasta que los mismos produjeran las mutaciones necesarias para
escapar al mecanismo de induccién del ARNi. Por otro lado, se ha reportado la existencia de
transportadores de GSH en T. brucei (39). Dicho estudio demostré ademds que la
suplementacién del medio de cultivo con 80 uM de GSH permitié complementar de manera
eficiente el fenotipo de una linea celular de T. brucei depletada de glutation sintetasa (Gsh
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B). A la fecha no se han descripto para los tripanosomatidos transportadores de membrana
celular especificos para T(SH), y es poco probable que existan en el caso especial de T.
brucei, un parasito con un ciclo de vida extracelular. Sin embargo se desconoce si los
transportadores de GSH podrian servir también para incorporar T(SH),.

El experimento que aqui se describe tuvo por finalidad determinar si GSH y T(SH), agregados
al medio de cultivo logran complementar el fenotipo observado en los parasitos con niveles
reducidos de TryS. Con este fin se indujo el ARNi de la TryS durante 48 horas mediante el
agregado de tetraciclina (1 ug/mL, ver seccion 2.1 materiales y métodos). Al cabo de este
periodo se adiciondé al medio de cultivo GSH y T(SH), a una concentracion final de 1 mM vy
luego de 24 horas se determind el niumero de células viables por recuento celular. Los
controles incluyeron cultivos de parasitos sin inducir con tet (ARNi -) e inducidos pero no
tratados con tioles de baja masa molecular (ARNi +). Las densidades celulares alcanzadas en
los cultivos control, ARNi - = 1x10° células/mL y ARNi + = 1x10* células/mL, son los esperados
de acuerdo al patrén de crecimiento observado para estas lineas (ver Fig. 12 Ay 13 A).

En los cultivos tratados durante 24 horas tanto con 1 mM de T(SH), como con 1 mM de GSH,
no se observaron variaciones significativas en el nimero de parasitos por unidad de volumen
respecto a la linea ARNi-TbTryS inducida, detectdndose valores de 0,8x10* y 1,0x10"
parasitos/mL respectivamente. Estos resultados por un lado confirman nuevamente que
GSH no puede reemplazar a T(SH), en sus funciones biolédgicas en T. brucei, y por otro lado
indican que no existen transportadores especificos para T(SH), a nivel de membrana.

ARNi- ARNi +

1.2x10° 7 Control +T(SH), +GSH

1

1,1%10°

1,0x10°

A
AL}

2.5%10% 4

parasitos/mL

2,0010* A
1,5x10"
1,0x10°

5.0110°

Figura 18. Efectos del T(SH), y GSH sobre el crecimiento de parasitos con niveles bajos de TrysS.
Recuento a las 96 hs de parasitos de la linea ARNi-TbTryS a partir de un indculo de 1x10°
parasitos/mL inducidos por 72hs (ARNi+) con oxitetraciclina [control], oxitetraciclina + 1 mM
tripanotion [+T(SH),] y oxitetraciclina + 1 mM glutatién [+GSH]. Como control positivo se utilizo la
misma linea, pero sin inducir [ARNi-]. (n=2 * desviacion estandar).
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7 - Construccion de una linea sobreexpresante de la TryS de T. brucei

La primera estrategia para la construccion del vector de ADN para la sobreexpresion de la
TbTryS se basé en el clonado BamHI/BamHI de la secuencia codificante para la TryS en el
plasmido para tripanosomatidos pHD1700 (ver Fig. 24 - Anexo). Este posee 2 copias de la
secuencia codificante para el epitope de 1,2 kDa del proto-oncogen c-myc en el extremo C-
terminal y resistencia a higromicina. Para ello, se disefiaron los primers Fo y Re TbbTryS
BamHI (ver Tabla 2), los cuales introducen un sitio de corte para dicha enzima en cada
extremo del gen, permitiendo asi su ligacidn en el plasmido.

Se empled como templado para la PCR el plasmido pET19b (ver Fig. 23 — Anexo) conteniendo
el gen de la TbTrys (Comini y col.) utilizando un programa con una extensién de 150
segundos. La reaccidn se corridé en un gel de agarosa 1% (ver Fig. 19 A), obteniéndose una
Unica banda con un tamafo aproximado de 1,9 Kpb, el cual se corresponde con el esperado
para la secuencia de tb-trys (1,88 Kpb)

A continuacién se digirio el gen de la TbTryS (imagen no mostrada) y el plasmido pHD1700
(ver Fig. 19 B) con la enzima de restriccion BamHI. En el gel se pueden observar dos de las
isoformas posibles para un plasmido: circular relajado, con una migracion mas retardada —
quedando por encima de los 10 Kpb - y superenrollado — con una migracién por debajo de
los 5 kpb (carril 1, Fig. 19 B). Al analizar el pldsmido tratado con BamH]I (carril 2, Fig. 19 B), se
observa una unica isoforma con una migracién de aproximadamente 5 kpb (sefialada con
una flecha negra), que estaria correspondiendo a la forma linear del pHD1700, indicando
gue la digestidn funciond de manera correcta.

Luego de digerir la secuencia del gen amplificado y el plasmido pHD1700 con BamHlI, se
procedio a la ligacion de ambos y a la transformacion del producto de ligacion en diferentes
cepas de E. coli (DH5-a, JM107, GM2163, TOP10). En la Unica cepa de E. coli donde fue
posible obtener colonias luego de la seleccién con ampicilina fue en E. coli DH5-a
guimiocompetente. A continuacién, se seleccionaron de esa placa 30 colonias para realizar
un screening por PCR.

