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1. Introduccion

1.1. Tripanosomatidos. Generalidades

Los tripanosomatidos son organismos unicelulares monoflagelados pertenecientes al
Filo Euglenozoa, uno de los linajes mas antiguos en la evolucién de los eucariotas que
divergio luego de adquirir mitocondrias. Esta familia de protozoarios incluye especies
heterétrofas obligadas capaces de sobrevivir en vida libre o bien parasitando una gran
diversidad de organismos vertebrados e invertebrados (Simpson et al. 2006).

Los miembros de esta familia de protozoarios comparten caracteristicas bioquimicas y
subcelulares unicas, tales como la particular organizacion del ADN mitocondrial,
denominado kinetoplasto (Hammarton 2007), la compartimentalizacién de gran parte
de la via glicolitica en un organelo tipo peroxisoma, llamado glicosoma, y el
metabolismo redox dependiente de tioles, basado en el ditiol de bajo peso molecular
tripanotion (N, N® bis-glutationil espermidina; ver seccién 1.4.1.) (Manta et al. 2013).

Los especimenes mas relevantes para la salud humana y animal pertenecen a dos
géneros: Trypanosoma y Leishmania, responsables de la muerte de cerca de medio
millén de personas en regiones (sub)tropicales del mundo. En paises dentro de la
region subsahariana del continente Africano, T. brucei rhodesiense y T. brucei
gambiense son los agentes causantes de la tripanosomiasis humana conocida con el
nombre de “enfermedad del suefio”. En América, T. cruzi es responsable de la
enfermedad de Chagas mientras que diferentes especies de Leishmania son endémicas
en distintas regiones tropicales y subtropicales del mundo donde producen distintos
tipos de enfermedades, algunas de ellas conocidas con el nombre de fiebre negra,
espundia, Ulcera oriental y Kala-Azar (Manta et al. 2012) Fig.1 . Las infecciones de
ganado, conocida como Ila enfermedad de Nagana, son provocadas por T. brucei
brucei, T. vivaxy T. congolense.

Al tratarse de zoonosis, la distribucion geografica de estas enfermedades esta
fuertemente determinada por la que presentan sus vectores transmisores. Por
ejemplo, T. brucei y T. cruzi son organismos que estan principalmente confinados a
Africa, y América y Oceanfa, respectivamente (Manta et al. 2012).
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Fig. 1. Ciclo de vida y enfermedades causadas por tripanosomadtidos. El ciclo de vida natural consiste en
la transmision por artrépodos especificos, insectos vectores. Dentro del hospedero las distintas especies
de tripanosomatidos presentan tropismo por determinados tejidos, érganos o sistemas ocasionando
patologias caracteristicas. T. brucei reside en la sangre y en el liquido cerebroespinal del mamifero. T. b.
rhodesiense y T. b. gambiense ocasionan la Tripanosomiasis africana, mas conocida como enfermedad
del suefio en humanos mientras que T. b. brucei provoca Nagana en el ganado. T. cruzi invade la dermis
y mucosa, para finalmente localizarse de manera crénica en células de drganos internos como el
corazon y el sistema digestivo, produciendo la enfermedad de Chagas. Distintas especies de Leishmania
tienen tropismo por diferentes érganos o tejidos, por ejemplo L. infantum y L. donovani generan la
leishmaniasis visceral; L. major y L. amazonensis ocasionan leishmaniasis cutanea y mucocutdnea. Las
enfermedades ocasionadas por estos parasitos son fatales cuando comprometen funciones vitales y no
son tratadas (Manta et al. 2012).

1.2. Etapas del ciclo de vida de Trypanosoma brucei

Los tripanosomas parasitos del complejo “brucei” son transmitidos entre sus
hospederos mamiferos por un insecto hematéfago, la mosca tsé-tsé. Otras formas de
transmisién lo son la transfusién sanguinea, el uso de instrumental médico
contaminado (por ej. agujas) o la via congénita (Matthews et al. 2004)

Durante su ciclo de vida digenético, el pardsito atraviesa diferentes estadios que
conllevan numerosos y drasticos cambios a nivel morfolégico y bioquimico, todos ellos
necesarios para adaptarse y sobrevivir a las condiciones que le ofrecen los distintos
organismos que es capaz de colonizar (Matthews 1999).



El ciclo se inicia cuando parasitos infectivos no replicativos (estadio metaciclico),
residentes en las glandulas salivales de moscas tsé-tsé infectadas, son introducidos
mecanicamente en el hospedero mamifero a través de la picadura del insecto. Una vez
en el torrente sanguineo, el pardsito se diferencia a la forma tripomastigota long
slender, la cual constituye un estadio replicativo infectivo. Durante el transcurso de la
infeccidon parte de la poblacién long slender se transforma al estadio no replicativo
sanguineo denominado short stumpy. Esta diferenciacién se ha visto que esta mediada
por factores autécrinos del pardsito y del sistema de defensa del hospedador (Comini
et al. 2011). Durante la infeccidn suele co-existir una poblacidon pleomorfica de T.
brucei constituida por formas, mayoritariamente, long slender y short stumpy, esta
ultima alcanzando una densidad maxima de manera posterior a cada nuevo pico de
parasitemia (ver seccidon 1.4.2.) (Vickerman 1985). Ademds del arresto en el ciclo
celular, la transicion de long slender a short stumpy se acompafia de cambios
morfoldgicos (por ej. inicio de la maduracion de la mitocondria) y bioquimicos (por ej.
re-activaciéon de la expresion de citocromos y enzimas del ciclo de 4cidos
tricarboxilicos) que le confieren al estadio short stumpy capacidad para sobrevivir en el
aparato digestivo del insecto hasta que en este ambiente tenga lugar su diferenciacién
a la forma prociclica o epimastigota, la cual es replicativa pero no infectiva para
mamiferos (Comini et al. 2011). Parasitos de la forma prociclica proliferan en el
intestino del vector y migrardn luego hacia las glandulas salivales donde se
diferenciaran a tripomastigotas metaciclicos, los cuales no se dividen y son altamente
infectivos para mamiferos. El ciclo se cierra cuando el vector se alimenta en un
hospedero mamifero inoculando la forma infectiva de T. brucei (Barry & McCulloch
2001), ver Fig. 2.
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Fig. 2. Esquema condensado del ciclo de vida de T. brucei. En |la parte superior se muestran las etapas
que suceden dentro del insecto vector, la mosca tsé-tsé, y en la parte inferior aquellas que ocurren
dentro de huésped mamifero (Lee et al. 2007).

1.3. Tripanosomiasis Africana Humana

La enfermedad causada por T. b. gambiense y T. b rodhesiense presenta dos etapas,
una aguda y otra tipo cronica. Luego de la infeccién, los parasitos proliferan en el sitio
de ingreso conduciendo a la formacién de una Ulcera y a la inflamacién de los ndédulos
linfaticos adyacentes, manifestaciones que remiten luego de 3-4 semanas. A
continuaciéon, los parasitos alojados en ganglios linfaticos invaden el torrente
sanguineo, iniciandose asi la etapa hemolinfatica (fase aguda) de la enfermedad.
Generalmente la enfermedad no es diagnosticada en esta etapa ya que los signos vy
sintomas son inespecificos (por ej. cefalea y fiebre). En la segunda fase de la
enfermedad, etapa neuroldgica o crdnica, los pardsitos atraviesan la barrera hemato-
encefalica (Comini et al. 2011). Dependiendo de la subespecie, la invasion del sistema
nervioso central puede ocurrir desde algunas semanas o hasta incluso meses a anos
posteriores a la infeccion con T. b. rodhesiense o T. b. gambiense, respectivamente, y
en algunos casos es acompafada de una marcada inmunosupresion. La progresiva
afectacién del sistema nervioso conlleva a migrafia severa, desérdenes del suefio y del



comportamiento y paralisis. El desenlace durante esta etapa de la enfermedad es fatal
en caso de no administrarse tratamiento (Barret et al. 2003).

Tal como se menciond anteriormente, parasitos pertenecientes al complejo “brucei”
son transmitidos a los seres humanos y animales por la mosca tsé-tsé, un insecto
perteneciente al género Glossina (orden Diptera). El vector reside casi de manera
exclusiva en 36 paises de una regién comprendida entre el sur del Sahara y el norte del
desierto de Kalahari, lo cual explica la discreta distribucion geografica de estas
enfermedades (ver Fig. 3) (Jacobs et al. 2011). Por otro lado, T. b. rodhesiense y T. b.
gambiense son endémicos de la regidon occidental y oriental del continente africano,
respectivamente, debido a que las subespecies de Glossina involucradas en su
transmisién estdn confinadas a dichas regiones (DNDi 2013).

T. b. gambiense

T. b. rhodesiense

Fig. 3. Distribucion geogrdfica de las subespecies de T. brucei causantes de tripanosomiasis humana.
La enfermedad del suefio es endémica en paises de la regién tropical y central de Africa. La distribucion
de T. b. gambiense se muestra en rojo y la de T. b. rodhesiense en azul (Lopes et al. 2010).

Se estima que la poblacidn en riesgo asciende a alrededor de 60 millones
(Organizacién Mundial de la Salud 2012). Segun datos actuales de la OMS, como
consecuencia de continuos esfuerzos de vigilancia, diagndstico y tratamiento, el
numero de nuevos casos reportados en 2009 ha sido menor a 10.000 (9.878) por
primera vez en 50 afios; esta tendencia se repitié en 2010 con 7.139 nuevos casos. El
numero estimado de casos actuales totales es 300.000, produciéndose 48.000 decesos
por afio (Cavalli & Bolognesi 2009).



1.4. Caracteristicas ultraestructurales y bioquimicas distintivas de
tripanosomatidos

Los tripanosomatidos presentan numerosas caracteristicas que los distinguen de otros
grupos de eucariotas, entre ellas la presencia de: i) una Unica mitocondria por célula, ii)
el empaquetamiento del ADN mitocondrial en una estructura discoide altamente
condensada (kinetoplasto), iii) la edicion completa del ARN mitocondrial, iv) la
transcripcion policistronica de todos los genes codificantes con trans-splicing de los
ARN mensajeros, v) la compartimentalizacién de gran parte de la via glicolitica en
organelos evolutivamente relacionados a los peroxisomas, los glicosomas, vi) el
metabolismo redox dependiente de tioles y vii) el mecanismo de evasién del sistema
humoral del hospedero mediante recambio frecuente de las glicoproteinas de
superficie (Podlipaev 2001). En la Fig. 4 se indican los organelos y estructuras
subcelulares mas destacadas en T. brucei. Algunas de las caracteristicas estructurales y
funcionales mds importantes se describen a continuacion.

La morfologia es vermiforme, propiedad adquirida por la disposicién particular de un
grupo de microtubulos del citoesqueleto, los microtibulos subpeliculares (ligoutz &
McConville 2001), los cuales estan firmemente unidos a la superficie interna de la
membrana celular y se distribuyen en todo el cuerpo celular exceptuando el bolsillo
flagelar (Nakayasu et al. 2009).

El flagelo presenta el tipico arreglo de 9 pares de microtubulos periféricos y 2
microtubulos centrales, donde el axonema se ancla a la membrana celular por una
estructura fibrilar denominada barra paraflagelar (Portman & Gull 2010). Esta
estructura esta formada por una compleja matriz de filamentos que es caracteristica
de y esencial para la supervivencia de los tripanosomatidos. La membrana flagelar, el
bolsillo flagelar y la membrana pelicular son morfolégicamente, quimicamente y
funcionalmente diferentes y tienen diversas funciones bioldgicas, sin embargo estan
conectadas fisicamente y forman parte de la membrana plasmatica (Landfear &
Ignatushchenko 2001). El flagelo de los tripanosomadtidos es fundamental en la
movilidad celular, asi como también en Ila interaccion parasito-hospedero,
morfogénesis celular, division celular y evasién de la respuesta inmune (Ralston et al.
2009).

El bolsillo flagelar es el Unico sitio donde tiene lugar la endocitosis y secrecion de
moléculas en tripanosomatidos. Dicho proceso es imprescindible para eliminar
complejos de glicoproteinas e inmunoglobulinas de la superficie celular, lo cual
contribuye a la evasién de la respuesta inmune del hospedero y a la persistencia de la
infeccion (Lopes et al. 2010). Estudios recientes con mutantes de T. brucei deficientes



en movimiento flagelar corroboraron la importancia de la motilidad para la endocitosis
y la sobrevida del pardsito en el huésped mamifero (Engstler 2007).

Los acidocalcisomas son organelos ricos en calcio y polifosfato, descritos en
tripanosomatidos pero también presentes en otros organismos (Docampo et al. 1995).
Diversas funciones han sido atribuidas a estos organelos, pero las mas importantes
estan relacionadas a la regulacién de la presidon osmética intracelular y el
almacenamiento de cationes (Vercesi et al. 1994).

Los glicosomas son estructuras circulares con una densa matriz proteica rodeada por
una Unica capa de fosfolipidos (Michels et al. 2005), donde tiene lugar la glicdlisis
(conversién de glucosa a piruvato con produccion de ATP), siendo importante recalcar
que esta compartimentalizacién asegura una alta eficiencia metabdlica y constituye la
principal via de obtencién de energia en la forma infectiva del organismo (Vickerman
1994). Ademas en los glicosomas se produce la B oxidacidn de acidos grasos, sintesis
de lipidos y biosintesis de pirimidinas (Michels et al. 2000).

Los tripanosomdtidos presentan una uUnica mitocondria ramificada debajo de los
microtubulos subpeliculares y dilatada en las regiones en que el kinetoplasto esta
presente (Brun & Krassner 1976). El volumen vy la actividad metabdlica mitocondrial
varian de acuerdo a la fase del ciclo de vida en la cual se encuentra el parasito y por lo
tanto a la disponibilidad de nutrientes. Por ejemplo la mitocondria de T. brucei alcanza
su maximo volumen y funcionalidad en la forma prociclica, la cual depende de manera
exclusiva del catabolismo mitocondrial de aminodcidos (fundamentalmente prolina)
para la produccién de ATP; lo contrario ocurre en el estadio infectivo long slender, el
cual al habitar un medio rico en glucosa (como lo son la sangre y el tejido intersticial)
generard ATP a partir del catabolismo de glucidos llevado a cabo en los glicosomas y
prescindird totalmente de dos procesos energéticos que ocurren exclusivamente en la
mitocondria: la fosforilacién oxidativa y el ciclo de Krebs. Esta marcada reduccidn de la
capacidad funcional de la mitocondria se acompafia de una disminucién importante en
la estructura y tamafio de este organelo (Soares & De Souza 1988).

El ADN mitocondrial o kinetoplasto se halla altamente condensado formando una
estructura en forma de disco (De Souza 2008). El kinetoplasto se diferencia del ADN
nuclear en que el primero estd compuesto de moléculas circulares, topolégicamente
relajadas e interconectadas formando una uUnica red. Hay dos tipos de moléculas
circulares: los maxicirculos y los minicirculos (Liu et al. 2005). Los maxicirculos se
componen de 20 a 40 Kpb, estan presentes en unas pocas docenas y son analogos al
ADN mitocondrial de los eucariotas superiores, codificando los ARNr y subunidades de
la cadena respiratoria. Los minicirculos, mas numerosos y que van de 0,5 a 10 Kbp,
codifican ARNg (ARN guia) que modifican los transcriptos de los maxicirculos durante
el proceso de edicién del ARN (Lukes et al. 2005).
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Figura 4. Representacion esquemadtica de la morfologia y ultraestructura de T. brucei. En la imagen se

sefialan los organelos y estructuras subcelulares mas destacadas (Imagen modificada de De Souza 2008).

El sistema redox dependiente de tioles de estos organismos se compone del cofactor
redox de bajo peso molecular denominado tripanotion (N', NB bis-glutationil
espermidina), de la enzima que lo mantiene en su forma reducida, la tripanotién
reductasa, y de una bateria de oxidoreductasas (triparredoxina, glutarredoxinas vy
tiorredoxinas) que median la transferencia de electrones desde tripanotion a diversos
blancos moleculares (Manta et al. 2013). A diferencia de la mayoria de los eucariotas,
los tripanosomatidos carecen de glutatidon reductasa y tiorredoxina reductasa lo cual
explica la extrema dependencia de su metabolismo redox en la dupla
tripanotidn/tripanotion reductasa (Krauth-Siegel & Comini 2008). El tripanotion esta
formado por dos moléculas de glutation (GSH) unidas covalentemente a una molécula
de espermidina y reemplaza al GSH en la mayoria de las reacciones de intercambio
tiol-disulfuro de la célula. El dihidrotripanotion [T(SH),] es mas reactivo que el GSH,
una propiedad que se puede explicar por su naturaleza ditidlica y porque a pH
fisioldgico sus cisteinas se encuentran en su forma desprotonada o de tiolato, la cual
es mas reactiva para intervenir en reacciones de intercambio tiol-disulfuro (Moutiez et
al. 1994). Su naturaleza ditidlica favorece ademas la formacién de puentes disulfuro
intramoleculares luego de reacciones de oxidacién por uno o dos electrones,
previniendo la formacién de radicales sulfinilo (RSO0°®), una especie capaz de propagar
la oxidacidn a otras moléculas (Manta et al. 2013). Los niveles de tripanotidn varian a
lo largo del ciclo de vida del parasito, habiéndose reportado entre 0,1 y 0,34 mM para
T. brucei (Krauth-Siegel & Comini 2008). El tripanotidn participa de manera directa o
indirecta en diversas funciones celulares, tales como: el mantenimiento de la
homeostasis redox que en parte involucra los sistemas de defensa contra oxidantes, la
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sintesis de precursores de ADN catalizado por la ribonucleétido reductasa, la
detoxificacion de xenobidticos y metales pesados y la regulacion de los niveles de
poliaminas (revisado en Krauth-Siegel & Comini 2008; Comini et al. 2011; Manta et al.
2013).