Debido a que el clonado BamHI/BamHI no fue direccional, fue necesario controlar en dichas
colonias por un lado la presencia del inserto (para descartar aquellas colonias que pudieran
tener el vector religado sin el inserto, y por lo tanto presentardn resistencia a ampicilina) y la
orientaciéon del mismo (para descartar aquellas colonias con el inserto clonado en la
direccion contraria, que no permitiran la expresion de una proteina funcional). El screening
de las colonias bacterianas se realizé por PCR utilizando los pares de primers (A) FolTbbTs +
Red4TbbTs (para controlar la presencia del gen de la TbTryS) (B) p2T7-if + Re5TbbTs (para
controlar presencia y orientacion del gen de la TbTryS) (ver Tabla 2). El programa utilizado
consté de una extensidn por 90 segundos. Si bien el par de primers B seria suficiente para
controlar la presencia y orientacion correcta del gen de la TbTryS, se incluydé el par de
primers A para mayor certeza de los resultados.
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Figura 19. Primera estrategia de clonado para la generacion del vector de sobreexpresion de la
TbTryS. Geles de agarosa 1% p/v tefiidos con BrEt donde se visualiza (A) Amplificacién de la
secuencia del gen de la TbTryS por PCR (1,9 Kpb) a partir del vector pET19b-TbTryS (B) vector
pHD1700 sin digerir (carril 1) y digerido con BamHI (carril 2) . (C) Screening para detectar la presencia
(carril 2, banda 810 pb) y orientacion correcta (carril 1, banda 750 pb) del gen de la TbTryS en un
plasmido aislado de E. coli DH5a. transformada con la reaccién de ligacion pHD1700+tbtrys.

En la Fig. 19 C se muestra el resultado correspondiente a una de las 30 colonias analizadas.
En la misma se observan dos bandas del tamafo esperado (aproximadamente 700 y 800 pb-
sefialadas con flechas negras) producto de la amplificacién con los pares de primers (A) y (B).
Esto llevaria a pensar que se estd ante un resultado doble positivo, es decir, el gen de Ila
TbTryS clonado en la orientacion correcta dentro del pHD1700. Sin embargo, no fue posible
la recuperacion del ADN plasmidico a partir de aquellas colonias que dieron un resultado
doble positivo.

La segunda estrategia para la construccion de la linea sobreexpresante de la TbTryS, se baso
en el clonado direccional Hindlll/BamHI del gen dentro del vector pHD1700. Dado que la
secuencia de la TbTryS presenta un sitio interno de corte para Hindlll cerca del extremo C-
terminal (ver Fig. 25 - Anexo), fue necesario realizar la mutagénesis sitio dirigida de esta
secuencia mediante el método de megaprimer (40). Este método utiliza tres primers
diferentes para realizar dos ciclos de PCR, donde el producto de la primera reaccion es
utilizado como primer (llamado megaprimer) en la segunda reacciéon de PCR con el tercer
primer.

Para llevar a cabo la mutagénesis por el método del megaprimer, se diseid el primer Fo
TbTryS HindllI-del2 (ver Tabla 2) conteniendo una mutacidn silenciosa que suprime el sitio de
reconocimiento de la enzima Hindlll. Este, junto con el primer ReTbbTrysBamHI fueron
utilizados en la primera ronda de PCR con un tiempo de extension de 60 segundos, para
generar el megaprimer (ver Fig. 20 A). En esta reaccion se empled la enzima Pwo, la cual
presenta actividad 3’-5’ de control de lectura para asegurar el correcto agregado de la
mutacion deseada y la ausencia de otras inespecificas que pudieran tener lugar durante los
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Figura 20. Segunda estrategia de clonado para la generacion de un vector de sobreexpresion de la
TbTryS. Geles de agarosa 1% p/v tefiidos con BrEt donde si visualiza (A) Amplificacién por PCR de un
fragmento de la secuencia del gen de la TbTryS (megaprimer - 80 pb) a partir del vector pET19b-
TbTryS, (B) Amplificacion por PCR de la secuencia del gen de la TbTryS (1,9 Kpb) a partir del vector
PET19b-TbTryS, utilizando como primer sentido el fragmento obtenido en A que permite mutar el
sitio Hindlll interno de la tb-trys.

ciclos de PCR. En el gel se observa una Unica banda de un peso aproximado de 80 pb
(senalada con flecha negra), que corresponde con el megaprimer. Este fue purificado
directamente de la reaccién, siendo luego utilizado como primer reverso en una segunda
PCR junto con el primer FoTbTrysHindlIIl. El programa de PCR utilizado fue el ya descripto en
la seccion materiales y métodos con un tiempo de extension de 150 segundos.

En la Fig. 20 B, se observa como se logré amplificar un fragmento que se encuentra cercano
a los 2 Kpb, correspondiendo al tamafio esperado para el gen de la TbTryS (1,9 Kpb). Este
producto purificado y el plasmido pHD1700 fueron digeridos con las enzimas Hindlll y BamHI
y luego ligados entre si con T4 ADN ligasa. Con esta reaccidn se transformaron diferentes
cepas de E. coli (ya utilizadas en la primera estrategia) no siendo posible obtener colonias
que presentaran la construccion plasmidica — resistentes a ampicilina-. Resulta dificil
encontrar una explicacion a la imposibilidad de ligar el gen tb-trys en el plasmido pHD1700
mediante métodos clasicos de biologia molecular. Eventualmente podria deberse a la
formacion de estructuras secundarias entre inserto y plasmido que impedirian el correcto
alineamiento de las secuencias para facilitar la ligacién de sus extremos 5’ y 3’. En un futuro
se probaran nuevas condiciones de ligacion.
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8 - Expresion de la TryS de T. brucei

Para la determinacién de algunos pardmetros cinéticos de la TbTryS, en primera instancia, se
expresd y purificd la enzima recombinante a partir de E. coli (construccién hecha por Comini
y col.).

El primer paso para la purificacion de la TbTryS consistié en el pasaje del material soluble
del cultivo bacteriano por una cromatografia de afinidad por metales inmovilizados. Tanto
una alicuota del cultivo previo al agregado de IPTG (sin inducir) como la muestra soluble y
post-induccion purificada se corrieron en un gel SDS-PAGE al 12% (ver Fig. 21 A). En el mismo
se observa como, luego de la purificacion se obtiene una muestra enriquecida en una banda
de un peso molecular cercano a los 70 KDa, valor aproximado al tedrico para la TbTryS
recombinante (74 KDa).

Luego del pasaje de la muestra por la IMAC, se realizé un segundo paso de purificacién de la
enzima por cromatografia de filtracion en gel con el objetivo de alcanzar una pureza mayor
al 90% que posibilite la determinacion confiable de algunos parametros cinéticos de la
misma. Durante la cromatografia de exclusién molecular (ver Fig. 21 B izq.), se observaron
tres picos con distintos volumenes de retencion y conteniendo una cantidad considerable de
proteina. El primer pico se detecté aproximadamente a los 45 mL, correspondiendo con el
volumen muerto de la columna. Esta/s proteina/s presentan un peso molecular por encima
de los 600 KDa, y no fueron capaces de ser retenidas por la matriz de la columna. El segundo
pico se encuentra aproximadamente a los 78 mL, correspondiendo a una proteina de
aproximadamente 100 KDa segun lo calculado a partir de la curva de calibracion. El tercer
pico se encuentra a los 90 mL, correspondiendo con proteinas de aproximadamente 40 KDa.

Los picos obtenidos a partir de la cromatografia de filtracion en gel, fueron analizados por
gel SDS-PAGE al 12% (ver Fig. 21 B der.). A partir del mismo se pudo determinar que el pico
1, estaria correspondiendo a oligdmeros de alto peso molecular que forma la TbTryS, ya que
se visualiza principalmente una Unica banda cercana a los 70 KDa (carril 1, Fig. 21B der). Tal
como se confirmd mediante ensayos enzimaticos, estos multimeros carecen de actividad
tripanotion sintetasa (datos no mostrados). El pico 2, de mayor area bajo la curva, estaria
correspondiendo a la proteina recombinante en estado monomérico, ya que se obtuvo
esencialmente una Unica banda del peso molecular esperado. Luego de los ensayos
enzimaticos, se comprobd que la misma era la TbTryS ya que la muestra presentaba
actividad tripanotidn sintetasa (datos no mostrados). Correspondiente al tercer pico, se
observan varias bandas de bajo peso molecular y a su vez con una menor intensidad, la
banda correspondiente a la TbTryS. Estas bandas de mayor intensidad estarian
correspondiendo a contaminantes de bajo peso molecular. A partir de la informacion
obtenida, se decidid lotear las fracciones correspondientes al pico 2, a partir de la cual se
obtuvieron 5,6 mg de TryS con una actividad especifica de 0,30 U/mg. Este valor se halla en
el mismo orden de magnitud al reportado por Cominiy col. (41).
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Figura 21. Analisis de la expresion y pureza de ThTrys (A) SDS-PAGE 12% (1) fraccion soluble de
extracto total de bacterias no inducidas con IPTG, (2) fracciones de elucion (3,4 y 5) obtenidas a
partir de la purificacion por columna de HisTrap de extracto de bacterias inducidas con 500 uM de
IPTG. (B) Perfil de la cromatografia de exclusién molecular de la muestra de TbTryS previamente
purificada por columna de afinidad a niquel. En el cromatograma se indican los pesos moleculares
estimados a partir de la curva de calibracién para cada uno de los picos de elucién.
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9 - Determinacion de Km aparente de la TbTryS para distintas poliaminas.

En los ensayos enzimaticos se utilizd la TbTryS recombinante purificada hasta obtener mas
del 90% de homogeneidad. Para determinar las Km para las distintas poliaminas, las
reacciones se llevaron a cabo a concentraciones saturantes de ATP (3,1 mM, regenerado
constantemente por la piruvato quinasa) y 0,8 mM de GSH dado que fue reportada una
inhibicidn marcada de la actividad enzimatica por encima de 1 mM (42). Las velocidades
iniciales de la reaccion fueron determinadas por triplicado a concentraciones variables de
espermidina (10, 1, 0,1 y 0,01 mM), N-acetilespermidina (8,1, 0,1 y 0,01 mM) y
monoglutationilespermidina (0,25, 0,1, 0,05 y 0,025 mM) de acuerdo al protocolo descripto
en materiales y métodos (seccién 2.12.1).

Para estimar las constantes de Michaelis (Km) aparentes para cada poliamina se ajustaron
los datos de velocidad a la ecuacion de Hanes. En estas curvas la pendiente representa
1/Vmsx Y la abscisa —=Km, lo cual permitié determinar que la concentracion de espermidina, N-
acetilespermidina y monoglutationilespermidina a la cual la velocidad inicial de la reaccién
de la TbTryS es la mitad de la velocidad maxima en presencia de 0,8 mM de GSH y 3,1 mM
de ATP es de aproximadamente 520 pM, 400 uM y 90 pM, respectivamente. Estos
resultados por un lado indican que, N8—acetilespermidina se comporta como un sustrato de
la enzima andlogo a espermidina. El valor de Km ligeramente menor para la primera puede
deberse a que en esta familia de enzimas estd favorecida la formacién del enlace C-N con el
grupo amino N'dela poliaminas (44, 45).

Tabla 5. Resultados y calculos de los ensayos de actividad enzimatica de sintetasa de la ThTryS
recombinante utilizando Sp, N-AcetilSp y GSp como sustratos, a concentraciones variables. Para
cada concentracion, los datos de las pendientes reportados son un promedio a partir de un
triplicado. & yapn= 6220 M cm™ a 340 nm. En negrita, se muestran los datos utlizados para graficar y
luego calcular las Km aparentes respectivas. La temperatura de trabajo fue de aproximadamente
20°C.