Con respecto a la ediciéon del ARN mitocondrial, los tripanosomatidos emplean dos
mecanismos. El primero de ellos es exclusivo de dichos organismos e involucra la
insercion y delecién precisa de residuos de uridina, principalmente en la regidn
codificante de los ARNm de los maxicirculos para producir marcos abiertos de lectura
(Blum et al. 1990). Este sistema esta mediado por la superposicion de los ARNg que
indican los sitios a editar mediante corte y ligacion enzimaticos (Blum et al. 1990). El
segundo mecanismo de edicion deriva de otra caractéristica especifica del genoma
mitocondrial de estos organismos: ausencia de genes de ARNt e importacién de ARNt
mitocondriales del citosol (Lopes et al. 2010). Por lo que este sistema de edicién consta
de la modificacidon de C34 a U34 en el anticoddn de los ARNt importados, permitiendo
que los codones stop UGA sean leidos como triptéfano (Lukes et al. 2005).

Los tripanosomatidos transcriben policistrénicamente los genes nucleares que
codifican para proteinas que no estdn necesariamente relacionadas en funcién
(Martinez-Calvillo et al. 2010). Para la maduracion de los pre-ARNm utilizan cis y trans-
splicing que ocurre en el spliccosome, un complejo supramolecular de
ribonucleoproteinas (Figueroa et al. 2003). El cis-splicing (eliminacién de intrones) ha
sido observado en T. brucei pero es poco frecuente. El trans-splicing consta de dos
pasos de trans-esterificacion con la formacién de una estructura en forma de Y (Liang
et al. 2003).

1.5. Mecanismos de evasion de la respuesta inmune por T. brucei

Los tripanosomdtidos escapan de las defensas del hospedero gracias a dos
mecanismos principales: variacion antigénica y actividad inmunosupresora, ademas
algunas especies han desarrollado resistencia hacia un factor tripanolitico presente en
el plasma de mamiferos (Lecordier et al. 2005).

Debido a que todos los estadios de T. brucei son extracelulares, la principal forma de
evasion del sistema inmune del hospedero consiste en la variacion antigénica de sus
glicoproteinas de superficie (VSG del inglés variable surface glycoprotein). La superficie
del parasito esta cubierta por una capa densa de homodimeros de VSG unidos a la
membrana, que impide la lisis celular y que, si bien estas glicoproteinas son altamente
inmunogénicas, presentan una alta tasa de recambio (fendmeno conocido con el
nombre de variacion antigénica), lo cual impide al hospedador montar una respuesta
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inmune exitosa (Vincendeau & Bouteille 2005). T. brucei posee alrededor de 1.000
genes y pseudogenes que codifican VSGs, lo cual representa un 10% del genoma, de
los cuales solamente uno es transcrito por vez. El mecanismo de evasién consiste en
continuos cambios al azar del gen de VSG que esta siendo transcrito, permitiendo al
pardsito mantener un estado crénico de infeccion que puede durar afos. A su vez, la
variacion espontanea de las VSG es lo que da lugar a las tipicas ondas de parasitemia
que se explican en la Fig. 5 (Lecordier et al. 2005).

Prociclico

/ Proliferativa
Densidad

celular
A

Slender

&l

Proliferativa

Proliferativa

Tiempo

Fig. 5. Ondas de parasitemia y estados de diferenciacion mds relevantes en el ciclo de vida de T.
brucei. Al inicio de la infeccion, los parasitos se reproducen bajo la forma long slender. A medida que la
parasitemia aumenta se induce el pasaje a la forma short stumpy, la cual no es proliferativa pero capaz
de infectar al insecto vector y diferenciarse en su interior a la forma replicativa prociclica. El sistema
inmunitario del hospedero logra eliminar gran parte de los pardsitos (descenso en la curva de
parasitemia) pero paralelamente se generan clones con nuevas variantes de VSGs que no son
reconocidas por las inmunoglobulinas del hospedero, lo cual le permite al patégeno proliferar y producir
una nueva onda de parasitemia (Matthews et al. 2004).

Como se muestra en la Fig. 6, las VSG tienen diversos efectos en otros elementos
inmunitarios tales como la induccién de la sintesis de autoanticuerpos por mimetismo
molecular con los tejidos del hospedero (los cuales ocasionan lesiones tisulares), la
persistencia en la produccion de citoquinas, particularmente del factor de necrosis
tumoral (TNF)-a (Tachado & Schofield 1994).

Ademas existen otros componentes estructurales y factores secretados por los
tripanosomas que afectan la produccién de importantes moléculas del sistema inmune
del hospedero, como ser el TLTF (T lymphocyte triggering factor) que estimula la
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produccién de interferon (IFN)-y por las células T, el cual actua como factor de
crecimiento para los parasitos (Olsson et al. 1991).

T

:V 2 \

&
| J N '

IFN-y L-ornithine TNF-o, NO Autoanticuerpos
Crecimiento parasitario Inflamacién Lesiones tisulares
Caqueccia

Fig.6. Activacion de células del sistema inmune mediada por tripanosomas. Linfocitos tipo T (TL) y B
(BL) junto con macréfagos (M@) son activados por los tripanosomas (T), lo cual induce la produccidn de
distintas moléculas con potencial de ocasionar efectos nocivos en los tejidos del hospedero y/o
favorecer el crecimiento parasitario (TLFT: T lymphocyte triggering factor; IFN-y: interferon tipo y, TNF-
a: factor de necrosis tumoral a, L-ornithine: L-ornitina, NO: 6xido nitrico) (Vincendeau & Bouteille 2005).

1.6. Modelo murino de infeccion experimental

Las poblaciones de parasitos utilizadas para la experimentacién son lineas adaptadas al
laboratorio, las que tras sucesivos pasajes en roedores de experimentaciéon han
perdido o reducido la capacidad de diferenciarse a la forma short stumpy. Debido a su
homogeneidad morfoldgica, dichas poblaciones han sido denominadas monomorficas.
Debido a esto la infeccién producida en ratones de experimentacion es equivalente a
una infeccién aguda. Es decir, la densidad de parasitos en sangre aumenta de manera
descontrolada hasta ocasionar la muerte del animal sin que se observen, al menos en
infecciones llevadas a cabo con pardsitos de cepa silvestre, las tipicas ondas de
parasitemia que ocurren en las infecciones naturales (Matthews et al. 2004). Una
ventaja fundamental de la utilizacion de lineas monomorficas es la estabilidad
antigénica, que permite estudiar los mecanismos moleculares de la expresién de
antigenos de superficie (Barry & McCulloch 2001). Por otro lado este modelo de
infeccion agudo permite realizar valoraciones y estudios rapidos de funcionalidad de
genes vy eficacia terapéutica.
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Limitaciones éticas y practicas en la investigacion de las tripanosomiasis en
condiciones naturales han llevado al desarrollo de diferentes modelos animales. En ese
sentido, el modelo murino se convirtio en una poderosa herramienta de estudio
debido a la diversidad de fenotipos disponibles (cepas transgénicas y KO), la existencia
de variadas estrategias de estudio y el vasto conocimiento de la fisiologia de estos
animales (Antoine-Moussiaux et al. 2008).

En primer lugar, los ratones criados en laboratorio han permitido estudiar las
variaciones naturales en la susceptibilidad y patogenicidad de las tripanosomiasis. Esto
posibilitd la confeccion de un ranking de supervivencia de las diferentes cepas de
ratones, demostrandose que esta depende del acervo genético de hospedero vy la
subespecie/cepa de parasito, asi como de la interaccién entre ambos. La existencia de
cepas susceptibles y resistentes posibilité el estudio de la herencia y los mecanismos
de resistencia empleados por el hospedero (Antoine-Moussiaux et al. 2008).

La posibilidad de generar ratones knock-out (KO) constituye otra de las mayores
ventajas que ofrece el modelo murino. Por ejemplo, el empleo de animales
transgénicos ha resultado muy util para investigar la susceptibilidad a Ia
tripanosomiasis, debido a que la neutralizacion por anticuerpos de factores
inmunitarios, técnica aplicada previamente, no es completamente eficiente. En otros
casos, ha sido posible complementar estudios terapéuticos realizados sobre ratones
KO (Antoine-Moussiaux et al. 2008).

1.7. SELENOPROTEINAS y SELENOCISTEINA

1.7.1. SELENOCISTEINA

El selenio (Se) es un elemento traza esencial en la dieta y esta presente en las
proteinas en forma de selenocisteina (Sec, en cédigo de tres letras; U, en cddigo de
una letra). Sec es un andlogo de la cisteina (Cys), que contiene selenio en lugar de
azufre (Cone et al. 1976).(Fig. 6.)

Una diferencia importante entre Sec y Cys es el pKa: en tanto el pKa de Cys es 8,3, el
de Sec es de 5,2, lo cual implica que a pH neutro el tiol de Cys esta mayoritariamente
en su forma neutra (protonada), en tanto el grupo selenol de Sec estd cargado
negativamente, como selenolato (ver Fig. 6.); ademas el dtomo de Se tiene mayor
polarizabilidad que el del S. Estas caracteristicas confieren mayor nucleofilia al atomo
de Se (con respecto al S) en un rango mas amplio de pH, y por tanto una mayor
reactividad. Las enzimas que contienen Sec en el sitio activo son, por norma,

15



cataliticamente mas eficientes que las homdlogas que contienen Cys (Stadtman 1996)
y de hecho, Sec es la forma biolégicamente activa del selenio (Fomenko 2012).

Selenocisteina (Sec) Cisteina (Cys)
pKa = 5.2 pKa = 8.3
O O

S
© Se ©

O O H

@ NH3 D NH;

Figura 6. Estructura quimica de la selenocisteina (Sec) y de la cisteina (Cys). Debido a sus pKa a pH
fisioldgico la cadena lateral de la Sec estd cargada negativamente, no asi la de Cys. Dependiendo del
contexto proteico el pKa del grupo selenol de Sec y del grupo tiol de Cys puede variar (Salinas 2010).

1.7.2. Via de incorporacion de Sec

Sec es codificada por un codén UGA (un coddn que usualmente especifica la
terminacidn de la sintesis de la cadena polipeptidica) reprogramado para codificar Sec
por un elemento de incorporacion de Sec (elemento SECIS, del inglés Sec Insertion
Sequence) presente, exclusivamente en los ARNm de las selenoproteinas (Fig. 7.)
(Chambers et al. 1986). El elemento SECIS se encuentra en la regién 3" no traducida
(3’"UTR) de organismos eucariotas (Zinoni et al. 1990) y posee una estructura de “tallo-
bucle” conservada y variabilidad de secuencia (Salinas 2010).

A diferencia de los aminoacil-ARNt convencionales, que son reconocidos por un factor
de elongacién general, denominado EF-Tu o eET-1, que media la incorporacién de los

aminoacil-ARNt al ribosoma, el selenocisteinil-ARNt>*

es reconocido por un factor de
elongacion especifico, denominado SelB o EF-Sec, el cual reconoce ademas de GTP y
ARNt>, al elemento SECIS del ARNm y media la incorporacién del ARNt>* al ribosoma.
En eucariotas el factor de elongacién que une Sec-ARNt™® no interacciona
directamente con el elemento SECIS, sino a través de la proteina de unién a SECIS,
denominada SBP2 (Caban & Copeland 2006) ademds, otras proteinas como la proteina
ribosomal L30 participa en el proceso de descodificacién (Chavatte et al. 2005). La Fig.

7 resume el mecanismo de incorporacion de Sec en eucariotas.
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Figura 7. Incorporacion de selenocisteina a la sintesis proteica en eucariotas. El elemento SECIS une a
la proteina SBP2, que recluta al factor de elongaciéon de Sec (EFSec) y al ARNE™S; luego de la asociacion
con el ribosoma, SBP2 es desplazada del elemento SECIS por la proteina ribosomal L30. El cambio

conformacional del elemento SECIS promueve la hidrélisis de GTP y la liberacién del ARNt* al sitio A del

ribosoma (Caban & Copeland 2006).

1.7.3. Via de sintesis de Sec

Sec es un aminodcido insertado de forma cotraduccional y codificado por el coddn stop
UGA. La sintesis de Sec ocurre exclusivamente sobre su ARNt (no existe la sintesis del
aminodcido libre). EI ARNt>* es previamente aminoacilado con serina, por una seril-
ARNt sintetasa convencional (la misma enzima que cataliza la formacion de seril-
ARNt>®") dando lugar a seril-ARNt>* (Salinas 2010). En Eucariotas, el paso siguiente

consiste en la formacién de fosfoserina (Sep) por la quinasa fosfoseril-ARNt™*¢ (PSTK).

Sec Sec

Finalmente, la Sep-ARNt™" es convertida en Sec-ARNt™" por la accidon de Sep-ARNt:Sec-
ARNt sintasa (SepSecS) (Schwarz & Foltz 1957). La Fig. 8. resume la sintesis de Sec
sobre su ARNt (Xu et al. 2007). El &tomo de Se proviene de selenofosfato, el cual es
sintetizado por la selenofosfato sintetasa (SPS2 en eucariotas) a partir de selenuro y
ATP (Salinas 2010).
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Figura 8. Biosintesis de selenocisteina en eucariotas. E| ARNt™ es aminoacilado por la seril-ARNt

Sec

sintetasa (SerS), el residuo de serina es fosforilado por la O-fosfoseril-ARNt™ quinasa (PSTK) para dar

lugar a O-fosfoseril-ARNt™, que es convertido en selenocisteinil-ARNt>* por la selenocisteina sintetasa
(SecS). SecS tiene también como sustrato al selenofosfato (SeP), cuya sintesis es catalizada por la
selenofosfato sintetasa (SPS2) a partir de selenuro y ATP (Leinfelder et al. 1990). Esquema tomado de
(Xu et al. 2007).

1.7.4. Selenoproteinas y selenoproteomas

Las proteinas que contienen selenocisteina son denominadas selenoproteinas, las
cuales pertenecen a un subgrupo de tiol-oxidorreductasas (Fomenko 2012).

A su vez, las tiol-oxidorreductasas representan un grupo diverso de proteinas que
tienen en comun el hecho de poseer una Cys catalitica en su sitio activo. En algunos
casos la Cys catalitica es sustituida por Sec. Las sustituciones Cys/Sec han sido
observadas Unicamente en sitios activos de varias oxidorreductasas (Fomenko et al.
2007) y dicho reemplazo se relaciona con las propiedades nucleofilicas del selenio, lo
gue hace a Sec mas eficiente en relacion a Cys.

La secuenciacion de genomas completos, junto al desarrollo de herramientas
bioinformaticas para detectar selenoproteinas permitié determinar selenoproteomas
completos, y descubrir nuevas familias de selenoproteinas. Estas estrategias
informaticas se basaron en i) detectar la presencia de elemento SECIS “secuencia
abajo” de un codén UGA en marco, y ii) analizando las secuencias posteriores a UGA; a
esta Ultima estrategia ayudd enormemente la observacion de que la mayoria de los
genes de selenoproteinas poseen homaélogos en los cuales Sec es reemplazado por Cys
(Salinas 2010). Estos estudios revelaron que los organismos que incorporan Sec lo
hacen en un numero muy reducido de proteinas, y mostraron que los
selenoproteomas de diferentes taxa varian tanto en el nimero como en el tipo de
familias de selenoproteinas encontradas. A manera de ejemplo sdélo wuna
selenoproteina existe en el gusano Caenorhabditis elegans y 25 en el ser humano
(Kryukov et al. 2003).
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1.7.5. Selenoproteinas en Tripanosomatidos

El selenoproteoma de los Tripanosomatidos consta de tres selenoproteinas: SelK, SelT
y SelTryp. Las dos primeras estdn presentes en otros organismos eucariotas, mientras
que SelTryp seria exclusiva de tripanosomatidos (Lobanov et al. 2006).

SelK se encuentra en eucariotas primitivos y existen diversos homaélogos eucariotas
con Sec y con Cys (Fomenko 2012). Es una selenoproteina pequefia, de 94 residuos
aminoacidicos (Hoffman 2012), cuya estructura secundaria es laxa, lo que es poco
frecuente dentro en las selenoproteinas. Contiene una Unica a hélice transmembrana
en su segmento N-terminal que la dirige a la membrana del reticulo endoplasmatico
(RE), si bien no es claro hacia que compartimento (citosol o RE) estd orientado el
presunto sitio activo. El residuo Sec se encuentra cercano al extremo C-terminal dentro
de un motivo CxxU (residuo 92) (Hoffman 2012), lo que sugiere funciones redox
(Hatfield et al. 2012). Diversos ensayos sugieren multiples roles de Sel K, tales como
proteccion contra el estrés oxidativo en cardiomiocitos, regulacién del estrés en RE y
facilitacion del flujo de calcio en células inmunitarias durante la activacién mediada por
receptor (Hoffman 2012).

SelT presenta plegamiento similar al de las tiorredoxinas, su funcién es desconocida, si
bien se sugiere un rol antioxidante debido a que esta proteina posee un motivo redox
N-terminal del tipo CxxU o CxxC en una unidad de plegamiento tiorredoxina (Trx) y que
estudios de knockdowns de SelT en fibroblastos de ratones resultaron en la activacién
de la expresién de otra proteina miembro de su subfamilia, llamada SelW (Hatfield et
al. 2012). SelT pertenece a una subfamilia de proteinas con plegamiento tiorredoxina,
denominada redoxina, que ademas del sitio redox antes mencionado contienen un
motivo tGxFEI(V) (donde las mayusculas corresponden a los residuos altamente
conservados, las mindsculas a los residuos mas frecuentemente observados en esa
posiciéon y la x se refiere a cualquier residuo) conservado en la region C-terminal. Esta
familia incluye las cuatro selenoproteinas de mamiferos (SelT, SelV, SelW y SelH) y
otras proteinas presentes en los tres dominios de lo viviente.