10 0,15 2,35.10% 2,82.10% 5,60. 10" 2,56.10% | 2,35.10% 42553
1 0,1 1,59. 10% 1,99. 10% 3,97.10" 1,80.10% | 1,59.10% 62,96
0,1 0,02 2,86. 10 3,57.10% 7,15.10% | 3,25.10% | 2,86.10% 34,96
0,01 0,01 9,69. 10 1,21. 10 2,42.10% 1,10.10% | 9,69.10% 10,32

0,24 3,73.10% 4,67.10% 9,33.10% | 4,24.10™ | 3,73.10® 214,48

0,17 2,76.10%° 3,45.10% 6,91.10° | 3,14.10™ | 2,76.10® 36,18

0,1 0,04 6,26. 10 7,82.10% 156.10° | 7,11.10% | 6,26.10% 15,97
0,01 0,01 1,49. 10 1,87.10% 3,73.10% | 1,70.10% | 1,49 10% 6,71
0,25 0,31 4,97.10% 6,21.10% 1,24 5,65.10% | 4,97.10% 5,03
0,1 0,23 3,57.10% 4,47.10% 8,93.10" | 4,06.10" | 3,57.10% 2,80
0,05 0,16 2,53.10% 3,16.10% 6,31.10° | 2,87.10™ | 2,53.10% 1,98
0,025 0,09 1,37.10% 1,71.10% 3,41.10" | 1,55.10" | 1,37.10% 1,82
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Ademas, se destaca un Km para Gsp seis veces inferior que el hallado para espermidina 'y NE-
acetilespermidina, indicando cierta preferencia de la enzima por este intermediario en la
sintesis de tripanotidn. En este sentido, el analisis estructural de cristales de una enzima
relacionada, la GspS de E. coli, en presencia de Gsp, muestra a varios residuos de la proteina
interaccionando con el tripéptido GSH (como por ejemplo un puente disulfuro con la Cys338,
un puente isopeptidico con Lys607 y puentes de hidrégeno con Arg 316, Ser335, Ser337, Arg
538 y Arg 598), lo cual seguramente contribuye a incrementar la afinidad de la proteina por
el ligando, y disminuye asi su Km (46).

A partir de las pendientes de las graficas de absorbancia en funcién del tiempo y la ley de
Lambert-Beer, se calcularon las velocidades iniciales, las cuales fueron promediadas para
cada concentracién de poliamina (Tabla 5). Los valores de Km aparentes aqui reportados
para espermidina y Gsp difieren significativamente de aquellos reportados por Oza y col.
para la enzima de la misma especie. Por ejemplo, en ese trabajo se determind un Km de 38 y
2,4 uM para espermidina y Gsp, respectivamente, lo cual corresponde a cifras 14 y 38 veces
inferiores a las aqui descriptas. Tal diferencia podria atribuirse a la eliminacién de la cola de
histidinas (HisTag) en la proteina recombinante producida por Oza y col y/o a la leve
variacién en la temperatura de trabajo (202C vs 252C) (43). Sin embargo, practicamente no
existe tal diferencia si se comparan los valores de Km para espermidina y Gsp reportados
aqui (520 y 90 uM, respectivamente) con aquellos publicados para la TryS de T. cruzi (625 y
66 UM, respectivamente) (47).

A 0 y = 40 474 + 21,027

[S)v(miniL)

[5] (mh)

C =

[S1f (mimiL)
i

[S)fw (miniL)

0 0,05 0.1 0.15 0.2 0,25
(3 (mhy [5] (mhg

Figura 22. Graficas de Hanes para la obtencidn de los valores de las Km de la TbTryS recombinante
con (A) espermidina (B) N-acetilespermidina y (C) monoglutationilespermidina como sustratos. En
cada grafica se reporta la ecuacidn de la recta S/v = Km/Viax + S/Vimax, @ partir de la cual se calcularon
los valores de las Km, Vs,  l0s coeficientes de regresion lineal (R?)
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Discusion y Conclusiones

Los tripanosomatidos poseen un metabolismo redox Unico basado en el tripanotién asi como
en la enzima responsable de su sintesis, la tripanotion sintetasa. El tripanotién es el tiol
central que distribuye electrones para la sintesis de precursores del ADN, la detoxificacion
de hidroperéxidos, y otras rutas tripanotién-dependientes. Este ditiol se crea por la unién
secuencial covalente de dos moléculas de GSH a los grupos NH, terminales de la
espermidina, proceso que consume un total de dos moléculas de ATP. La TryS, en
comparacion con otros componentes del sistema del tripanotién, no presenta ningun
parentezco con proteinas de vertebrados. Es una proteina Unica que, aparte de algunos
motivos reminiscentes de unidn para el ATP, no presenta ninguna similaridad de secuencia
significativa con las proteinas de mamifero conocidas hasta la fecha (33, 50). Por otro lado,
la enzima cumple un rol bioldgico esencial, abastecer al tripanosoma de su principal cofactor
redox de bajo peso molecular, el tripanotién. De esta manera es que la TryS se convierte en
un blanco atractivo para el disefio de drogas antitripanosomatidas.

Se pudo observar que tanto la TryS como la TR son proteinas expresadas de manera
constitutiva en la forma infectiva de T. brucei crecida en modo axénico. Estos datos estarian
indicando la importancia de estas enzimas para la supervivencia del parasito, ya que las
mismas estarian siendo requeridas durante las distintas fases de crecimiento. Mientras que
los niveles de TR permanecen relativamente constantes a lo largo de las diferentes etapas de
un cultivo celular (exponencial, estacionaria, muerte celular), esto mismo no sucede con la
TryS, ya que sus niveles disminuyen cuando los parasitos detienen su proliferacion (fase
estacionaria), y disminuyen aiin mas durante la fase de muerte celular.

Se determind que la TryS es una proteina relativamente abundante en el parasito
(concentracion intracelular 1-3 pM) que posee una localizacion predominantemente
citosdlica con una distribuciéon granular. Dado que no se observé una distribucion
homogénea de la proteina dentro del pardsito y que se utilizé el volumen celular total para
los cdlculos de concentracion, la concentracidon real de la proteina podria ser ligeramente
diferente a la aqui reportada. Tanto la concentracién intracelular de la proteina como su
perfil de expresion concuerdan con la importancia de la enzima y su producto, el tripanotion,
para la vida del parasito.