SelTryp parece ser exclusiva del linaje de los Tripanosomatidos (Lobanov et al.
2006). Presenta un dominio metalo-B-lactamasa en la region N-terminal y dos
dominios rodanasa (en los residuos aminoacidicos 500-585 y 621-774), Sec en el
motivo CxxU en la regidn carboxilo-terminal, ademads de una posible secuencia sefial N-
terminal ver figura 9. Si bien su funcidn es desconocida, la presencia del motivo redox
CxxU hace presuponer una funcién redox para esta selenoproteina (Lobanov et al.
2006).
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Figura 9. Dominios estructurales de SelK, SelT y SelTryp de T. b. brucei. Se indica el nimero de los
residuos aminoacidicos asi como los dominios principales y la ubicacion de la selenocisteina (Hatfield et

al. 2012 y Lobanov et al. 2006).
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2. Objetivos

2.1. Objetivo general

Profundizar en la caracterizacién bioldgica de la linea celular SepSecS KO de T. brucei y
producir SelTryp de forma recombinante.

2.2. Objetivos especificos

1. Andlisis comparativo del patrén de crecimiento de las lineas celulares WT vy
SepSecS KO de T. brucei

2. Andlisis comparativo de la sensibilidad/tolerancia a perdxido de hidrégeno de
las lineas celulares WT y SepSecS KO de T. brucei

3. Evaluacién de la capacidad infectiva de las lineas WT y SepSecS KO de T. brucei
en un modelo murino de infeccién aguda

4. Produccién de la forma recombinante de SelTryp, purificacién en condiciones
desnaturalizantes y renaturalizacién

3. Antecedentes

Diversas técnicas que disminuyen o anulan la expresién de genes han sido utilizadas en
T. brucei para realizar estudios funcionales de genes, entre ellas se encuentran el
reemplazo génico o knock-out (KO), la sobreexpresion inducida de proteinas en su
forma salvaje o bien mutadas (dominantes negativos) y el silenciamiento pos-
transcripcional de genes por ARN de doble cadena.

El reemplazo génico por recombinacion homadloga o sitio dirigida, conocida con el
nombre de KO, permite abolir totalmente la expresidon del gen en estudio. En esta
estrategia, el reemplazo de genes se logra transfectando células con un plasmido
linealizado que contenga un marcador de seleccidon contra un antibidtico especifico,
flanqueado por las secuencias 5" y 3" UTR del gen blanco las cuales marcaran el sitio de
insercion correspondiente a nivel cromosomal (Gueiros —Filho & Beverley 1996). Dado
gue los tripanosomatidos son organismos diploides (es decir contienen pares de
cromosomas homologos), un KO completo para un gen de copia Unica (o multiple
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copia, si las mismas se encuentran en tandem) requiere dos rondas de recombinacion
para reemplazar las secuencias en cuestidn. Este evento puede ocurrir por segregacion
de cromosomas seguido de reemplazo molecular al cultivar los KO hemicigotos en
cantidades crecientes del antibidtico de seleccion, o mas comunmente, mediante la
transfeccidon del organismo con un casete de KO que contenga un segundo marcador
de seleccién diferente al empleado en el primer evento recombinatorio (Lorenz et al.
1998).

Otras técnicas genéticas empleadas para interferir con la funcién de proteinas incluyen
el silenciamiento postranscripcional (o interferencia por ARN doble cadena) vy la
sobreexpresién de mutantes no funcionales de la proteina en estudio. El
silenciamiento postranscripcional de genes por medio de ARN de doble cadena ha sido
utilizado con éxito para el estudio funcional de genes en T. brucei (Ngo et al. 1998). En
el mismo, el blanco del ARN interferente es ARN mensajero citoplasmatico cuya
degradacidon es marcada por la presencia pequefios ARN complementarios a la
secuencia del transcripto y es llevada a cabo por un complejo enzimatico conocido
como RISC (RNAI silencing complex) cuyos componentes se encuentran en T. brucei y
algunas especies de Leishmania, pero no en T. cruzi (Bass 2000). Los pequefios ARNs
gue sirven como cebos para que se produzca el reconocimiento de la secuencia blanco
y su posterior degradacion pueden ser introducidos al organismo por electroporacién
o bien pueden ser producidos a nivel endégeno por la accién de una ribonucleasa
(DICER) que convertird el ARN doble hebra molde en pequefios ARNs. Esta ultima
estrategia ofrece la posibilidad de generar sistemas de ARNi inducibles y por lo tanto
lineas celulares transgénicas estables. Para producir in situ ARN doble hebra de un
fragmento del gen blanco se emplean vectores con promotores regulables (inducibles
por tetraciclina) e integrados al genoma de la célula (Hammond et al. 2001).

La sobreexpresion de un mutante no funcional, o dominante negativo, de la proteina
en estudio resulta de gran utilidad cuando el gen codificante para la misma esta
presente en multiples copias, o en tandemes que incluyen otros genes, ya que la
creacion de un KO seria imposible o muy dificultosa (Clayton 1999), y también cuando
la técnica de ARNi no estda disponible (por ej. en el caso de T. cruzi). Esta estrategia se
aplica muy bien para el estudio de funcionalidad de proteinas que forman parte de
complejos y/o de aquellas que para cumplir su funcién deben interaccionar con otra(s)
proteina(s) y/o consigo misma formando oligdmeros (Tovar et al. 1998).

El grupo de investigacién del Dr. Schneider de la Universidad de Berna, Suiza, cred
lineas celulares KO de PSTK y SepSecS, lo cual permiti6 demostrar que estas dos

¢ en T.

proteinas son requeridas individualmente para la formacion de Sec-ARNt
brucei prociclico, aunque dicho proceso no resulté indispensable para el crecimiento

de esta forma de parasitos en condiciones de crecimiento in vitro (Aeby et al. 2009).
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El mismo grupo produjo ademas el KO de SepSecS en la forma sanguinea de T. brucei
con el fin de determinar si el metabolismo de selenocisteina es esencial para la
viabilidad de la forma infectiva del parasito. De estos estudios concluyeron que T.
brucei puede prescindir totalmente de la sintesis de selenocisteina, al menos en
condiciones de cultivo (in vitro).

Por otro lado Costa y col. propusieron que la via de sintesis de selenocisteina es
relevante en la proteccion contra el estrés oxidativo a largo plazo (Costa et al. 2011).
En dicho trabajo se realizaron experimentos de interferencia de ARN contra la
selenofosfato sintetasa SPS2 de T. brucei, enzima responsable de producir
monoselenofosfato, forma reducida altamente reactiva de selenio necesaria para
producir Sec (Glass et al. 1993). En los ensayos de estrés por perdxido de hidrégeno
encontraron que una reduccién en los niveles de SPS2 sensibilizd contra el estrés
oxidativo a pardsitos mantenidos en condiciones de cultivo subdptimas (Costa et al.
2011). Sin embargo, hay resultados contradictorios respecto a si las selenoproteinas
aportan proteccion contra el estrés oxidativo (Aeby et al. 2009). Por ejemplo Aeby y
colaboradores (2009) compararon el crecimiento de las lineas WT y KO de SepSecS a
concentraciones crecientes de perdxido de hidrégeno y si bien el crecimiento de
ambas lineas celulares se vio afectado de forma severa, no se registraron diferencias
significativas entre ambas lineas celulares; lo que se contrapone con los resultados
obtenidos por Costay col. con el ARNi de SPS2 (2011).

En el presente trabajo se llevaron a cabo estudios de proliferacién celular, estrés
oxidativo e infectividad en un modelo murino de tripanosomiasis africana con la forma
sanguinea de T. brucei linea celular WT y SepSecS KO. Los ensayos in vivo constituyen
un aporte original de este trabajo y fueron realizados con el fin de determinar si el
metabolismo de Sec cumple algin rol importante en la forma aguda del proceso
infeccioso por T. brucei. Teniendo en cuenta que la funcién de la mayoria de las
selenoproteinas tiene un componente redox (por ej. actian como oxidorreductasas
gue previenen o reparan el dafo oxidativo de diversos componentes celulares vy
regulan el estado redox de proteinas), que la generacidon de especies reactivas del
oxigeno (oxidantes) forma parte de uno de los mecanismos de defensa innata que
implementa el huésped mamifero frente a la infeccion (Gutteridge & Halliwell 2000) y
los resultados obtenidos por de Costa y col. en sus estudios in vitro, se espera que al
infectar ratones con la linea celular KO en SepSecS, esta no sea capaz de producir la
enfermedad, o al menos la misma se desarrolle de forma atenuada.

Por otro lado, se trabajo en la optimizacion de la expresién y purificacidn de SelTryp de
T. cruzi con el fin de lograr producir proteina en cantidad y calidad suficiente para
posibilitar su futura caracterizacion bioquimica y la produccién de anticuerpos
especificos.
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4. Materiales y métodos

4.1. Lineas celulares y condiciones de cultivo

Las lineas celulares utilizadas corresponden a la forma sanguinea de T. brucei brucei
cepa Lister 427 linea celular 449 en su version WT y doble KO de SepSecS.

Los cultivos se realizaron en medio HMI-9 completo suplementado con 10 % (v/v)
suero fetal bovino, con antibidticos (ver Tabla 1) e incubando en forma aerdbica a 372C
en estufa gaseada con 5% de CO2.

Tabla 1. Composicion del medio HMI-9

Medio HMI-9 basico  Iscove’s Modified Dulbelcco’s Medium

Suplementos Stock mL/L de medio
Bactocuproina 2,82 mg/mL 10
Timidina 3,9 mg/mL 10
Hipoxantina 13,6 mg/mL 10
L-cisteina 18,2 mg/mL 10
B-mercaptoetanol 143 M 0,014

Antibidticos
Penicilina/Estreptomicina 0,01 pug/mL
Fleomicina 0,2 ug/mL

4.2. Determinacion de la densidad celular

Las células fueron contabilizadas por medio de cdmara de Neubauer y por citometria
de flujo, segln el caso.

Para determinar la densidad celular con la cdmara de Neubauer, 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 suspensién celular se
transfirid directamente a una camara de Neubauer mejorada o se diluyé previamente
en PBS 1 % (p/v) glucosa para facilitar el recuento celular. Las células viables (definidas
como moviles 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 [(n1/4 + n2/4)/2] se multiplicé por 1 x 10* para obtener el
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numero de células por mL. En caso de corresponder, este valor se afecté por el factor
de dilucién.

La citometria de flujo evalla las propiedades de refraccion y dispersién luminica, asi
como la fluorescencia propia o de algin marcador que posea una célula o particula
conforme esta pasa a través de un rayo de luz; puede ser utilizada para evaluar la
densidad celular de numerosas muestras de forma rdpida y eficiente. El agregado de
perlas cuantificadas a la muestra en estudio permite determinar el volumen analizado
y de esta forma poder estimar un valor de densidad celular absoluta (células/mL).

Para determinar la densidad celular por medio de esta técnica se empled un citémetro
Cyan-ADP de la firma Beckman Coulter, disponible en la Unidad de Biologia Celular del
Institut Pasteur de Montevideo (IPMon). En una primera instancia y con asistencia de
personal técnico de dicha unidad se establecié un protocolo de adquisicién donde
distintos pardmetros (por ej. voltaje, ganancia, velocidad de adquisicion) fueron
ajustados empleando como muestras de calibracién una suspensién de parasitos y
perlas fluorescentes conjugadas a FITC (isotiocianato de fluoresceina). Las muestras a
ser analizadas fueron procesadas como sigue: los cultivos celulares se homogeneizaron
sacudiendo la botella de cultivo brevemente o por pipeteo repetido en los pocillos de
las placas de cultivo. A continuacion se tomé una alicuota de 250 plL de la suspension
celular y se agregaron 5 uL de una solucién de perlas fluorescentes (CountBrightT'vI
Absolute Counting Beads, Molecular Probes-Invitrogen) conteniendo 0,46 x 10°
perlas/50 pL de solucion. Junto con las células el citdmetro cuenta un nimero de
perlas predeterminado (alrededor de 500 a 1000) que se fija segun el rango de
densidad celular del cultivo. A partir del niumero de perlas se calcula el volumen de la
muestra analizada, y con este dato mas el nimero de células contadas en la misma se
puede obtener el valor de densidad celular (ver ecuacion 1).

necélulas . 1.84 x 10* perlas/mL
Densidad de parasitos = P /

[células/mL) ne perlas

Ecuacion 1. Formula empleada para el recuento de parasitos por citometria de flujo.

Para distinguir las células muertas se agregd ioduro de propidio (IP) a una
concentracion final de 200 pg/mL. Este colorante presenta una baja permeabilidad y
gran afinidad por intercalarse a los acidos nucleicos, posibilitando el marcado de
células que perdieron la integridad de su membrana plasmatica, como es el caso de
células no viables.
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Durante las adquisiciones los fluoréforos (FITC e IP) fueron excitados con linea de laser
de 488 nm, mientras que las células fueron distinguidas de acuerdo a su tamafio por
dispersion frontal de la luz.

4.3. Determinacion de la curva de crecimiento y tasa de duplicacion

Para realizar la determinacién de la curva de crecimiento de las dos lineas celulares se
realizaron cultivos en 10 mL de medio HMI-9 completo suplementado con 10% (v/v)
suero fetal bovino y antibiéticos e incubando en forma aerdbica a 379C en estufa
gaseada con 5% de CO2. La densidad celular inicial fue de 1 x 10* células/mL. Cada 24
horas y hasta no detectar parasitos vivos en ambos cultivos se realizaron recuentos
celulares por duplicado utilizando la cdmara de Neubauer.

Para calcular el tiempo de duplicacién de cada linea se utilizo la siguiente ecuacién:
D2= Dl e—kx(tZ—tl)

D2: numero de células al tiempo 2

D1: nimero de células al tiempo 1

k= velocidad de crecimiento especifica
t, —t;: intervalo de tiempo

Despejando se obtiene el valor de k de acuerdo a la siguiente férmula: k=-1In(D2/D1)/ t2-t1
Luego con k se puede calcular el tiempo de duplicacién (Td) de acuerdoa: Td=In2/k

4.4. Tratamiento de parasitos con peroxido de hidrogeno

Con la finalidad de analizar el efecto del agente oxidante perdxido de hidrégeno sobre
la proliferacion de las lineas celulares WT y SepSecS KO de T. brucei, parasitos de
ambas lineas celulares provenientes de cultivos en fase de crecimiento exponencial
fueron centrifugados a 2.000 g durante 10 minutos a temperatura ambiente y diluidos
con medio de cultivo HMI-9 fresco de forma de obtener las densidades celulares
deseadas (1 x 10*, 5 x 10%, 1 x 10°y 5 x 10° parasitos/mL). A una placa de cultivo de 24
pocillos se transfiri6 1 mL por pocillo de cada una de estas suspensiones celulares y
luego se agregaron los volumenes correspondientes de solucion stock de H,0, 101 mM
para lograr distintas concentraciones finales del oxidante, de 10-500 uM. Las placas se
incubaron a 372C en estufa gaseada con 5% de CO, y se tomaron muestras a distintos
tiempos para determinar la densidad y viabilidad celular.

Se realizaron dos tipos de ensayos para determinar la sensibilidad de T. brucei WT y
SepSec KO frente a estrés oxidativo generado por H,0;:
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A) cultivos de ambas lineas celulares iniciados a una densidad de 1 x 10° células/mL
fueron tratados con 10, 50, 100, 250 y 500 uM H,0, durante 24 horas. En ambos casos
se incluyd un cultivo control no tratado. La densidad celular se determind a las 7 y 24
horas de iniciado el experimento.

B) cultivos de ambas lineas celulares a diferentes densidades celulares (1 x 10%, 5 x 107,
1x 105y 5x 10° parasitos/mL) fueron tratados con 50 o 500 uM de H,0, durante 15
horas. En ambos casos se incluyé un cultivo control no tratado. La densidad celular se
determind alas 2, 4, 7 y 15 horas de iniciado el experimento.

4.5. Infeccion de ratones

Un total de 24 ratones hembras de la cepa BALB/c) de entre 6-8 semanas de edad
fueron usados en los ensayos. La cria y experimentacion con los ratones se realizé bajo
condiciones SPF (Specific Pathogen Free) en el bioterio de la Unidad de Animales
Transgénicos y de Experimentacion del IPMon. Los animales fueron mantenidos en
jaulas individuales ventiladas con presidn negativa (Sealsafe rack, Tecniplast, Milano,
Italy), en ambiente controlado a 20 £+ 12C con 40-60% de humedad relativa en un ciclo
de luz / oscuridad de 14 hr/10 hr respectivamente. La comida y el agua fueron
administradas ad libitum. Todos los procedimientos experimentales han sido
aprobados por el Comité de Cuidado Animal del IPMon y respetaron las normas
nacionales (Ley Nacional nro. 18.611) e internacionales (FELASA) en relacién a los
protocolos de trabajo con animales de laboratorio.

Los ratones fueron infectados mediante una Unica inyeccién intraperitoneal de 1 x 10*

parasitos infectivos suspendidos en 0,3 mL de medio fresco HMI-9. Los grupos
experimentales fueron los siguientes: animales infectados con la cepa WT de T. brucei,
y animales infectados con la cepa KO. Para el primer y segundo experimento de
infeccion se empleo un n de 7 y 5 animales, respectivamente, por grupo de estudio
(WT y KO). El estado de salud y supervivencia de los animales fue monitoreado
diariamente en busca de signos de dolor o malestar. Los niveles de parasitemia de los
ratones fueron determinados regularmente en muestras de sangre extraidas del seno
submandibular. Entre 5-30 pL de sangre fueron colectados en un tubo estéril
conteniendo 1 pL del anticoagulante compuesto de acido tetra-acético tri-potasio
etilen-diamida (K3 EDTA). Luego de enérgica homogeneizacidn, una alicuota fue diluida
1:20 en una solucién hipotdnica (BD Pham Lyse) para lisar los eritrocitos, incubada por
dos minutos a temperatura ambiente y diluida nuevamente en PBS-1% (p/v) glucosa si
la densidad de parasitos superaba 10° células/mL. Los parasitos fueron contabilizados
en un microscopio invertido usando cdmara de Neubauer. Los ratones presentando un
estado de salud deteriorado y/o una parasitemia en sangre > 108 células/mL fueron
sacrificados por razones de ética.
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Los datos de supervivencia para ambos grupos en estudio fueron sometidos a analisis
estadistico empleando el test de log rank (Bewick et al. 2004).

4.6. Produccidon recombinante de SelTryp

Se disponia del plasmido pET28a(+) conteniendo la secuencia codificante de SelTryp de
T. cruzi cepa CL-Brener (plasmido pFIO1, provisto por el laboratorio de la Catedra de
Inmunologia; Instituto de Higiene de la UdelaR) en posicion C-terminal a una cola de
poli-histidina, el cual fue utilizado para la produccion de Seltryp recombinante. Para la
misma se transformaron con pFIO1 células Escherichia coli BL21 DE3 y Shuffle
mediante choque térmico. Se agregaron 3 uL de plasmido pFlO1 a una alicuota de 100
ul de E. coli BL21 DE3 y Shuffle competentes, previamente descongeladas en hielo; la
mezcla se mantuvo en hielo por 30 minutos. Luego se incubd la mezcla en bafio de
agua a 42 2C durante dos minutos. A continuacidn se agregd una alicuota de 900 pl de
medio SOC (el cual contiene 20 g/L triptona, 5 g/L extracto de levadura, 3,6 g/L glucosa
0,5 g/L NaCl, 0,186 g/L KCL, 0,96 g/L MgCl,, pH 7) y se las incubd por una hora a 37 C.
Finalmente, 100 uL de cada reaccién de transformacién fueron distribuidos con ansa
en placas de LB agar conteniendo 30 pg/mL kanamicina e incubadas durante un dia en
estufa a 372C las E. coli BL21 DE3 y a 309C las E. coli Shuffle.
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Sistema de expresion pET
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Figura 10. Estructura del plasmido pET28a(+), utilizado para expresar T. cruzi SelTryp. Se muestran los
sitios de corte para distintas enzimas de restriccidn, el sitio de clonado multiple (barra negra), el sitio de
duplicacion (f1 origin) y el gen que le confiere resistencia al antibiético kanamicina (kan).

El sistema de expresion pET (Fig. 10.) esta disefiado con el fin de producir grandes
cantidades de proteina recombinante dentro de la célula anfitriona. Fue desarrollado
en 1986 por W. F. Studier y B. A. Moffatt, quienes crearon inicialmente un sistema de
expresion de polimerasas de ARN sumamente selectivo para la polimerasa del
bacteriéfago T7. Es extensamente utilizado por ser de facil manipulacién y porque
permite un alto nivel de produccién de proteina recombinante. Se basa en la
transformaciéon con plasmidos pET recombinantes de huéspedes de expresion,
generalmente cepas de E. coli que contienen una copia cromosémica de la ARN
polimerasa de T7 bajo control del operén lacUV45. En condiciones normales, el operdn
lacUV45 se encuentra inhibido por el represor lac, el cual puede ser desplazado por

una molécula de isopropil tiogalactésido (IPTG), un andlogo no hidrolizable de la
lactosa.

Tanto la expresidn del gen de la ARN polimerasa de T7 como la del gen recombinante
se encuentran controladas por el operdn lacUV45, por lo que el IPTG es necesario para
activar la transcripcién de los dos genes (Fig. 11). La presencia de la ARN polimerasa de
T7 es necesaria para la expresion de la secuencia exdégena ya que su promotor no es
reconocido por las ARN polimerasas de la célula anfitriona. Al igual que muchos
sistemas de expresién, el pET ofrece la opcidn de agregar secuencias de fusién a la
proteina recombinante que generalmente se utilizan para la purificacidon de la misma.
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Algunas cepas de E. coli, como BL21 (F-ompT hsdSB(rB—, mB-) gal dcm (DE3)
presentan una copia cromosdmica de la ARN polimerasa del bacteriéfago T7, bajo el
control de un derivado del promotor lac: lacUV45. lacUV45 tiene mutaciones
puntuales que aumentan la estabilidad del promotor, haciéndolo menos sensible a la
represion por catabolito y exclusivamente controlado por el represor lac (lacl), lo cual
permite la induccidn por IPTG aun en presencia de glucosa. La adicién de IPTG libera la
represién ocasionada por lacl, de forma en que se expresa la polimerasa T7, la que
transcribe el gen de interés, cuya expresién es también desreprimida por IPTG, tal
como se menciond antes.

La cepa Shuffle [F’lac, pro, lacl®/ A(ara-leu)7697 araD139 fhuA2 lacZ:T7 genel
A(phoA)Pvull phoR ahpC* galE (or U) galK Aatt::pNEB3-r1-cDsbC (Spec”, lacl®) AtrxB
rpsL150(Strt) Agor A(malF)3] es 6ptima para la produccion, en el citoplasma, de
proteinas que presentan enlaces disulfuros, ya que tiene deletados los genes que
codifican a la tiorredoxina reductasa y a la glutation reductasa. Ambas enzimas
abastecen con poder reductor a los sistemas redox dependientes de tioles de la célula,
los cuales contribuyen a mantener reducidos a los residuos de cisteina expuestos en la
superficie de las proteinas. Por lo tanto la ausencia de ambas enzimas genera un
ambiente redox intracelular mds oxidativo que favorece la formaciéon de enlaces
disulfuro en el citoplasma. Ademas dicha cepa expresa constitutivamente en el
citoplasma a la DsbC (disulfide bond isomerase), una enzima que cataliza intercambios
tiol-disulfuro de manera especifica, favoreciendo asi la formacién de enlaces disulfuros
correctos.

Seltryp presenta 18 Cys en T. cruzi, muchas de las cuales podrian estar formando
enlaces disulfuros, por lo que se considerd apropiada la expresion de su forma
recombinante en la cepa Shuffle de manera tal de aumentar las probabilidades que
tenga lugar su correcto plegamiento. Se ha observado ademdas que la DsbC puede
actuar como una chaperona que asiste en el plegamiento de proteinas mediante
mecanismos redox-independientes.

30



Figura 11. Esquema del sistema de induccion de la expresion de proteinas recombinantes en los
vectores de expresion de la serie pET. La presencia de IPTG en una célula anfitriona induce la sintesis de
ARN polimerasa de T7 al liberar la represion de la ARN-pol de E. coli; la T7 ARN-pol posee alta afinidad
por su promotor en el plasmido pET generando gran cantidad de transcripto de la secuencia
recombinante (Schrendina et al. 2010).

CH,OH
OH)—0_ S
OH

OH

Figura 12. Estructura del IPTG: Isopropyl B- D- 1-Tiogalactopirandsido: andlogo no hidrolizable de la
lactosa. Es un inductor artificial del operdn lac, el cual es utilizado en los laboratorios porque, a
diferencia de la allolactosa, inductor natural del operdn, el IPTG no puede ser hidrolizado por la célula
anfitriona, por lo cual su concentracidon no cambia a lo largo del experimento. El IPTG se une al represor
lacy lo libera del operédn lac, permitiendo asi la transcripcion de los genes del operdn.

4.7. Induccidn de la expresion de SelTryp

Se realizé un precultivo con cada cepa de E. coli transformada con pFlO1,
incubandolas toda la noche en un agitador orbital a 372C las E. coli BL21 DE3 y a 309C
las E. coli Shuffle con agitacion (200 rpm) en 10 mL de caldo LB con kanamicina (LB
Kan) a una concentracién final de 30 pg/mL.
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En primera instancia, se llevd a cabo la induccién de la expresion de SelTryp en
estas dos cepas de E. coli con el objetivo de comparar cudl de ellas rinde mayores
niveles de proteina recombinante.

Para la produccion de la proteina se realizaron cultivos de 400 mL de LB-kan en
matraces de 2 L con deflectores. Se inocularon con 4 mL del precultivo de 12 horas de
las cepas transformadas y luego se incubaron a 372C las E. coli BL21 y a 309C las E. coli
Shuffle con agitaciéon (200 rpm). Se monitored la densidad celular a través de la
densidad 6ptica (DO) de los cultivos a 600 nm. La induccién de la produccion de la
proteina recombinante se realizé a DO de entre 0,4 y 0,5 mediante el agregado de 400
pL de 100 mM IPTG (concentracidn final 100 uM IPTG). Los cultivos fueron incubados
durante toda la noche a 16 2C en agitacion (200 rpm). A continuacién, los cultivos
fueron centrifugados a 4000 rpm durante 20 minutos. Se tomaron fracciones de 1 mL
de cultivo antes de la induccidn y al final de la produccién para analizar la presencia de
la proteina recombinante por SDS-PAGE. Asimismo, se indujo la expresién de SelTryp
en un cultivo de BL21 DE3 en 500 mL de LB-Kan a 372C a DO= 1, con el fin de evaluar la
solubilidad de la proteina recombinante a mayor temperatura e induccién mas tardia.

El sedimento celular fue resuspendido en 10 ml de un buffer de lisis compuesto por
50mM NaH,P0,4, 300 mM NaCl, 10 mM Imidazol, 1 pug/mL lisozima y 2 ug/mL de
fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF, inhibidor de serin-proteasa), pH 8. La suspensién
se mantuvo en hielo por 1 hora y luego se lisaron las bacterias por ultrasonido
(sonicacién) aplicando 50 pulsos de 1 minuto a 80 W de potencia (espaciados por
pausas de 1 minuto) en un sonicador Omni-Ruptor 4000, manteniendo la muestra en
hielo durante la sonicacién. Luego el lisado se centrifugd a una velocidad de 20.000
rpm durante 10 minutos y 4°C en una centrifuga SIGMA. Se retuvieron el sobrenadante
y pellet para analizar ambas fracciones por electroforesis.

4.8. Purificacion de SelTryp en condiciones desnaturalizantes

En todas las condiciones ensayadas Seltryp resultd insoluble (ver resultados), por lo
que la purificacion de la proteina recombinante se realizd a partir de cuerpos de
inclusion y en condiciones desnaturalizantes, siguiendo el protocolo descrito por
Schmidt (2005).

El cultivo inducido fue centrifugado a 5.000 rpm por 20 min. El pellet conteniendo las
bacterias fue resuspendido con 50 mL del buffer 10 mM Tris, 150 mM NaCl, 1 mM
MgCl, , 50 pg/mL lisozima, 20 pug/mL DNAsa, pH 8. Se incubd 2 horas a temperatura
ambiente (RT) agitando con barra magnética; luego se centrifugé a 20.000 rpm por 20
minutos a 42C. El pellet fue resuspendido en 50 mL de buffer lisis: 10 mM Tris, 1 mM
EDTA, 1,8 % v/v IGEPAL (octil-fenoxipolietoxietanol, un detergente no idnico), pH 8 y se
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realizé6 una sonicacién fuerte a 150 WATTS durante 20 minutos, con pulsos de 0,8
segundos en un sonicador Omni-Ruptor 4000, manteniendo la muestra en hielo
durante la sonicacion. Los cuerpos de inclusidn fueron colectados por centrifugacion a
20.000 rpm por 20 minutos a 42C reteniendo el pellet. Luego se realizaron dos lavados
con agua y se resuspendié el pellet en 40 ml de agua destilada y se realizé una
sonicacioén suave durante 15 min a 90 WATTS con pulsos de 0,3 segundos de duracion,
manteniendo la muestra en hielo.

Luego se efectud una ultima centrifugacion a 20.000 rpm por 15 min a 42C y los
cuerpos de inclusiéon aislados fueron solubilizados en 10 mL del buffer conteniendo 8
M urea como agente caotrdpico, 10 mM mercaptoetanol y 20 mM glutatién reducido
(GSH). La solucién se conservd toda la noche en heladera a 82C. Los reductores se
incluyen para prevenir la formacién de enlaces disulfuros. Posteriormente, a esta
solucion se agregd por goteo 17 mL del buffer: 0,025 M Tris base (pH 9), 6 mM
glutation oxidado (GSSG) y 0,5 M Arg; resultando en una solucién que contiene menor
concentracién de urea y con el par redox GSH/GSSG (que facilitaria la ruptura y
generacién de enlaces disulfuros) y que contiene arginina para facilitar la solvatacion
de la proteina recombinante.

La solucidn resultante contiene entonces:

Urea 3M

Mercaptoetanol 3,7mM
Glutation reducido (GR) 7,4 mM
Glutation oxidado (GO) 3,7 Mm

TRIS 15,75 mM
Arginina 0,31 M
pH 8

Se conservé dicha solucién en la heladera a 4 C con agitacién durante 12 horas y
luego se diluyé al tercio con buffer 0,1 M Tris base pH 8.

4.9. Renaturalizacion de SelTryp

En primer lugar se intentd renaturalizar SelTryp por medio de dialisis a 42C. Para ello se
utilizaron 20 cm de membrana de didlisis de poro de 10 kDa (SelTryp tiene un peso
molecular aproximado de 93 kDa), para 40 ml de la solucién de proteina. El buffer de
dialisis fue 20 mM Tris base pH 8 conteniendo 300 mM NaCl.

Inicialmente se dializé contra 4 L del buffer y a las 24 horas fueron cambiados por otros
4 L, de esta forma se realizaron 2 diluciones 1/100, quedando finalmente 1/10.000.

33



Durante la didlisis SelTryp precipitd (ver resultados) por lo que se sometio a la solucion
de SelTryp en 1M urea, 0,1 M Arg, 1,23 mM Mercaptoetanol, 2,47 mM GR, 1,23 mM
GO a cambio de buffer en resinas de gel filtracién Sephadex G25 (columna PD10;
General Electric) removiendo separadamente la urea (dejando Arg) o arginina (dejando
urea).

Inicialmente se pre-equilibra la columna PD-10 con 6 mL de buffer de eluciéon: 1 M
urea, 70 mM Tris, 10 mM imidazol, pH 8, en el caso de quitar la Arg; y 0,1 M arginina,
70 mM Tris, 10 mM imidazol, pH 8 en caso de quitar la urea.

Luego se carga la columna con 2,5 mL de la solucion de SelTryp con 1 M ureay 0,1 M
arginina, y se pasan 5 mL del buffer de elucién (1 M urea, 70 mM Tris, 10 mM imidazol,
pH 8 en el caso de quitar la arginina, y 0,1 M arginina, 70 mM Tris, 10 mM imidazol, pH
8 en caso de quitar la urea) recogiendo los eluatos en fracciones de 0,5 mL.

4.10. Purificacion de SelTryp por cromatografia de afinidad por metales

Debido a que la urea fue identificada como el componente que mantiene a SelTryp
soluble y a que la arginina interfiere con la subsecuente purificaciéon por cromatografia
de metales, para la purificaciéon y enriquecimiento de la muestra, se gel filtré SelTryp
por medio de columna PD10 previo a utilizar columna de cobalto-NTA.

Se pasan 3 x 2,5 mL de la solucién de SelTryp en urea 1 M, 0,1 M Arg, 1,23 mM
Mercaptoetanol, 2,47 mM GR, 1,23 mM GO por la columna PD10 y cada aplicacion se
eluye con 4 mL de buffer de elucién (1 M urea, 70 mM Tris, 10 mM imidazol, pH 8),
descartando los primeros 0,5 mL y conservando los eluatos siguientes (2,5 mL). Este
buffer con el que se eluye de la PD10 (para remover la arginina) es el buffer utilizado,
en el siguiente paso, para la purificacion por metales y por ello contiene una
concentracion baja de imidazol.

Para la purificacion de SelTryp se utilizé una columna comercial de afinidad de cobalto-
acido nitrilo acético agarosa (Co-NTA, Invitrogen) que posee un grupo quelante
tetradentado que ocupa cuatro de los seis sitios de la esfera de coordinaciéon de un
cation de cobalto (Co®"). Los sitios de coordinacién libres pueden ser ocupados por
grupos amina presentes en el imidazol o la histidina. Esto permite que la matriz una
fuertemente péptidos conteniendo residuos de histidina consecutivos. A diferencia de
lo que ocurre con otros sistemas de afinidad, la interaccion de la matriz de Co-NTA no
depende de su conformacion tridimensional, por lo que puede ser utilizada tanto en
condiciones nativas como desnaturalizantes (Shchedrina et al. 2010).
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Fig.13. Esquema de las sucesivas etapas de purificacion de SelTryp a partir de los cuerpos de inclusion.

Las soluciones buffer utilizadas tanto para lavar la matriz como para la elucion de la
muestra poseen imidazol. Esta molécula es estructuralmente muy similar a la histidina,
por lo que compite con la misma por los sitios de unién al cobalto. Cuanto mayor sea la
concentracion de imidazol en el buffer, mayor porcentaje de proteinas seran eluidas
de la matriz.
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El empaquetado de la columna se realizd segun lo estipula el fabricante, colocando 1
mL de resina y luego agua. Se paso la totalidad del volumen de SelTryp obtenido de la
PD10 (12 mL). Posteriormente se lavé con 10 mL de buffer Urea 1 M (urea 1 M, Tris 70
mM, imidazol 10 mM, pH 8) y se pasaron 20 mL del buffer de elucién: Tris 20 mM,
imidazol 200 mM, pH 8; recogiéndose nueve fracciones de 0,8 mL (E1 a E9).