La distribuciéon no homogénea de la TryS dentro del citosol del parasito, podria deberse a
qgue la proteina se ubica en algun compartimiento especifico o bien un artefacto de la
técnica. Para lo primero, se deberian realizar nuevamente las inmunofluorescencias de los
parasitos, esta vez utilizando nuevos marcadores de organelos del parasito y ver si alguno
logra co-localizar con la seial de la TryS. Asimismo, se observé una localizacidn paraflagelar
de la TryS, novedosa para este tipo de enzimas. Hasta la fecha, no hay experimentos que
demuestren qué tipo de funciones podria estar cumpliendo la enzima alli, pero tal vez sea
debido a que el bolsillo flagelar es una zona de gran intercambio del parasito con el medio
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extracelular, por lo que la presencia de tripanotién alli podria llegar a ser muy valiosa como
primer barrera de defensa del parasito. Tampoco ha sido reportada, hasta la fecha, una
localizacion flagelar de otras enzimas involucradas en su biosintesis (como por ej. GshA,
GshB).

A través del sistema de interferencia del ARN, queddé demostrada nuevamente la
esencialidad de la TryS para la sobrevida de los parasitos (33, 48) y esta vez, se pudo
establecer que niveles menores a 200 nM comprometen la proliferacion y supervivencia de
los pardsitos bajo condiciones de cultivo éptimas (in vitro). La recuperacion del cultivo luego
del séptimo dia debido al escape del silenciamiento de ARNi, con la consecuente
recuperacion en la expresion de la proteina, no hace mas que confirmar la indispensabilidad
de la enzima para el pardsito (33,48). Por otro lado, esto demuestra que el pardsito no
cuenta con mecanismos capaces de compensar de manera eficiente la falta de tripanotion.

Para la forma recombinante de TbTryS la Km aparente para la espermidina como sustrato es
de 0,520 mM, mientras que para el monoglutationilespermidina y N-acetilespermidina es de
0,090 y 0,397 mM. Estos valores se correlacionan bastante bien con los reportados para la
TcTryS (0,625 mM y 0,066 mM para Sp y Gsp respectivamente) (28) y son indicativos de una
preferencia de la enzima por emplear Gsp como sustrato. Esta diferencia en la Km para las
distintas poliaminas es importante desde un punto de vista bioldgico ya que le aseguraria al
parasito una produccién eficiente de T(SH), una vez formado Gsp. La sustitucion en el grupo
amino terminal de la espermidina por un grupo acetilo o glutation, estaria quitando una
carga positiva de la molécula, haciendo que su carga neta total sea mas negativa que antes.
A su vez la adicion de una molécula de glutation, estaria aportando una carga negativa a
través de su grupo carboxilo terminal y un grupo sulfhidrilo capaz de establecer puentes de
hidrégeno. Los valores Kcat/Km calculados para la enzima con Sp y Gsp como sustratos son
de 0,2x10% y 4x10°> M's™ respectivamente, si bien estos valores difieren significativamente
de los reportados para el caso de la CfTryS (1,7x10° y 18x10® Ms? para Sp y Gsp
respectivamente) (28), en ambos casos la eficiencia catalitica de la enzima con Gsp es 10
veces superior con respecto a Sp. La sustitucion en el grupo amino terminal de la
espermidina por un grupo acetilo o glutatidn, estaria quitando una carga positiva de la
molécula, haciendo que su carga neta total sea mas negativa que antes. A su vez la adicion
de una molécula de glutation, estaria aportando una carga negativa a través de su grupo
carboxilo terminal y un grupo sulfhidrilo capaz de establecer puentes de hidrégeno. Esto
podria estar influyendo en la manera en cdmo interacciona y acomoda la enzima a sus
sustratos, explicando asi la mayor eficiencia catalitica que presentan la TryS cuando Gsp es
su sustrato. Seria muy valioso poseer la estructura tridimensional de la enzima, para poder
estudiar con mas detalle los tipos de interacciones que establece con sus sustratos para
poder comprenderlas mejor y tratar de disefiar drogas que se unan de manera eficiente a la
enzima, con el fin de inhibir sus funciones para lograr un efecto tripanocida.
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Ya que quedaron comprobados los efectos del silenciamiento de la TryS sobre los pardasitos,
hubiese sido un aporte relevante estudiar qué nuevas propiedades podria conferirle a la
célula su sobreexpresion, como por ejemplo resistencia frente a estrés oxidativo, cambios en
la tasa de proliferacion, infectividad y/o supervivencia. En la primera estrategia de clonado
en un vector de expresidon para T. brucei, se obtuvieron colonias doble positivas, lo que
estaria indicando tanto la presencia del gen de la TbTryS como su correcta orientacion
dentro del vector de expresion. Sin embargo, no fue posible recuperar pldsmido a partir de
estas colonias, plantedndose dos posibles explicaciones: los amplicones obtenidos fueron
falsos positivos producto de alguna amplificacidon inespecifica a partir del ADN de E.coli o la
recuperacion de ese plasmido tiene un rendimiento tan bajo que no fue posible cuantificarlo
o detectarlo en el gel de agarosa tefiido con intercalante de ADN, pero si detectarlo por PCR.
Para descartar la primera hipdtesis, seria conveniente secuenciar dichos productos, y
confirmar su identidad. En la segunda estrategia, si bien a través de la mutagénesis sitio
dirigida por el método del megaprimer fue posible mutar el sitio Hindlll interno presente en
el gen de la TbTrysS, este no fue posible de clonar en el vector de expresidn correspondiente.
Si bien se confirmd que el sitio Hindlll fue correctamente mutado (no se observaron
fragmentos de pequefio tamafio en un gel de agarosa 1,5% donde se corrié el gen de la
TbTryS digerido con Hindlll — datos no mostrados), se concluye que la ausencia de colonias
con la construccidon pHD1700-TbTryS podria ser debido a una dificultad que presenta este, y
otros genes de la familia, como GspS, para ser clonados dado en parte a su gran tamafio. De
todas maneras, seria conveniente probar nuevas relaciones vector-inserto y optimizar las
condiciones de ligacién para favorecer la insercién de la TryS en el vector de expresidon para
T. brucei.