4.11. Analisis por SDS-PAGE

Las electroforesis en condiciones desnaturalizantes en presencia de SDS (dodecil
sulfato sddico) fueron realizadas siguiendo el protocolo convencional utilizando un gel
concentrador de acrilamida al 5 % p/v y uno de resolucion de 8-10 % p/v. Las muestras
se trataron con un volumen igual de tampdn de muestra [Tris-HCl 0,06 M pH 6,8,
glicerol 10 % (v/v), SDS 2 % (p/v), azul de bromofenol 0,001 % (p/v)] y se corrieron
siempre reducidas. Para ello se agregd DTT a una concentracién final en la muestra de
0,05 M. Previo a la electroforesis, las muestras se hirvieron durante 5 minutos en un
bafo de agua. Las electroforesis se realizaron en una cuba Bio-Rad Mini Protean lll, a
un amperaje constante de 40 mA, en buffer Tris-glicina [Tris 0,3 % (p/v), glicina 1,44 %
(p/v), SDS 0,1 % (p/v)]. Los geles se tifieron con azul de Coomasie R-250 por inmersion
en una solucion del colorante [0,1% (p/v) en solucién fijadora: metanol 40 % (v/v),
acido acético 10 % (v/v)] durante una hora y se destifieron con solucidon de acido
acético 10 % (v/v) durante toda la noche.

4.12. Cuantificacion de proteinas: determinacidon de proteina total en los
eluatos

Para determinar la concentracion de proteina total en las fracciones de elucién se
siguio el método de Bradford, el cual utiliza colorante Coomasie Blue G-250 como
reactivo. La técnica se basa en el cambio de longitud de onda del maximo de absorcién
de Coomasie Blue G-250 libre (465 nm) al unirse a proteinas (595 nm).

Como estandar se utilizé una solucidon de seroalbumina bovina (BSA) con la que se
realiz6 una curva de calibracién. Las medidas se realizaron por duplicado, en
microplacas de poliestireno de 96 pocillos. La solucién de reaccién contenia 250 uL de
reactivo de Bradford [0,1 mg/mL Coomasie Blue, 5 % (v/v) etanol, 8,5 % (m/v) acido
fosférico] y 5 pL de solucidon de proteina. La reaccidon se dejo transcurrir durante 5
minutos a temperatura ambiente, y luego se midid la absorcién a 620 nm en un lector
de microplacas Fluo Star Optima de la marca bMG.

Como blanco se utilizd el buffer de elucidn de la columna de Co-NTA.
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4.13. Ultrafiltracion de la SelTryp recombinante de T. cruzi

La muestra de SelTryp eluida de la columna de Co-NTA fue sometida a un cambio de
buffer y concentracidén previo a la cromatografia de filtracion en gel. Para ello 5,5 mL
de muestra conteniendo 250 mg proteina/mL en 20 mM Tris pH 8, 300 mM NaCl y 200
mM imidazol fue transferida a un tubo Amicon con filtro de 30 kDa de cut-off y
diafiltrada por centrifugacion a 8.000 g a 4°2C durante el tiempo necesario para
concentrar la muestra hasta un volumen de 500 pL. Luego se agregaron 4,5 mL de 20
mM Tris pH 8, 300 mM NaCl y se repitié la centrifugacién el tiempo requerido para
que la muestra llegara a 500 pL, repitiendo la operaciéon dos veces mas. Con este
procedimiento se consigue de manera simultdnea disminuir la concentracion de
imidazol hasta al menos 0,2 mM y concentrar unas diez veces a la proteina.

4.14. Cromatografia de exclusion molecular para SelTryp de T. cruzi

La cromatografia de exclusién molecular se realiz6 empleando una columna Superdex
G-200 10/300 (GE Healthcare) conectada a un equipo de FPLC (Fast Purification Liquid
Chromatography) modelo AKTA (GE-Healthcare). Luego de lavar la columna con dos
volumenes de columna de agua (aprox. 50 mL), esta se equilibré con 2 voliumenes de
buffer 20 mM Tris pH 8, 300 mM NaCl a un flujo de 0,7 mL/min. A continuacion se
inyectd 500 pL de la muestra de SelTryp (3,06 mg/mL) y se procedio a la elucién con el
buffer mencionado anteriormente, colectando automaticamente fracciones de 250 pL.

El peso molecular aproximado de las especies presentes en los principales picos de
elucion de esta cromatografia fue extrapolado a partir de una curva de calibracion (log
peso molecular versus volumen de retencién) realizada en dicha columna con
estandares de peso molecular conocidos (ver seccién 5.10.)

Cada uno de los picos de eluciéon fue analizado por electroforesis en gel de
poliacrilamida/bis-acrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE al 10 %) y
en presencia o ausencia de agente reductor (DTT 10 mM).
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5. Resultados y discusion

5.1. Determinacidn de la curva de crecimiento y tasa de duplicacion
de linea SepSecS KO de T. brucei

Para determinar la curva de crecimiento de la forma sanguinea de T. brucei linea
celular KO SepSecS vy su linea progenitora original (WT; cepa Lister 427 linea celular
449) como control, los parasitos se cultivaron en modo continuo bajo las condiciones
ya mencionadas partiendo de una densidad celular de 1 x 10* parasitos/mL vy
efectuando recuentos cada 24hs.

El andlisis de la curva de crecimiento de la cepa WT muestra un patrén de crecimiento
tipico (Fig. 14). En las primeras 48 horas se observa un crecimiento exponencial con un
tiempo de duplicacién de 6 horas.

Entre las 48 y 72 horas se produce un enlentecimiento en el crecimiento del cultivo,
correspondiendo con el ingreso en la fase estacionaria, en donde la proliferacién 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 se debe 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 multiplicacion de las células. La ultima etapa de la
curva de crecimiento se observa luego de las 72 horas, y corresponde a la fase de
muerte celular, en donde la densidad celular del cultivo desciende abruptamente hasta
que la totalidad de los pardsitos muere.

LE+07
Densidad
celular
(células/mL) LE+06 -

—p VL
1,E+05 Ko
1,E+04

T T T T T T
0 24 48 72 96 120 144

Tiempo (horas)
Fig. 14. Curva de crecimiento de la linea WT y KO SepSecS de T. brucei. Puede observarse el desfasaje

entre ambas, ya que el KO tarda mas tiempo en alcanzar la densidad celular maxima (aproximadamente
a las 96 horas de iniciado el cultivo, mientras que el WT lo hace alrededor de las 72 horas).
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Al comparar las curvas de crecimiento de los parasitos WT y los KO, puede observarse
gue las mismas estdn desfasadas. La linea celular KO presenta una tasa de duplicacién
en la fase exponencial mas lenta respecto a la linea WT (6 horas en el WT contra 8
horas en el KO). Esto se traduce en un retardo en alcanzar la fase estacionaria. Por otro
lado, la densidad maxima alcanzada por la cepa KO (5,5 x 10° células/mL) es levemente
menor a la de la linea WT (8,3 x 10° células/mL). La causa de la menor tasa de
proliferacion que exhibe la linea KO SepSecS no fue investigada y bien podria
plantearse que, al menos en parte, podria deberse a la capacidad disminuida de estas
células de contrarrestar estrés oxidativo enddgeno. De ser asi, los experimentos de
desafio con perdxido de hidrégeno deberian poner en evidencia una tolerancia
reducida de estos parasitos al oxidante.

5.2. Efecto del perdxido de hidrégeno sobre la linea celular SepSecS
KO de T. brucei

Con la finalidad de analizar el efecto del agente oxidante perdxido de hidrégeno sobre
la proliferacion de las lineas celulares WT y SepSecS KO de T. brucei, cultivos de dichas
lineas celulares en fase de crecimiento exponencial con densidad celular 1 x 10°
células/mL fueron sometidos a concentraciones crecientes de H,0, (0, 10, 50, 100, 250
y 500 uM) durante 24 horas, controldandose mediante citometria de flujo la densidad
celular a las 7 y 24 horas de iniciado el tratamiento. A continuacién se presentan los
resultados para cada linea celular como graficos de % de células viables respecto al
control no tratado en funcidn de las diferentes concentraciones de oxidante y tiempos
de exposicion (7 y 24 horas).

100 -

80 A

60 B t=7 horas

t=24 horas
40 A

Porcentaje (%)

20 A

0 10 50 100 250 500
H,0, (M)

Fig.15. Estrés por H,0, para la linea celular WT de T. brucei. Se muestran los porcentajes de células
viables observados a las 7 y 24 horas de iniciado el experimento para cada una de las concentraciones
de H,0, y relativos a los valores obtenidos en el cultivo no tratado.
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Fig.16. Estrés por H,0, para la linea celular SepSecS KO de T. brucei. Se muestran los porcentajes de
células viables observados a las 7 y 24 horas de iniciado el experimento para cada una de las
concentraciones de H,0, y relativos a los valores obtenidos en el cultivo no tratado.

En las Fig. 17 y 18 se comparan los valores de densidad de células viables
determinados para cada linea celular (WT y KO) tratada o no con diferentes
concentraciones de H,0, durante diferentes tiempos (7 y 24 horas).

Puede observarse que el efecto de H,0, a concentraciones de 500 y 250 uM resulta ser
altamente toéxico para los pardsitos. En el caso de la concentracion mas alta, esta
produjo la muerte celular de ambas lineas celulares al cabo de 7 horas de exposicién,
mientras que a igual tiempo de tratamiento con 250 uM de H,0, la densidad cayé de
1 x 10° células/mL (tiempo 0) a menos de 1.250 células/mL en ambas lineas celulares),
no detectandose células vivas a las 24 horas.

Blﬂﬂ-
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20x10°
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10x10°

0

5.0x10% 10

0 10 50 100 250 500
Ha0; (UM} KO H202 (M)

Fig. 17. Estrés por H,0, en las lineas WT y SepSecS-KO de T. brucei a las 7 horas. Comparacién del
efecto anti-proliferativo del H,0, sobre las lineas celulares WT y KO de T. brucei a las 7 horas de
tratamiento con distintas concentraciones del oxidante expresado como (A) densidad celular (células
viables/mL) o (B) porcentaje de células viables respecto al control no tratado.
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Fig. 18. Estrés por H,0; en las lineas WT y SepSecS-KO de T. brucei a las 24 horas. Comparacion del
efecto anti-proliferativo del H,0, sobre las lineas celulares WT y KO de T. brucei a las 24 horas de
tratamiento con distintas concentraciones del oxidante expresado como (A) densidad celular (células
viables/mL) o (B) porcentaje de células viables respecto al control no tratado.

Observacioén: en la cepa KO a 100 uM de H,0, la densidad celular aumenta a las 7
horas respecto a la observada para el tratamiento con 50 uM oxidante, lo cual se
atribuye a errores de manipulacién durante el recuento celular.

Los porcentajes de viabilidad celular obtenidos para cultivos de la linea celular WT y KO
iniciados a una densidad celular de 1x10° células/mL y tratados durante 24hs con
diferentes concentraciones de H,0, fueron empleados para calcular el EC501 durante
ese periodo de tiempo. En estas condiciones se determinaron valores de ECsq de 34
UM y 27 uM para la linea celular WT y KO de T. brucei, respectivamente (Fig. 19). Si
bien no se realizé tratamiento estadistico, estas cifras se encuentran en el mismo
orden de magnitud.

B WT
100 [ ] ® KO
— Boltzmann of KO
Boltzmann of WT

80
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40

20

% viabilidad (tratado vs. no tratado)

0 50 I 1(I)0 I 1%0 I 2(I)O I 2é0
H,0, (uM)

Fig. 19. Curva con el ajuste a ecuacion de Boltzmann para los cdlculos de ECs,. En negro y en rojo se
muestran las curvas correspondientes a la cepa WT y KO respectivamente.

1 . . .y . . . .y
ECso 0 concentracién eficaz 50, es la concentracién de compuesto que inhibe o reduce la proliferacion
celular o viabilidad celular en un 50% respecto del control no tratado en un tiempo determinado.
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Un fendmeno que llamé la atencidn es el no haber obtenido un claro comportamiento
dosis-respuesta para la cepa KO SepSecS tratada con H,0; por tiempos cortos (7 horas;
Fig. 17). Este efecto deja de observarse cuando el andlisis se realiza 24 horas
posteriores al inicio del tratamiento con el agente oxidante (Fig. 18). En estas
condiciones ambas lineas celulares muestran una sensibilidad similar frente a las
diferentes concentraciones de H,0, ensayadas. Estos resultados también permiten
descartar que la menor tasa de proliferacién que presenta la linea KO SepSecS (Fig. 14)
tenga su origen en una capacidad reducida de estas células para hacer frente a estrés
oxidativo enddgeno.

En concordancia con lo reportado por Aeby y col. (2009), nuestros resultados muestran
que la linea defectiva en la sintesis de Sec (SepSecS KO) tendria igual capacidad que la
linea parental para hacer frente al estrés oxidativo inducido por H,0,. La disparidad de
estos resultados respecto a los obtenidos por Costa y col. (2011) puede deberse a las
diferentes aproximaciones experimentales empleadas en cada uno de estos trabajos.
Por ej., Costa y col. llevaron a cabo los ensayos de estrés oxidativo sobre una linea
celular con niveles bajos (ARNi inducido) y normales (ARNi no inducido) de SPS2
sometida a condiciones de crecimiento subdptimas (es decir con renovacién del medio
de cultivo cada 4 dias, cuando las cultivos se encontraban en fase de crecimiento
estacionario o bien de muerte celular), los cuales indicaron una mayor sensibilidad al
oxidante cuando la biosintesis de Sec se hallaba reprimida (ARNi inducido de SPS2). En
nuestro trabajo los ensayos se realizaron en condiciones éptimas de cultivo (medio de
cultivo fresco) y con células que se hallaban en fase exponencial de crecimiento.

A continuacion se procedio al analisis del efecto del tratamiento por tiempos mas
cortos (2, 4 y 15 hs) con 50 y 500 uM de H,0, cultivos con distintas densidades de
parasitos (1 x 10%, 5 x 10%, 1 x 10°y 5 x 10° parasitos/mL).

Tabla 2. Densidades celulares (células/ mL) obtenidas luego del tratamiento con H,0, 500 uM de las
linea WT y KO SepSecS a diferentes tiempos.

Tiempo (horas)
WT H,0, 2 a 15
5.0 x10° | - 45 x10° 4.4 x10° 6.5 x 10°
+ 2.3 x10° 1.75 x 10° 0.25x 10"
KO
5.0 x10° | - 1.7 x10° 1.8 x10° 2.5x10°
+ 7.3 x 10 3.7 x10° <1000
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Estrés por 500 uM de H,0, enlalinea WT de T brucei Estrés por 500 pM de H,0; en la linea KO de T. brucei
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Fig.20. Densidades celulares de las lineas WT y KO SepSecS luego de 2, 4y 15 horas de tratamiento con
H 20 2 500 MM.

En el ensayo en que se sometié a ambas lineas celulares (WT y KO) a 500 uM H,0,, se
observé una disminucidon progresiva del numero de células viables, que fue
proporcional al tiempo de exposicion al agente oxidante. Por ejemplo, para la linea
celular WT se observé que a las 2, 4 y 15 horas de exposicidn al H,0, la densidad de
células viables descendid un 49, 60 y 99,6 %, respectivamente. Para la linea celular KO
la disminucion de la densidad de células viables fue de 67, 80 y 99,6 %,
respectivamente (ver Fig. 20.)

Estrés por 500 uM de H,0, en T. brucei

60

50 A

40
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Fig. 21. Comparacion del porcentaje de células viables relativas al control no tratado para las lineas
celulares WT y KO SepSecS de T. brucei expuestas a H,0, 500 uM durante 2, 4 y 15 horas.

De acuerdo a estos resultados los parasitos KO SepSecS se muestran ligeramente mas
sensibles al estrés oxidativo. A tiempos cortos, 2 y 4 horas, de exposicion, la densidad
celular de los cultivos de parasitos KO SepSecS desciende en mayor porcentaje que
para la linea WT. Este comportamiento de la linea celular KO SepSecS pasé
desapercibido en los experimentos realizados anteriormente, debido a que estos se
iniciaban con una densidad de células menor (anterior 1x10° células/mL vs. actual
5x10° células/mL) y la viabilidad se determinaba al cabo de 7 hs de iniciado el
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tratamiento contra tiempos mas cortos empleados en este Ultimo ensayo (2 y 4 hs). En
aquellas condiciones al cabo de 7 hs se observaba la muerte total de los cultivos de
cepa KO y WT tratada con 500 uM H,0, (Fig. 15y 17).

Tabla 3. Evaluacion del crecimiento de cultivos de las lineas WT y KO Sep-SecS sembrados a distintas
densidades celulares y expuestas o no durante 21 horas a 50 uM H,0,.

Control Promedio | Con H,0, | Promedio KO Control Promedio | Con H,0, | Promedio
(cel./mL) (cel./mL) (cel./mL) (cel./mL)

1x10* [3x10* 2x10* 0,4x10* |o,6x10* 1x10* |1.6x10* 1,8x10° |o0,4x10* |o0.6 x10*
1,5 x 10* 0,9 x 10* 2x10* 0,75 x 10*

5x10° |2,5x10° [3x10° 1,8x10*° |[3x10° 5x10° [1x10° 1,2x10° |2x10° 3 x10°
3x10° 4x10° 1,5x 10° 3,7 x10*

1x10° |55x10° |6x10° 9,5x10" [9,6x10° 1x10° [1,6x10° 2x10° 6x 10" 7 x 10"
6x10° 9,7 x 10* 2,2x10° 7,7 x 10

5x10° |3x10° 28x10° [1,5x10° [1,5x10° 5x10° [1,75x10° [1,6x10° |48 x10° [4,6 x10°
2,6 x10° 1,5x 10° 1,5x 10° 45 x10°

Si bien los resultados obtenidos corresponden a cultivos iniciados con parasitos en fase
de proliferacién exponencial y, excepto por el estimulo oxidante, incubados en
condiciones dptimas de crecimiento, los mismos coinciden con los obtenidos por Costa
y col. para una linea depletiva en sintesis de Sec sometida a condiciones subdptimas de
crecimiento y estrés oxidativo (Costa et a/ 2011).

Por otro lado, se realizé un ensayo de tratamiento con 50 uM de H,0, en placa de
cultivo de 24 pocillos conteniendo 1 ml de cultivo con densidades celulares de 1 x 10°,
5x 10%, 1 x 10° y 5 x 10° células/mL. El recuento se realizé a las 21 horas de agregado
el H,0,. Los resultados se presentan en la tabla 3.
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Estrés por 50 pM de H,0, en T. brucei
21 horas de tratamiento
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Fig. 22. Densidades celulares, expresadas en células/mL respecto al control, resultado de un ensayo de
estrés con 50 uM de H,0, sobre diferentes densidades celulares de las lineas WT y KO en 21 horas.

Los resultados del tratamiento con H,0, 50 uM durante 21 horas muestran un efecto
del perdxido sobre los pardsitos de ambas lineas celulares que es dependiente de la
densidad celular inicial del cultivo, donde a mayores densidades celulares iniciales
menor efecto del H,0, sobre la proliferacién celular. Cuando los valores
correspondientes a los cultivos tratados se relativizan respecto a los controles no
tratados, se vuelve a encontrar una relacién entre efecto citotoxico del H,0, 50 uM vy
la densidad celular inicial en particular para los experimentos iniciados a densidades
celulares de siembra =1 x10* células/mL con la cepa WT. Algo similar sucede para la
cepa KO aunque la tendencia se invierte en cultivos sembrados a alta densidad (5 x10°
células/mL), condicién en la cual se observa una sensibilidad al perdxido similar o
mayor a la de cultivos iniciados a una densidad celular 5 veces inferior (1 x10°
células/mL). Si bien este fendmeno no fue estudiado en detalle podria especularse que
cultivos sembrados a alta densidad estan préximos a alcanzar la fase estacionaria de
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crecimiento, condicion en la cual pardsitos con deficiencia en la sintesis de Sec eran
mas susceptibles a estrés oxidativo (Costa y col. 2009).

5.3. Capacidad infectiva de T. brucei defectivo en sintesis de Sec

Para determinar la infectividad de la cepa KO Sep-SecS de T. brucei se realizaron dos
ensayos incluyendo un total de 24 ratones, estos fueron infectados mediante una
Unica inyeccion intraperitoneal de 1 x 10* parasitos de la forma sanguinea suspendidos
en 0,3 mL de medio fresco HMI-9 completo. Los grupos experimentales fueron los
siguientes: animales infectados con la cepa WT de T. brucei, y animales infectados con
la cepa KO. El estado de salud y supervivencia de los animales fue monitoreado
diariamente buscando signos de dolor o malestar y los niveles de parasitemia fueron
determinados regularmente en muestras de sangre extraidas del seno submandibular.

Dado que las lineas celulares de T. brucei empleadas en este trabajo son
monomborficas, y por lo tanto incapaces de diferenciarse a la forma “short stumpy”,
este modelo experimental permite evaluar la importancia del metabolismo de Sec
durante una infeccién aguda.

Los datos se presentan bajo la forma de una curva de supervivencia del tipo Kaplan-
Meier en la Fig. 23. El primer ensayo fue realizado con un n= 7 por grupo y la tasa de
supervivencia media (el tiempo que tarda la poblacién de ratones en disminuir al 50%)
calculado a partir de la curva de sobrevida es inferior a los 5 dias para los ratones
infectados con la linea KO y mas del doble (aproximadamente 12 dias) para los ratones
infectados con la linea WT. Con el fin de verificar estos resultados, es decir la mayor
capacidad infectiva exhibida por parasitos KO en SepSecS, se realizd un segundo
ensayo in vivo con un n=5. En este caso la tasa de supervivencia media fue de 7 dias
para la linea KO y de 10 dias para los ratones infectados para la linea WT. Si bien esta
vez la diferencia en la tasa de supervivencia de los animales de cada grupo fue menor,
nuevamente se observa una mayor infectividad de la cepa KO respecto de la WT.

Para determinar si dichas diferencias en el perfil de supervivencia son significativas
entre ambos grupos, se aplicé el test estadistico de log rank (Bewick et al. 2004). Los
valores de probabilidad (p) obtenidos para el primer y segundo experimento fueron de
0,0129 y 0,023, respectivamente. Seleccionando un grado de confidencia del 95%, el
cual resulta adecuado para el n de animales empleado en estos experimentos, valores
de p < 0,05 indican que los resultados obtenidos en ambos ensayos reflejan diferencias
significativas en la supervivencia de los grupos infectados con cepa KO y WT.
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Tabla 4. Supervivencia de ratones infectados con las lineas WT y KO de T. brucei. Los valores estan
expresados como porcentaje de animales. A la izquierda se presentan los datos del primer ensayo con
un n=7 por grupo, y a la derecha los de un segundo ensayo con un n=>5 por grupo.

Gl G2 Gl a2
Dias WT 449 KO SepSec Dias WT 449 KO SepSec
0 100 100 0 100 100
1 100 100 1 100 100
2 100 100 ) 100 100
3 100 100 3 100 100
4 100 100 4 100 100
5 100 14 5 100 100
° 100 14 6 100 100
7 100 0 7 100 40
8 100 0 8 80 20
9 100 0 9 30 0
10 100 0 10 0 0
11 57 0
12 0 0
100 100 ——G1WT 449
] —G1WT 449 90 G2 KO SepSec
Supervivencia 80 - =2 KO SepSec Supervivencia80

animal (%)

70 4

60 -

50 -

40

30 4

20

10 4

o

animal (%)

T T T
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4 5 6 7
Tiempo (dias)

T T T 1
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50
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8 9 0 11

Fig.23. Supervivencia animal. Un total de 24 ratones hembras BALBc/J de 6-8 semanas de edad fueron

infectadas intraperitonealmente con 1 x 10* parasitos infectivos suspendidos en 0,3 mL de medio fresco

HMI-9. La salud y supervivencia de los animales fue monitoreada diariamente, los datos se presentan en

la forma de una curva Kaplan—Meier.
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Tabla 5. Primer ensayo de infeccion. Niveles de parasitemia en ratones infectados con T. brucei cepa

WT y KO SepSecS (células/mL). ND, indica no determinado debido a deceso del animal.

Cepa WT N2 del raton
Dias post- | 0 2 3 20 0 2 20°
infeccion
6 5x 10" 0 1,25x10° | 55x10° 0 0 5x 10"
10 3x10° 1,3x10° | 1,9x10" | 55x10° 9x10° 5x 10° 1,8x 10
Cepa KO
6 9,8X107 ND ND ND ND ND ND
Densidad celular 1% 108 7
[células/mL)
1x107 -
1x 108 m'WT
| [{a]
1x10° |
1x10% 7
1x10% 4 .

&

10

Tiempo (dias)

Fig.24. Parasitemia en animales correspondientes al primer ensayo de infeccion. Para el grupo

infectado con T. brucei WT los valores de parasitemia en sangre corresponden al promedio obtenido al

dia 6 (n=4) y 10 (n=7), mientras que se muestra el valor de parasitemia alcanzado en el Unico animal

sobreviviente al dia 6 en el grupo infectado con la cepa KO.

Tabla 6. Segundo ensayo de infeccién. Niveles de parasitemia (células/ mL) en ratones infectados con
T. brucei cepa WT y KO SepSecS. ND, indica no determinado debido a deceso del animal.

Cepa WT N2 del raton
Dias post- 0 2 3 20 30
infeccion
3 3,3x10° | 3,5x10° 2,4x10° 8x10° 8,6 x 10°
5 45x10° | 7,7x10° ND ND ND
Cepa KO
3 2,7x10° | 1,25x 10° 9x10° | 3,25x10° | 2,25x10°
5 2,25x 10° ND ND ND ND
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De acuerdo a los datos recabados, la linea KO resulta ser mas infectiva y/o virulenta
que la linea WT dado que en ambos ensayos se observé una menor tasa de sobrevida
de los ratones infectados con la linea KO respecto de aquellos inoculados con la linea
WT.

Estos resultados ponen claramente en evidencia que el metabolismo de Sec, y por lo
tanto las selenoproteinas, no es indispensable para el establecimiento de la infeccidn
ni para la sobrevida del pardsito durante la fase aguda de la enfermedad en este
modelo experimental. En principio, este comportamiento puede no ser el esperado
teniendo en cuenta los experimentos de respuesta a estrés oxidativo reportados por
Costa y col. (2011) y los obtenidos en el presente trabajo que le adjudican a las lineas
depletadas en Sec una menor tolerancia a un oxidante fisiolégico como el H,0,.
Algunas de las hipdtesis que podrian explicar este fendmeno podrian ser: i) que
durante la infeccién aguda los pardsitos no estdn sometidos a una carga importante de
estrés oxidativo, ii) que la alta tasa de proliferacion in vivo de T. brucei impide la
acumulacién de dafo oxidativo que pueda poner en peligro a la nueva progenie, iii)
que el rol de las selenoproteinas de T. brucei no esta asociado a la proteccion contra
dafio oxidativo, iv) la existencia de algun rol regulatorio de las selenoproteinas en la
infeccion del parasito. El pardsito bien podria recurrir a vias alternativas para la
incorporacion de Sec del medio extracelular (que vale la pena destacar es
extremadamente baja, aprox. 50 ng Se/g plasma; Encinar et al. 2004) como ser
transportadores especificos y eficientes, andlogos a los empleados para incorporar
cisteina (Duszenko et al. 1985; Duszenko et al. 1992) o bien mediante endocitosis y
degradacion de SelP humana, una proteina abundante del plasma. Sin embargo, vy
como se menciond anteriormente, el hecho que este aminodcido no pueda ser
incorporado exégenamente al ARNt correspondiente sino sintetizado directamente
sobre este descarta la posibilidad que una célula deficiente en SepSecS sea capaz de
generar Sec y por lo tanto selenoproteinas, tal como lo verificé Aeby y col. (2009).

Ciertamente, lo que resulta dificil de explicar es la mayor infectividad exhibida por la
cepa KO en SepSecS. Algunas especulaciones en este sentido incluyen la posibilidad
gue ciertas selenoproteinas del parasito cumplan un rol regulador de la proliferacién
celular in vivo (al menos in vitro se observé que la falta de SepSecS causé un retardo en
el crecimiento celular sin afectar la densidad celular maxima alcanzada con respecto a
la cepa WT) del patégeno y/o de la respuesta del hospedero a este ultimo. En ambos
casos, la pérdida de la funcidén produciria un crecimiento descontrolado del patégeno o
una respuesta deficiente por parte del hospedero que derivaria en un desarrollo mas
rapido de la enfermedad. Otra posibilidad es que la funcidn de las selenoproteinas en
los parasitos KO de SepSecS haya sido compensada mediante la sobreexpresién de
proteinas funcionalmente relacionadas pero Cys-dependientes. Si este fuera el caso,
los resultados de respuesta a estrés oxidativo obtenidos aqui y reportados por Costa y
col. (2011) sugieren que esta compensacion es parcial ya que la cepa KO mostrd una
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mayor sensibilidad al estrés por H,O, respecto de la cepa WT. Evidentemente la
resolucién de este interrogante requerird de nuevos estudios que deberan incluir la
elucidacidn de la actividad biolégica de las selenoproteinas.

5.4. Produccion de SelTryp en Escherichia coli cepa SH y BL21

En primera instancia, se llevd a cabo la induccion de la expresion de T. cruzi SelTryp en
las cepas de E. coli SHuffle™ y BL21 DE3 transformadas con el plasmido pFIO1 y
crecidas a 1629C, con el objetivo de determinar cudl de estas rinde un mejor producto
en cantidad y calidad.

A pesar que ambas cepas llevaron a la produccién de Seltryp en forma insoluble, se
optd por la cepa BL21 DE3 ya que los niveles de expresién de la proteina recombinante
fueron levemente mayor en esta ultima tal como puede observarse en la siguiente
figura (Fig. 25).

: i I‘Oimz:l i

TGR NO; i

67 kDa—»

Figura 25. Electroforesis en gel de poliacrilamida al 10% de las inducciones realizadas a 16 °C en las
cepas de E. coli SHuffle™ (SH) y BL21 DE3. TGR, proteina control de 67 kDa; NO,, extracto total de
células de cultivos no inducidos; i, extracto total de células de cultivos inducidos. Las flechas indican las
bandas correspondientes a SelTryp en los cultivos inducidos.
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5.5. Solubilidad de SelTryp producida en E. coli BL21 DE3 a 372C

La expresion de SelTryp se realizé a partir de un cultivo de E. coli BL21 DE3 en 500 mL
de LB-kan a 372C inducido a una DO = 1, con el objetivo de determinar si bajo estas
condiciones era posible obtener la proteina en forma soluble.

En la Fig.26. puede observarse una banda con el peso molecular correspondiente a
SelTryp solo en muestras correspondientes a la fraccidn insoluble del cultivo inducido.
La determinaciéon de la identidad de esta banda se llevd a cabo por anadlisis de
espectrometria de masas de péptidos tripticos de muestras extraidas del gel
(determinacion realizada por la Unidad de Bioquimica Analitica y Protedmica del
Institut Pasteur de Montevideo). Con un grado de cobertura total de la secuencia del
31 % se pudo confirmar que esta banda corresponde a SelTryp de T. cruzi. (Ver
apéndice 1).

TGR TGR
2puL Sput M NOi i S P

97

67

Figura 26. Electroforesis en gel de poliacrilamida al 8% de la induccion realizada en la cepa E. coli BL21
DE3. TGR, proteina control de 67 kDa; M, marcador de peso molecular; NOi, extracto total de células de
cultivos no inducidos; i, extracto total de células de cultivos inducidos; S, fraccidn soluble; P, fraccion
insoluble. La flecha indica la banda correspondiente a SelTryp.
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5.6. Comparacion de la produccion de SelTryp en E. coli BL21 DE3 a
16y 37 °C

Con el fin de investigar si la temperatura del cultivo puede ser una variable que afecte
la solubilidad de la proteina, se llevd a cabo la expresion de Seltryp en cultivos de E.
coli BL21 DE3 transformadas con el vector pFl01 crecidos a 16 2Cy a 372C luego de la
induccién. Tal como se puede observar en el gel de la Fig.27, a ambas temperaturas
SelTryp fue recuperada en la fraccién insoluble, siendo ligeramente superior la
cantidad de proteina recombinante obtenida a 372C por lo que se selecciona esta
temperatura de cultivo para futuros trabajos de expresidon con fines preparativos.

97 KDa

67 KDa

Figura 27. Electroforesis en gel de poliacrilamida al 10% correspondiente a la induccion realizada en E.
coli BL21 DE3 a 16°C y 372C. M, marcador de peso molecular; TGR, proteina control de 67 kDa; S,
fraccion soluble; P, fraccién insoluble. Como se aprecia, la banda correspondiente a SelTryp estd
presente en la fraccion insoluble tanto a 162C como a 372C, siendo mayor la cantidad de proteina
recombinante obtenida en el cultivo realizado a 372C.
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5.7. Purificacion de SelTryp de cuerpos de inclusion vy
renaturalizacion por dialisis

Dado que SelTryp se recuperd en la fraccion insoluble, se purificaron los cuerpos de
inclusién por el procedimiento descrito en Materiales y Métodos, y se solubilizaron las
proteinas de los cuerpos de inclusidon en varias etapas: inicialmente los cuerpos de
inclusioén se resuspendieron en 10 mL de un buffer conteniendo 8 M urea como agente
caotrépico, 10 mM Mercaptoetanol y 20 mM glutatién reducido (GSH). La solucidn se
conservo toda la noche en heladera a 8 2C en agitacion. Posteriormente se diluyé con
17 mL de un buffer de la siguiente composicion: 0,025 M Tris base (pH 9), 6 mM
glutatién oxidado (GSSG) y 0,5 M Arg; resultando en una solucién que contiene: 2 M
urea, 0,31 M Arg, 3,7 mM Mercaptoetanol, 7,4 mM GSH, 3,7 Mm GSSG, 15,75 mM Tris,
pH 8. Esta solucién fue incubada a 4 2C con agitacidon durante 12 horas y luego se
diluyé a 1 M urea con buffer 0,1 M Tris base pH 8, resultando en una solucién
conteniendo 1M urea y 0,1 M arginina.

Con el fin de remover la urea y renaturalizar a SelTryp 40 ml de la solucién de SelTryp
1M urea y 0,1 M arginina fueron transferidas a una membrana de didlisis de poro de
10 kDa (SelTryp tiene un peso molecular aproximado de 93 kDa) y se procedid a la
didlisis a 4 °C contra 4 L de buffer 20 mM Tris base pH 8 conteniendo 300 mM NaCl. Al
cabo de 24 horas se reemplazo el medio de dialisis por otros 4 L de buffer fresco con el
fin de efectuar el equivalente a una dilucién 1:10.000 (o 2 diluciones 1/100) de los
solutos de bajo peso molecular presentes en la muestra de proteina.