A través de ensayos de complementacién metabdlica otros investigadores verificaron la
existencia de transportadores para el GSH (39). Los datos experimentales aqui mostrados
revelan que GSH agregado al medio extracelular no es capaz de revertir el fenotipo de
pardsitos con un bajo contenido de la TryS, y por lo tanto de tripanotién. De esta manera se
puede llegar a pensar que, aquellas enzimas que utilizan tripanotion, deben presentar un
sitio activo muy especifico, que permite acomodar bien a éste pero no al glutatidn,
explicando asi por qué el GSH no es capaz de reemplazar sus funciones. Un ejemplo de
enzima con especificidad por tripanotién y no GSH es la triparredoxina. Estudios
cristalograficos de la proteina recombinante CfTXN demostraron que tanto la forma como la
carga alrededor de su sitio activo permiten una interaccion especifica con el tripanotion.
T(SH), permanece en la superficie de la proteina, donde la segunda amina de la espermidina
queda accesible al solvente pudiendo establecer asi interaccién de tipo electrostatica con el
Trp39 de la proteina. Por otro lado, ciertos residuos acidos crean un parche cargado
negativamente en la superficie de la proteina que atrae y termina uniendo a la molécula de
tripanotion, la cual se encuentra cargada positivamente. Por Ultimo, las interacciones de Van
der Waals son un componente importante en la union del sustrato, donde la espermidina y
la cisteina del tripanotidn interaccionan con diferentes residuos de la TXN (por ej.: Trp39,
Pro41, lle109, etc) (49). En suma a esto, se encuentra el hecho de que los parasitos carecen
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de glutatidn reductasa (GR) (5,25), por lo tanto, por mas que se suplemente con GSH, si no
existe un sistema de regeneracion de la forma reducida, la situacion se vuelve insostenible.

Aparentemente, no estarian existiendo transportadores para tripanotion, ya que los
parasitos carentes de TryS — y por lo tanto de T(SH), — cultivados en medio suplementado
con este ditiol no fueron capaces de revertir su deteriorado fenotipo. Es razonable pensar
gue no existan transportadores especificos para el tripanotion, ya que los tripanosomatidos
son los Unicos organismos conocidos hasta la fecha que utilizan este ditiol, por lo tanto
serian incapaces de obtenerlo a partir del medio extracelular. Sin embargo, con estos
resultados también se descarta la carencia de especificidad del transportador de GSH por
T(SH),. Un resultado positivo hubiese abierto la posibilidad para el desarrollo de drogas
analogas a T(SH), o pro-drogas asociadas a este que permitan un ataque selectivo de los
tripanosomas por sobre las células del hospedero.

Por otro lado, fue posible determinar que la viabilidad de los parasitos, como era de esperar,
se ve comprometida con el agregado de H,0, al medio. Los efectos observados son tanto
dosis como tiempo dependientes, es decir, se observa una mayor tasa de muerte celular
cuanto mayor es la dosis de H,0, que se administra y cuanto mayor el tiempo de exposicién
de los parasitos al mismo.

La exposicién de los pardsitos a H,0, induce la expresion de TryS y TR, la cual creemos, le
asegura al pardsito una mayor produccién de T(SH), y regeneracién de su forma reducida
para contrarrestar los efectos del estrés oxidativo.

Se observé una sobreexpresion importante, entre 3-4 veces, de la TR luego de las 18 horas
de exposiciéon al H,0,, Asimismo, se observé un efecto dosis dependiente en la induccion de
la expresidn, aumentando los niveles de TR cuanto mayor fue la concentracién de peréxido a
la que se expusieron los parasitos.

Por otro lado, los niveles de TryS aumentaron significativamente, entre 1-2 veces,
Unicamente luego de las 6 horas, sin observarse efectos dosis dependientes. Esto podria
deberse a que, los sistemas que censan el estrés oxidativo y son capaces de inducir la
expresion de TryS se activan con concentraciones bajas de H,0, ya que la sobreexpresion de
dicha enzima podria resultar fundamental para la sobrevida de los pardsitos incluso con
concentraciones pequefias del agente oxidante. Dado que la TryS es una proteina abundante
en el parasito, y tal vez no sea la etapa limitante en la reaccidon de sintesis del ditiol.
Probablemente luego de tiempos prolongados de exposicion al H,0,, no sea esencial seguir
produciendo nuevo tripanotion, sino tratar de reducir el ya sintetizado para su reciclado;
entrando en juego aqui la TR y explicando por qué los niveles de esta enzima si aumentan
significativamente.

En general, es de destacar que frente a concentraciones bajas de oxidante, el parasito
activaria en primer lugar la expresion de TryS, seguramente para asegurar un aumento en el
pool de T(SH),, para en una segunda fase sumar a esto el incremento en la capacidad
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reductora o de regeneracién del ditiol a través de la TR. Para confirmar este posible aumento
de tripanotion, se deberan determinar los tioles de bajo peso molecular en extractos de
parasitos desafiados con H,0,y compararlos frente a parasitos sin tratamiento,

En conclusion, fue posible determinar que la TryS de T. brucei, enzima esencial y abundante
en el parasito, se expresa de forma constitutiva a lo largo de su ciclo de vida, presentando
una localizacion citosdlica, con una distribucion predominantemente granular. Dicha enzima
presenta una mayor preferencia por Gsp como sustrato que por Sp, asegurandole asi al
pardsito una produccidn eficiente de T(SH), una vez que el Gsp es formado. Frente a un
estrés oxidativo, los pardsitos producirian dos tipos de mecanismos complementarios: en
primer lugar elevar la expresién de TryS (y por consiguiente, seguramente T(SH),) y en
segunda instancia aumentar los niveles de TR, para asegurar la reduccion de T(SH),.
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Anexo

T7 promoter primer #69348-3

Bgl T7 promoter lac operator Xbal rbs
AGATCTCGATCCCGEGARATTAAT ACGAC TCAC TATAGGLGAAT TETGAGC GLAT AACAAT TCCCCTC TAGAAATAATT TTIGT TTAACTT T AAGAAGLAGA
Neol His*Tag Ndel Xhol BamH|

TATACCATGLGCCATCATCATCATCATCATCATCATCATCACAGCAGCLGL CAT ATCGAC GACGAC GAC AAGCATATGCTCG ATCCGLEOTGOT SACAAN

MetGlyHisHIsHIsHIsHIsHIsHIsHIsHIsHIsSerSerGliyHis] lefAsphsp spLysHisMetlLeul spProdlabladsnlys

Bpu1102 | nterokinase T7 terminator

GECCGAAAGGAAGCTGAGTTGEC TEC TGECACCGE TEAGC AAT AAC TAGCAT AACCCCTTGEGECE TC T ARACGGETCT TRAGGRGTTTTT TG
AlaArglysGluAlaGlulevAlaAlollaThrAlaGluGinEnd

T7 terminator pnmer #69337-3

Figura 23. Region de clonado/expresion del vector pET19b.