Este intento fue infructuoso ya que a las 12 horas de iniciada la dialisis, con los
primeros 4 L de buffer, SelTryp se encontré completamente precipitada. Por lo tanto,
los siguientes estudios persiguieron la identificacion del (de los) componente(s) del
buffer responsable(s) de mantener soluble a la proteina.

5.8. Identificacion del factor solubilizante de SelTryp

Debido a que SelTryp precipitdé durante la realizacion de la didlisis cuya finalidad era
extraer la urea y la Arg, se realizé un cambio de buffer en una matriz de Sephadex G25
(columna PD-10) que permite separar de manera rapida los componentes de bajo peso
molecular de aquellos de mayor peso molecular como las proteinas que presentardn
un tiempo de retencidn mds corto ya que por su tamafio no migraran a través de los
canales de la matriz, y de esta forma establecer cual(es) de dichos componentes es
(son) el(los) responsable(s) de mantener soluble a la proteina. Se empleo como buffer
de equilibrado y eluciéon 1 M urea, 70 mM Tris, 10 mM imidazol, pH 8,0 para cuando
se intentd eliminar la Arg, y 0,1 M Arg, 70 mM Tris, 10 mM imidazol, pH 8,0 cuando se
intentd la urea (ver Materiales y Métodos para mayores detalles).

53



Macroscépicamente se aprecia que al quitar la urea por exclusién molecular la
solucion se vuelve turbia y opalescente, mientras que al mantener este aditivo y
remover la Arg la solucidon permanece mas transparente.

En las fracciones de elucion nimero 3 a 6 pareceria ser donde hay mayor
concentracion de SelTryp (Fig. 28), la cual se obtiene con relativo enriquecimiento de
los cuerpos de inclusiéon. Estos resultados confirmaron que la urea es el componente
gue mantiene soluble a la proteina recombinante.

Figura 28. Imagen del gel de poliacrilamida en las que se corrieron las fracciones de elucion (E1 a E7)
obtenidas del cambio de buffer en columna PD10 donde se extrajo la Arginina y se mantuvo la Urea.
Puede observarse que la mayor concentracion de SelTryp se halla en los eluatos 3 al 6 (indicados con
flechas). MWM, marcador de peso molecular.

5.9. Purificacion de SelTryp por cromatografia de afinidad por
metales

Teniendo en cuenta que la didlisis resultara en la precipitacion completa de SelTryp (al
extraer la urea y Arg) y que la urea fuera identificada como el componente que
mantiene a SelTryp soluble, se gel filtré SelTryp en una columna PD10 con el fin de
remover la arginina, la cual interfiere con la subsecuente purificacion por
cromatografia de metales, y conservar la urea.

Se pasaron 3 x 2,5 mL de la solucién de SelTryp (conteniendo 1M urea y 0,1M Arg) por
columna PD10 y, paso seguido, el pool de eluatos (volumen total 12 mL) se inyectd en
una columna de Co-NTA equilibrada en buffer 20 mM Tris, 200 mM Imidazol, 150 mM
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NaCl, pH 8,0. La columna fue luego lavada con 1 M urea, 70mM Tris, 10mM imidazol
pH 8,0 y la proteina eluida con buffer de elucién 20 mM Tris, 150 mM NaCl, 200 mM
imidazol pH 8,0.

La purificacion fue poco eficiente, ya que se constata, por medio de electroforesis, que
se obtuvieron eluatos en que la proteina de interés estd presente en baja
concentraciones (principalmente en los eluatos 2 al 5) y una buena cantidad de SelTryp
se pierde en el material no unido y el lavado (Fig. 29).

MWM T FT w E2 E3 E4 ES E6 E7

S7

Fig.29. Electroforesis en gel de poliacrilamida al 10%, en que se corrieron las fracciones de elucion
obtenidas a partir de la columna de Co-NTA (E2 a E7). M, marcador de peso molecular; T, muestra
cargada a la columna de Co-NTA; FT: material no unido por la columna; W, lavado con buffer de 1M
urea. En los eluatos 2 al 5 es donde SelTryp se halla en mayor concentracion y nivel de pureza (indicado
con flechas)

La concentracion de proteina determinada en la muestra producto de la purificacién
por cromatografia de afinidad por metales (eluatos E2 a E7) fue de 250 pg/mL de
acuerdo al método de Bradford (ver seccion 4.12.).

5.10. Determinacion de la conformacidon oligomérica de la forma
recombinante de SelTryp de T. cruzi

Luego del pasaje de la muestra de SelTryp por columna de Co-NTA, extraer el imidazol
y concentrarla por centrifugacion, se realizd un segundo paso de purificacion de la
proteina por cromatografia de filtracion en gel para obtenerla con un grado de pureza
mayor al que se disponia y a la vez extraer datos preliminares sobre su conformacién
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oligomérica. El perfil cromatografico de una muestra de SelTryp separada en una
columna de exclusion molecular Sephadex G-200 10/300 (ver Fig. 31) muestra la
presencia de dos picos de elucién principales, y tres picos muy pequefios. El primer
pico se observa aproximadamente a los 7,8 mL, correspondiendo con el volumen de
exclusién de la columna (aprox. 7 mL). Las especies que eluyen con tal volumen de
retencion corresponden a proteinas o complejos proteicos oligoméricos que presentan
un peso molecular por encima de los 700 kDa y que por lo tanto su migracion a través
de la matriz de la columna no se vio alterada. El otro pico principal se encuentra
aproximadamente a los 19,3 mL, préoximo al volumen total de la columna (24 mL
aprox.), correspondiendo a especies de bajo peso molecular (<10 kDa) segun lo
calculado a partir de la curva de calibraciéon. Los picos mds pequeiios se observan a los
11,5,12,6 y 14,9 mL, correspondiendo a proteinas con pesos moleculares aparentes de
270, 160y 55 kDa, respectivamente.

0,104 n

" 1618202224262830
Log MW

Figura. 30. Curva de calibracion (log peso molecular versus volumen de retencién) realizada en dicha
columna con estandares de peso molecular conocidos. Las proteinas estandar utilizadas y sus pesos
moleculares correspondientes fueron Tiroglobulina 660 kDa, Ferritina 440 kDa, Aldolasa 158 kDa,
Conalbumina 75 kDa y Ovoalbimina 43 kDa.

56



300

<10 kDa

250

200

150

Abosrbancia (mAU)

100

. |

18,09

Voldmen (mL)

Fig.31. Cromatografia de exclusién molecular de SelTryp en columna Superdex G200 10/300. En el eje
Y se indican las unidades relativas de absorcidn a 280 nm y en el eje X el volumen de retencidn,
sefialandose el peso molecular aproximado de los picos mds prominentes, el cual fue calculado a partir
de la curva de calibracién.
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Fig.32. Version ampliada del cromatograma mostrado en Fig. 30.

De acuerdo a la curva de calibracion de la columna de exclusién molecular, la forma
monomérica de SelTryp, la cual tiene una masa tedrica de 97 kDa, deberia presentar
un volumen de retencion de aprox. 13,6 mL. Ninguno de los picos detectados eluye a
dicho volumen. Sin embargo, los picos con masas aparentes de 160, 270 y >700 kDa
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podrian corresponderse con especies diméricas, triméricas y multiméricas de SelTryp.
Para determinar la presencia de la proteina recombinante en cada uno de los picos
obtenidos a partir de la cromatografia de exclusién molecular se procedié a analizar
una muestra de cada uno de ellos mediante gel SDS-PAGE al 8% en condiciones
reductoras y no reductoras (ver Fig. 33). A partir del mismo se pudo determinar que el
primer pico (fraccién entre 8,5 y 9,5 mL aprox.) contiene SelTryp, lo que estaria
indicando que la proteina se encuentra formando multimeros de alto peso molecular,
cuyas unidades se asocian por uniones covalentes del tipo puentes disulfuro. Esto se
deduce a partir de que luego del agregado de un agente reductor como el DTT, las
interacciones logran romperse visualizandose una Unica banda cercana a los 100 kDa y
correspondiente a la masa de la subunidad de SelTryp. Si estos enlaces difulfuros
presentes en la proteina recombinante estdn presentes en la proteina nativa o si son
producto del plegamiento oxidativo incorrecto o de la oxidacién espontdnea no es
posible establecerlo en base a los resultados obtenidos.

No se logran detectar proteinas en el segundo pico, lo que podria deberse a la escasa
cantidad de proteina presente en esta fraccion (Abs 280 nm ~0,0025) y a la sensibilidad
de deteccion del reactivo de Coomasie Blue empleado para teiiir los geles (~0,5 ug de
proteina).

+DTT -DTT
MWM 8 85 925 8 85 925 115 1175 1275 Vol(imen
— S— de retencién
225 {ml)
150
100 <

5

Fig.33. SDS-PAGE 8% de las principales fracciones de elucién de la cromatografia de exclusion
molecular. En los carriles 3 y 4 se sefialan con flechas negras las bandas correspondientes a SelTryp
obtenidas en presencia de agente reductor (+DTT). Notese que las muestras correspondientes a las
fracciones de elucion de 8,5y 9,25 ml separadas en condiciones no reductoras (-DTT) no presentan
bandas proteicas visibles en el rango de 90-100 kDa sino que gran parte de la fraccién proteica no logra
ingresar y separase en el gel dado su alto peso molecular.
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6. Conclusiones

En relacién a la curva de crecimiento y tasa de duplicaciéon de las lineas celulares en
estudio se observé que las mismas estan desfasadas, presentando la linea celular KO
una tasa de duplicacion en la fase exponencial mas lenta respecto a la linea WT, lo que
se traduce en un retardo en alcanzar la fase estacionaria, ademas de alcanzar una
densidad mdaxima levemente menor.

Los estudios relativos al efecto del peréxido de hidrégeno sobre la proliferacion de la
linea WT y KO arrojaron resultados dispares. Por un lado se determiné que la cepa KO
SepSecS presenta una sensibilidad al tratamiento con perdxido de hidrégeno durante
24 hs similar a la observada para la linea parental salvaje, en linea con lo reportado por
Aeby y col. (2009). Sin embargo, a altas concentraciones de peréxido de hidrégeno
(500 uM) y durante tiempos de exposicidn cortos (2 y 4 hs) la linea celular KO SepSecS
mostré una tolerancia reducida respecto a la exhibida por la linea WT, concordando
con los resultados obtenidos por Costa y col. 2011. Esta tendencia podria asociarse con
los roles propuestos para selenoproteinas en sistemas antioxidantes. Sin embargo, la
significancia de estos resultados y de esta conclusidon no pudo ser valorada dado que
los datos obtenidos no fueron sometidos a analisis estadistico, en parte debido a cierta
dispersién de los mismos.

Los estudios de infectividad demostraron claramente la mayor capacidad infectiva de
la cepa KO SepSecS respecto de la WT, dado que en los ensayos se observé una menor
tasa de sobrevida (p<0,05) y una mayor carga parasitaria en los ratones infectados con
la linea KO respecto de aquellos inoculados con la linea WT. Habiéndose realizado
estos experimentos con lineas celulares isogénicas, es decir genéticamente idénticas,
excepto por la ausencia del gen que codifica para SepSecS en la cepa KO, estos
resultados son muy promisorios y plantean un nuevo paradigma en cuento al rol del
metabolismo de Sec en tripanosomatidos. De todas formas, independientemente del
rol que las selenoproteinas cumplan en el parasito es evidente que dichas funciones
son totalmente prescindibles para la forma infectiva del tripanosoma africano lo cual
permite descartar a estas proteinas como candidatos para el desarrollo de farmacos.

En el desarrollo del presente trabajo se propusieron varias hipdtesis que podrian estar
explicando dichos resultados, pero evidentemente la resoluciéon de este interrogante
requerira de nuevos estudios que deberan incluir la elucidaciéon de la actividad
bioldgica de las selenoproteinas.

En relacién a los ensayos de produccion y purificacion de SelTryp se encontrd que la
proteina es mayoritariamente insoluble, siendo muy baja la fraccion de proteina que
puede resolubilizarse. La fraccion resolubilizada se encuentra formando multimeros de
alto peso molecular, cuyas unidades se asocian por uniones covalentes del tipo enlaces
disulfuro.
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9. Apéndices

Objetivo del analisis:

Identificacion de proteinas por mapeo peptidico.

Datos relevantes:

MGSSHHHHHHSSGLVPAGSHMASMTGGQQMGRGSMEKEGGKEEKGPAKCPPAQSVDSMQRKNRS
TFRPVLLEVAGSLDDTVCQEITRRLRQYRNRYAPILRLTATLMAPAVQEVELFGHCEGVDVTDGRATNGKK
GIAEGKETNGKSGSGSMVAKRLRGDSLIAAPCAAIMAERRIKVVSRLHENNDGMSAVEKLEAFMAYQFLPL
ALTHNCHPKLSLSEKSFILRHYVHEATRTSSFLIADLQEKTAAIIDPQLDISMYEADISALRLRLCGVVLSHCF
VDVVMGHAALLTKHPEAVLLSSTPWTQEVDVPTEGWPTLSLSPRLQLHCVPVPSFSPECMLVELHYNSTLL
ALFTGTVIGTDSVPRHEFFADFPGLSPKSNVSSCEATRTATTVAQRFLKERLWDRYFAQTGEGNNGQTLEH
VVIFPSHGGYNNVTHQLDLYWALHVGDLKRMKHSRKMLGKLLDHESYAAYVQERPPLPKTPLFSHVRDYN
LLLAPSAFGGSGARLVSRHSLPSCPLPRFNSVASAASSAMTPIVLDIRDTTDHQLAHLKGSVNIPMNFPATA
YGVKKAELWLQCLLQPLQPIVVICRNEEEFPLVRKRLELLSPGAPIETYTAKELESPSSSLSAAGAEVRVQGFI
ITKPLPESIVSSFELPRQLVWVSDSAASAFLRIDNYQQLQCIEPSEDTLVLDCRTSYEFKNGSHKHSVHIPLAE
LCQLTALDTMSSSSLLNGTNKQETPVVDFYTPSPRLGQKILEKLHESFMAENVRRRFSFQGIKNIIVYCASG
YRSIIAGSLLRRAFEAATVPIQVRDVVGGALQIMKQRPDLWTVKDESIICVSHPR

Secuencia N-terminal en rojo corresponde al vector de expresion (poliHis). U denota
selenocisteina y en celeste se indica...

Muestra: Seltryp
Placa: Setiembre 2da. 2011
Posicion : B22

Espectro de masa obtenido en modo reflector positivo

(seleccionar imagen y aumentar el zoom para ver la imagen correctamente)

4700 Reflector Spec #1 MC=BC=>NF0.7=>MC[BP =804.3, 689]
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Lista de masas MS (m/z) y MS/MS (m/z) obtenidas experimentalmente:

713.2041, 732.4316, 769.2788, 776.2532, 790.2371, 804.2740, 806.2745, 826.4400, 842.4954, 889.4172

926.5131 ions(175.0976, 201.1241, 237.1042, 257.1032, 274.1517, 277.1035, 282.1559, 288.1900,
324.1487, 331.1777, 358.2060, 359.1960, 386.8465, 394.1956, 401.2151, 411.2094, 429.2493,
445.1940, 480.2126, 481.2117, 483.2213, 498.2475, 506.1470, 516.2291, 555.2698, 570.2027,
582.2304, 625.2792, 628.2701, 635.2849, 637.2497, 645.2841, 653.1125, 653.2865, 719.9942,
724.3727, 735.8455, 737.8405, 752.3098, 754.2394, 755.1440, 770.3076, 782.1604, 799.3101,
838.2872, 838.4988)

929.5585, 982.5413, 1012.4853, 1106.5452, 1113.5514, 1118.5603, 1125.5822

1136.5568 ions(175.1454, 213.1873, 216.1126, 244.1024, 257.1922, 259.1234, 274.2191, 344.1924,
370.2611, 373.1656, 387.3062, 388.1747, 463.2161, 470.3171, 471.2397, 471.3970, 488.3750,
497.1983, 502.2296, 507.3458, 534.8564, 604.2131, 618.3763, 621.3624, 632.2678, 635.4705,
647.2880, 649.3182, 689.3094, 722.4086, 732.3809, 734.1558, 750.4050, 764.5280, 822.0815,
831.2292, 834.3062, 845.4174, 847.2568, 858.5229, 893.5533, 925.1465, 931.1717, 933.1856,
947.0087, 963.4460, 964.4565, 965.4340, 979.5006, 981.4529, 996.5794, 1013.5020, 1014.6172,
1022.6810, 1023.5932)

1142.6145, 1168.6095, 1224.6198, 1258.6161, 1278.6349

1301.7089 ions(175.1018, 183.1338, 211.1239, 219.0932, 228.1235, 244.0968, 272.1218, 274.1390,
339.1751, 348.0950, 355.1167, 360.2010, 367.1729, 368.1591, 385.2245, 402.2406, 419.1557,
426.1576,436.1577, 438.2154, 444.1675, 462.2156, 473.1347, 490.2008, 498.2155, 502.1795,
525.2448, 547.2370, 551.2313, 563.2687, 570.3050, 573.2495, 578.3069, 591.2379, 595.3071,
601.2512, 612.3431, 627.2527, 672.3006, 675.1536, 690.3034, 694.3653, 696.3246, 711.3931,
713.0355, 713.2861, 787.3239, 794.4786, 800.4110, 812.4290, 822.3107, 883.4323, 896.3460,
954.5032, 1045.3076, 1083.5273, 1130.3678, 1171.4856)

1329.6102, 1330.6354, 1331.6310, 1332.6245, 1334.6091, 1339.6492, 1348.6141, 1351.6920,
1441.7949, 1448.7295, 1457.8021, 1471.6890, 1476.7415, 1491.7152, 1515.7395, 1528.7169,
1583.6177