Sall (2558)
Pst1 (2624)
Aval (2687)

2Myc-Tags Xhol (2687)
BamHI (2264) QP3F
HindlIIl {2249)_ iAvaI (2983)
Smal (2162) !Xmal (2983)
Xmal (2160) |Smal (2985)
Aval (2160) EcoRI (3357)
PARPA-Promotor Apall (3394)
Kpnl (1834) PstI (3451)
rRNA Spacer Necol (3466)
QP4R Hygromycin-B Kinase
Clal (1398) | Apall (3696)
NotI (1389) QPSF
Clal (1382) Clal (4158)
Ncol (1324) Sall (4389)
EcoRI (1117) Nhel (4485)
Nhel (4735)

Apall (581) QP6R

—_—

| <
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5000 bp

Figura 24. Esquema del sitio de clonado/expresién del plasmido pHD1700
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+1
1

ATGACGAAGT
TACTGCTTCA

CGGCACTTGC
GCCGTGAACG

AGACACTAAA
TCTGTGATTT

GAAGAACCTC
CTTCTTGGAG

ACGTTCCCTT
TGCAAGGGAA

+1

51

TGGTGAGATT
ACCACTCTAA

CAGGGCTACA
GTCCCGATGT

CCCCTTGTGG
GGGGAACACC

CGTACCTGCT
GCATGGACGA

TACAGCAACG
ATGTCGTTGC

+1

101

GACATGATGG
CTGTACTACC

CTTTTTTTCG
GAAAAAAAGC

GGAGAGCGCA
CCTCTCGCGT

GTATTGACGG
CATAACTGCC

GAATCTTTTC
CTTAGAAAAG

+1
151

TGCGGTTTCA
ACGCCAAAGT

AATACCAATG
TTATGGTTAC

TGTAGAATTT
ACATCTTAAA

GCTCGTCGTT
CGAGCAGCAA

GGTTATATGA
CCAATATACT

+1

201

GGCCAAAGGG
CCGGTTTCCC

CTTGTTCTTC
GAACAAGAAG

CAGACGTTAA
GTCTGCAATT

TTGGGCTGCT
AACCCGACGA

CACATATTTG
GTGTATAAAC

+1
251

ATCTAACAGA
TAGATTGTCT

GGTTCATGAC
CCAAGTACTG

GCAAGCACTG
CGTTCGTGAC

CAACCCCCGT
GTTGGGGGCA

CCCGTGCGTT
GGGCACGCAA

+1

301

AAAGTTTCCA
TTTCAAAGGT

ACGGAACAGC
TGCCTTGTCG

AGCGAAGCCC
TCGCTTCGGG

GTGGCAGATT
CACCGTCTAA

CGTTGCTGAT
GCAACGACTA

+1

351

Ncol
MAAAAAAAAAN

TTACGCCGTT
AATGCGGCAA

AATGAGGATG
TTACTCCTAC

CGCCATGGGG
GCGGTACCCC

ACATGTTGCG
TGTACAACGC

GTTATTACAG
CAATAATGTC

+1

401

AGGTGGGTGA
TCCACCCACT

CAAATGGGTG
GTTTACCCAC

CGCATTGCGG
GCGTAACGCC

ACCAAAACCA
TGGTTTTGGT

TCGGTTTCAT
AGCCAAAGTA

1
451

AAGTGGAAGG
TTCACCTTCC

GGACCTACTC
CCTGGATGAG

GGCAGAGTTG
CCGTCTCAAC

TTGCTGAAGC
AACGACTTCG

ACGAAGGAGG
TGCTTCCTCC

+1

501

TGTGTGGACT
ACACACCTGA

GTTGAGGATC
CAACTCCTAG

ATGCAGCAGA
TACGTCGTCT

GGGAATCTTT
CCCTTAGAAA

GTTCCTCTGG
CAAGGAGACC

+1
551

GGTGGGTTAC
CCACCCAATG

ATTCCCTAGT
TAAGGGATCA

AGGCCAAACC
TCCGGTTTGG

GTAATCCTAA
CATTAGGATT

GGAGCCATTG
CCTCGGTAAC

+1
601

GTGTTGCATG
CACAACGTAC

AGTCACTTTA
TCAGTGAAAT

CTTTAAACAA
GAAATTTGTT

CCAGAGAAGC
GGTCTCTTCG

CTTTCCTTCG
GAAAGGAAGC

+1

651

TCGCGTTGTT
AGCGCAACAA

TTCACTCCAG
AAGTGAGGTC

AGAATCGAAA
TCTTAGCTTT

GACTGACTGG
CTGACTGACC

CTGGACTTGA
GACCTGAACT
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+1

701

EcoRl

VAAAAAARAAAAN

Xhol
Aval

CAAACGAAGC
GTTTGCTTCG

CGAAGCGGAA
GCTTCGCCTT

TTCTACAAAA
AAGATGTTTT

CATTTGGTAA
GTAAACCATT

GGAGGCGACT
CCTCCGCTGA

+1

751

Xhol

AAAAAANS

Aval
WAAAAANS

CGAGGAGGGG
GCTCCTCCCC

TGTACGAATC
ACATGCTTAG

ATGTTACTAT
TACAATGATA

TTGATGAACA
AACTACTTGT

GGGAGTTGTA
CCCTCAACAT

1
801

Xhol

WWAAAAAAAAAN

Aval
WAAAAAAAAAAS

CCTTAACTGC
GGAATTGACG

GTCCGTTACG
CAGGCAATGC

GTACGCAGCT
CATGCGTCGA

GCATTCATTC
CGTAAGTAAG

TTTCTCGAGG
AAAGAGCTCC

+1

851

CAACAAAGCA
GTTGTTTCGT

GGTGCTTGAG
CCACGAACTC

AGCGACGATA
TCGCTGCTAT

AGTTACGTCG
TCAATGCAGC

ATTTCGCATC
TAAAGCGTAG

+1
901

CCAGAAGAGT
GGTCTTCTCA

ATTGGCCTCG
TAACCGGAGC

CATCCGGCAC
GTAGGCCGTG

TCATGGAAAA
AGTACCTTTT

CTCAGCCCCA
GAGTCGGGGT

+1
951

EcoRI

WWAAAAAN

TGCCATCACG
ACGGTAGTGC

GGGCGGTTTG
CCCGCCAAAC

ACTTTGTTTT
TGAAACAAAA

TGATGAAAAC
ACTACTTTTG

ACTCAAGAAT
TGAGTTCTTA

+1

1001

EcoRI

WAAN

Sall

TCAAGTGCTT
AGTTCACGAA

TGAATACAAT
ACTTATGTTA

GCGGACAGCG
CGCCTGTCGC

CGTCGACACT
GCAGCTGTGA

TCTGGAATGT
AGACCTTACA

+1

1051

GCTGTAATCC
CGACATTAGG

AAGAGAAGTG
TTCTCTTCAC

GGCAAACTCC
CCGTTTGAGG

GTTGGGTTAG
CAACCCAATC

ACGACAATGC
TGCTGTTACG

<

+1
1101

-1

TACAAGAAGC
ATGTTCTTCG

AGCGGGAAAT
TCGCCCTTTA

TCATGCCCCA
AGTACGGGGT

AACACTCGTT
TTGTGAGCAA

CGGGCGTGGG
GCCCGCACCC

+1

1151

ARATGACGGG
TTTACTGCCC

GTTGAAGGGG
CAACTTCCCC

CGTGTGCATT
GCACACGTAA

TTCTTGTGGA
AAGAACACCT

CGACGACGGG
GCTGCTGCCC

+1
1201

Xhol

WAARAAMAASANANS

Aval

WAAAAAAAAAAANY

GAGGAACGTT
CTCCTTGCAA

ATACTGCTTT
TATGACGAAA

GTATGTGATG
CATACACTAC

GAGAAGGCTC
CTCTTCCGAG

GAGAGGCTGG
CTCTCCGACC
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+1

1251 TATTGACGCG AAATTGTGCG TCATGTTTGA CGAGTTCCAT TTCGATGAAA
ATAACTGCGC TTTAACACGC AGTACAAACT GCTCAAGGTA AAGCTACTTT
-1
+1
1301 AGGGAGCAGT TGTGGATTCG GACGGCATTC CGGCGACGGC TGTGTGGAAG
TCCCTCGTCA ACACCTAAGC CTGCCGTAAG GCCGCTGCCG ACACACCTTC
-1
+1
1351 ACGTGGATGT GGGAGACGGC GATCTCTGAT CATCAAGCTG CACGAGAGCA
TGCACCTACA CCCTCTGCCG CTAGAGACTA GTAGTTCGAC GTGCTCTCGT
-1
+1
1401 GCGTGGCGCG GAGTGGAAGC CCACGCCAAA GGATAAGGTT CGCCTGTGTG
CGCACCGCGC CTCACCTTCG GGTGCGGTTT CCTATTCCAA GCGGACACAC
-1
+1
1451 ATATTCTTCT CGGAAATAAC TGGGACGTAC GTGTCTTTGA GCCTATGTGG
TATAAGAAGA GCCTTTATTG ACCCTGCATG CACAGAAACT CGGATACACC
-1
+1
1501 AAACTCATTC CCAGCAACAA AGCAATATTG CCCATTATTT ATAACAATCA
TTTGAGTAAG GGTCGTTGTT TCGTTATAAC GGGTAATAAA TATTGTTAGT
-1
+1
1551 CCCCGACCAC CCCGCCATAC TTCCCGCAAG TTATGAACTC ACTGATGAGC
GGGGCTGGTG GGGCGGTATG AAGGGCGTTC AATACTTGAG TGACTACTCG
_
-1
+1
1601 TTCGCCGCAC CGGCTATGCA AAGAAGCCCA TCGTTGGCCG TGTAGGAAGG
AAGCGGCGTG GCCGATACGT TTCTTCGGGT AGCAACCGGC ACATCCTTCC
+1
1651 AATGTGACCG TCACTGAACC TGACGGCAAA GTTCTAGCTG AGTCTGATGG
TTACACTGGC AGTGACTTGG ACTGCCGTTT CAAGATCGAC TCAGACTACC
+1
1701 CAACTTCAGT AACCGTGATA TGGTGTATCA ACAACTTTTC CGCATACCAA
GTTGAAGTCA TTGGCACTAT ACCACATAGT TGTTGAAAAG GCGTATGGTT
Aval
MAAAAAAAAAANS
+1
1751 AGCGAGGCGA TTACTACGCA ATTCTCGGGG GCTGGATGCT CGGTGACACC
TCGCTCCGCT AATGATGCGT TAAGAGCCCC CGACCTACGA GCCACTGTGG
Hindlll
MAAAAAAAAAAS
+1
1801 TACAGTGGTA CAGGTGTACG TGAGGACAAA AAGCTTACCA CTGGGCTCGA
ATGTCACCAT GTCCACATGC ACTCCTGTTT TTCGAATGGT GACCCGAGCT
+1
1851 ATCTCCGTTT GGTCCCGTAC GTATTCAAAT GTAG

TAGAGGCAAA CCAGGGCATG CATAAGTTTA CATC

Figura 25. Secuencia nucleotidica del gen de la TbhTrys (cddigo de acceso Th927.2.4370) obtenida de
la base de datos TryTripDB @ (http://tritrypdb.org/). En linea ondulada se marcan los diferentes sitios
de restriccidn presentes en el gen
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