1618.7671 ions(169.1321, 175.0941, 212.0932, 255.1254, 272.1549, 342.1664, 362.1319, 401.2999,
411.2263, 439.2049, 456.2364, 471.2916, 497.2656, 510.2101, 513.2675, 522.2021, 527.2172,
538.2529, 540.2610, 557.3058, 608.2814, 609.3737, 611.1939, 627.1597, 629.2995, 637.3042,
661.2930, 703.3674, 720.3159, 720.4521, 752.3552, 792.3148, 804.4294, 822.4108, 823.26609,
824.3826, 867.4161, 877.3306, 899.2789, 965.4261, 966.4047, 982.4934, 1081.5131, 1277.6179,
1360.6349, 1378.6204)

1632.8295, 1635.7905, 1649.8517, 1702.9030

1722.8710ions(175.1431, 185.1099, 228.1660, 246.1848, 256.1880, 303.2223, 389.2032, 390.2809,
403.3235, 407.2173, 430.2728, 447.2840, 460.2641, 471.2438, 477.3161, 478.2350, 487.3031,
502.3325, 503.3047, 504.3682, 520.3467, 588.3312, 591.4083, 600.5294, 605.4083, 615.3679,
633.4309, 643.4045, 651.4141, 679.5266, 704.4442, 722.5116, 732.3976, 732.5351, 744.7093,
746.5912, 749.4839, 792.5181, 801.5703, 817.5428, 817.7072, 821.5692, 846.6368, 848.3360,
864.5439, 871.5663, 889.5949, 906.6243, 935.6550, 959.6548, 960.7040, 977.6605, 1055.5355,
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1073.7883, 1090.7666, 1144.8400, 1203.8635, 1219.7294, 1316.9648, 1327.8235, 1414.0155,
1414.8960, 1430.9950, 1548.8778, 1593.9036)

1735.8662, 1751.8521, 1768.8442

1779.8667 ions(175.1121, 258.1188, 274.1724, 351.1275, 364.1109, 372.2195, 385.1598, 437.2371,
441.0877,459.1707, 470.2191, 474.3107, 501.1518, 511.2496, 517.1884, 521.3483, 531.2514,
588.3113, 614.4280, 615.2076, 616.3542, 621.3663, 632.3743, 643.2294, 661.2855, 686.3255,
688.4684, 695.4150, 703.3959, 711.4396, 725.7587, 762.2667, 764.2341, 783.5423, 790.3538,
790.4965, 805.9818, 824.3381, 827.5930, 870.6823, 884.4777, 958.6244, 965.3456, 983.5145,
988.4161, 991.4929, 1000.5571, 1027.5068, 1087.6475, 1088.5198, 1157.5699, 1174.6992, 1224.6232,
1291.7089, 1304.5833, 1306.6285, 1321.7098, 1351.6984, 1392.6678, 1408.6971, 1420.9478,
1514.6150, 1536.7408, 1614.1403, 1625.8855, 1650.6519, 1678.4897)

1790.8737, 1859.0114, 1897.9043, 2050.0486, 2066.0452, 2211.0930, 2225.1045, 2226.1497,
2328.3379

2440.2097 ions(175.1045, 393.2098, 454.3130, 480.3947, 569.4311, 593.4684, 675.4611, 692.4756,
708.4270, 710.4595, 747.8760, 762.3609, 780.5389, 810.5255, 884.3560, 891.4862, 962.6686,
990.6587, 1231.8070, 1270.7372, 1332.0303, 1402.9480, 1419.0009, 1428.7936, 1475.8361, 1713.4098,
1808.1656, 1826.1937, 1839.1498, 1841.5120, 1856.1938, 1860.0549, 1872.1046, 1902.1166,
1996.2499, 2392.6870)

2456.2014 ions(175.1161, 451.3832, 591.3404, 593.4034, 686.3740, 688.6647, 779.5986, 792.5615,
812.6623, 833.7159, 992.2186, 1154.7871, 1354.7284, 1355.0281, 1356.9817, 1418.9513, 1419.9413,
1421.9529, 1491.0442, 1808.2015, 1816.4506, 1854.6794, 1855.0643, 1857.2225, 1872.2147)

2593.1926

Busqueda realizada en base de datos local donde se encuentra

depositada la secuencia enviada por el usuario:

Search Parameters

Type of search : Sequence Query

Enzyme : Trypsin

Variable modifications : Oxidation (M), Dehydro (C),Gln->pyro-Glu (N-
term Q) ,Oxidation (HW)

Mass values : Monoisotopic

Protein Mass : Unrestricted

Peptide Mass Tolerance : * 0.05 Da

Fragment Mass Tolerance: + 0.2 Da

Max Missed Cleavages 1
Instrument type : MALDI-TOF-TOF
Number of queries : 64

Resultado del analisis utilizando el motor de busqueda Mascot

(www.matrixscience.com)
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http://ubypa8/mascot/cgi/client.pl?modification&mod_name=Oxidation+%28M%29&file=../data/20110923/F005286.dat
http://ubypa8/mascot/cgi/client.pl?modification&mod_name=Dehydro+%28C%29&file=../data/20110923/F005286.dat
http://ubypa8/mascot/cgi/client.pl?modification&mod_name=Gln%2d%3epyro%2dGlu+%28N%2dterm+Q%29&file=../data/20110923/F005286.dat
http://ubypa8/mascot/cgi/client.pl?modification&mod_name=Gln%2d%3epyro%2dGlu+%28N%2dterm+Q%29&file=../data/20110923/F005286.dat
http://ubypa8/mascot/cgi/client.pl?modification&mod_name=Oxidation+%28HW%29&file=../data/20110923/F005286.dat
http://www.matrixscience.com/

Database : Uniproteina 2011-05-27 (142 sequences: 52373 residues)
Timestamp 2 Sep 2011 at 14:47:50 GMT
Protein hits : Seltryp|MarceloComini|

Mascot Score Histogram

Tons score is -10%Log(P), where P is the probabdity that the observed match is a random event.
Individual ions sceres > 4 indicate identity or extensive homelogy (p<0.05).
Protein scores are derived from ions scores as a non-probabilistic basis for ranking protein hits

Munber of Hits

120
Pratein Score

Peptide Smnmary Report

Pratein Summary (deprecated) ~ Help
Significance threshold p<|0.05 Max. number of hits |10
Standard scoring O MudPIT scoring @ Tons score or expect cut-off |0 Show sub-sets |0

Show pop-ups @ Suppress pop-ups O Sort unassigned | Decreasing Scare  v| Require bold red [

[ Selectan ] [ selectMone | [ SearchSelected | [JEmor tolerant | Archive Report

1. Seloryp|MarceloComing | Mass: 92423 Score: 120  Matches: Z(2) Sequences: 2{Z}

[ Check to include this hit in error tolerant search or archive report

Query Observed Mr{expt) Mr{calc) Delta Miss Score Expect Rank Unique Peptide
25 1301.7089 1300.7016 1300.7139 -0.0123 o 62 6.4e-007 1 u R.AFEAATVPIQVR.D
43 1618.7671 1617.7598 1617.7675 -0.0077 0 71 8.5e-008 1 U K.QETPVVDFYTESPR.L + Gln->pyro-Glu (H-term Q)

Protein View
Match to: Seltryp|MarceloComini| Score: 305 Expect: 4.5e-029
Nominal mass (Mp): 92423; Calculated pl walue: 8.40

MNCEI ELAST search of Seltryp|MarceloComini| against nr
Unformatted sequence string for pasting into other applications

Varisble modifications: Oxidation (M), Gln-»pyro-Glu (N-term Q) ,Dehydro (C)
Cleswvage by Trypsin: cuts C-term side of ER unless next residus is P
Sequence Coverage: JF1%

Matched peptides shown in Bold Red

1 MGIZHHHHHH S3GLVPALGSH MASMTGGOQOM GRGEMEEEGG EEEEGPLECPE
51 PAQSVDSMOQR FNRITFEPVL LEVAGSLDDT VCQEITRERLE QYENEYAFIL
101 RLTATLMAFPL VQEVELFGHC EGWDVTDGRA THNGEEGILEG KETNGESGIG
151 SMVAKRLRGD SLIAAPCALT MAERRIEWVE RLHENMNDGHNS AVEKLEAFML
201 YOFLPLALTH NCHPELILSE K3FILEHYVH EATRTSSFLI ADLQEETLAI
251 IDPQLDISMY EADISALELR LCGVVLZHCF VDVVMGHLAL LTKHPEAVLL
301 S3TPWTQEVD VPTEGUPTLS L3PRLOLHCYV PVPSFIPECH LVELHYNSTL
351 LALFTGTVIG TDIVPEHEFF ADFPGLSPEI NVI3SCEATRT ATTVAQRFLE
401 ERLWDRYFAQ TGEGHNNGOTL EHVVIFPSHG GYNNVTHOLD L¥YWALHVGDL
451 KRMEHSEEML GFLLDHESYA AYV(QERPPLP KTPLFIHVED YMNLLLAPSAF
501 GGIGARLVSER HSLPSCPLPR FHSVASAASS AMTPIVLDIR DTTDHOLAHL
551 KGIVNIPMNF PATAYGVEEA ELWLQCLLQP LOPIVVICEN EEEFPLVEER
601 LELLSPGAFI ETYTAKELEZY P3S3L3AAGA EVEWOGFIIT KPLPESIVSS
651 FLPROLVWVS DSAASAFLRI DHYQOLQCIE PSEDTLVLDC RTIYEFENGS
701 HEHSVHIPLL ELCQLTALDT M3IS3S5LLNGT NEQETPYVDF YTPSPRLGOE
751 ILEELHESFM AEHVRRRFSF (QGIKNIIVYC ASGYRSITIAG SLLERAFEAD
801 TVPIQVRDVV GGALQIMEQR PDLWIVEDCS IICVSUFR



[ Show predicted peptides also ]

Sort Peptides By | O Residue Mumber @ Increasing Mass O Decreasing Mass

Start - End Dhserved Mr{expt) Mr{calc) Delta Miss Sequence
96 - 101 732.4316 731.4243 731.4330 -0.0087 0 R.¥APILR.L [No match)
768 - 774 826.4400 825.4327 825.4385 —0.0058 0 R.FSFQGIK.H (No match)
786 - 794 929.5585 928.5512 928.5705 -0.0193 0 R.SIIAGSLLR.R (No match)
%7 - 774 982.5413 981.5340 981.539%96 -0.0056 1 R.RFSFQGIK.H (No match)
227 - 234 1012.4853 1011.4780 1011.4886 -0.0106 0 R.HYVHEATR.T (No match)
511 - 520 1106.5452 1105.5379 1105.5702 -0.0323 0 R.HSLPSCPLPR.F (Mo match)
819 - 827 1125.5822 1124.5749 1124.5979 -0.0229 0 E.QRPDLWIVE.D Gln->pyro-Glu (N-term Q) (Mo match)
819 - 827 1142.6145 1141.6072 1141.6244 -0.0172 0 K.QBPDLWTVE.D (No match)
75 - 785 1258.6161 1257.6088 1257.6176 -0.0087 0 EK.HIIVICASGYR.S (Mo match)
541 - 551 1278.6349 1277.6276 1277.6364 —0.0088 0 R.DTTDHQLAHLE.G (No match)
796 - 807 1301.7089 1300.7016 1300.7139 -0.0123 0 R.AFEAATVPIQVR.D (Ions score 62)
755 - 765 1332.6245 1331.6172 1331.6292 -0.0120 0 K.LHESFMAEHVER.R (Mo match)
49 - 60 1334.6091 1333.6018 1333.5735 0.0264 0 K.CPPAQSVDSMOQR.E Oxidation (M) (Mo watch)
755 - 765 1348.6141 1347.6068 1347.6241 -0.0173 0 EK.LHESFMAEHVE.R Oxidation (M) (No match)
235 - 246 1351.6920 1350.6847 1350.7031 -0.0184 0 R.ISSFLIADLQEK.T (Mo match)
795 - 807 1457.8021 1456.7948 1456.8150 -0.0202 1 R.BAFEAATVPIQVR.D (Mo match)
367 - 379 1491.7152 1490.7079 1490.7194 -0.0115 0 R.HEFFADFPGLSPK.S (o match)
733 - 746 1618.7671 1617.7598 1617.7675 -0.0077 0 EK.QETPV¥VDFYTPSPR.L Gln->pyro-Glu (N-term Q) (Ions score 71)
655 - 669 1632.8295 1631.8222 1631.8308 -0.0085 0 R.QLVWVEDSAASAFLR.I Gln->pyro-Glu (N-term Q) (No match)
733 - T46 1635.7905 1634.7832 1634.7941 -0.0108 0 K.QETPYVDFYTPSPR.L (Mo match)
655 - 669 1649.8517 1648.8444 1648.8573 -0.0129 0 R.QLVHVSDSAASAFLR.I (No match)
601 - 616 1702.9030 1701.8957 1701.9189 -0.0231 0 R.LELLSPGAPIETYTAK.E (INo match)
600 - 616 1859.0114 1858.0041 1858.0200 -0.0159 1 K.BLELLSPGAPIETYTAK.E (No match)
521 - 540 2050.0486 2049.0413 2049.0565 -0.0151 0 R.FHSVASAASSAMTPIVLDIR.D (No match)
768 - 785 2066.0452 2065.0379 2065.0455 -0.0076 1 R.FSFQGIENIIVYCASGYR.S (Mo match)
463 - 481 2226.1497 2225.1424 2225.1480 -0.0056 0 K.LLDHESYAAYVQERPPLPEK.T (No match)
634 - 654 2328.3379 2327.3306 2327.3253 0.0053 0 R.VQGFIITKPLPESIVSSFLPR.(Q (No match)
670 - 691 2593.1926 2592.1853 2592.1836 0.0017 0 R.IDHYQQLQCIEPSEDTLVLDCR.T 2 Dehydro (C) (No match)

Link al resultado (solo funciona en la Pc del servicio):

http://ubypa8/mascot/cgi/master results.pl?file=../data/20110923/F005286.dat

Link al protein view (solo funciona en la Pc del servicio):

http://ubypa8/mascot/cgi/protein view.pl?file=../data/20110923/F005286.dat&hit=1

Busqueda realizada en base de datos publica NCBInr:

Search Parameters

Type of search : Sequence Query

Enzyme : Trypsin

Variable modifications : Oxidation (M) ,Gln->pyro-Glu (N-term
Q) ,Oxidation (HW) ,Dehydro (C)

Mass values : Monoisotopic

Protein Mass : Unrestricted

Peptide Mass Tolerance : * 0.05 Da

Fragment Mass Tolerance: +* 0.2 Da

Max Missed Cleavages 1
Instrument type : MALDI-TOF-TOF
Number of queries : 64

Resultado del andlisis utilizando el motor de busqueda Mascot

(www.matrixscience.com)
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http://ubypa8/mascot/cgi/master_results.pl?file=../data/20110923/F005286.dat
http://ubypa8/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20110923/F005286.dat&hit=1
http://www.matrixscience.com/cgi/client.pl?modification&mod_name=Oxidation+%28M%29&file=../data/20110922/Ftocieuwm.dat
http://www.matrixscience.com/cgi/client.pl?modification&mod_name=Gln%2d%3epyro%2dGlu+%28N%2dterm+Q%29&file=../data/20110922/Ftocieuwm.dat
http://www.matrixscience.com/cgi/client.pl?modification&mod_name=Gln%2d%3epyro%2dGlu+%28N%2dterm+Q%29&file=../data/20110922/Ftocieuwm.dat
http://www.matrixscience.com/cgi/client.pl?modification&mod_name=Oxidation+%28HW%29&file=../data/20110922/Ftocieuwm.dat
http://www.matrixscience.com/cgi/client.pl?modification&mod_name=Dehydro+%28C%29&file=../data/20110922/Ftocieuwm.dat
http://www.matrixscience.com/

Database : HCBInr 20110911 (15270974 sequences; 5234858139 residues)
Timestamp : 22 Sep 2011 at 19:48:46 GMT
Protein hits : gi|71423232 hypothetical protein [Trypsnosoms cruzi strain CL Brener]
41322822359 hypothetical protein TCSYLWIO 5334 [Trypanosoma cruzi]
gi| 158284634 Anopheles ganbize str. PEST AGAPO12696-PA [Anopheles gambiae str. PEST]
gi| 75762702 Ornithine cyclodeaminase [Bacillus thuringiensis serovar israelensis ATCC 35646]
gi| 71013973 hypothetical protein UMO2542.1 [Ustilago waydis 521]
gi| 333997824 hypothetical protein TREPR_2657 [Treponewa primitia ZAS-2]
gi| 38605956 OSJNEaO019K04.17 [Oryza sativa Japonica Group]
§i]321473123 hypotherical protein DAPPUDRAFT 235358 [Daphnia pulex]
gi|223044318 phage head morphogenesis protein [Staphylococcus capitis SK14]
gi | 308071858 hypothetical protein [Pantoea phage LIMElight]
gi| 333367746 amidophosphoribosyltransferase [Psychrobacter sp. 1501(2011]
gi| 163846287 GAF domain-containing protein [Chloroflexus aurantimcus J-10-£1]
§i| 225620636 hypothetical protein BEHWAL 01725 [Brachyspira hyodysenteriae UA1)
gi| 333601759 tRNA pseudouridine synthase L [Gardnerella wvaginalis 315-4]
gi| 261749323 transketolase, C-terminal subunit [Elattabacterium sp. (Periplaneta smericana) str. BPLAN]
gi| 329847327 pentapeptide repeat & copies fawily protein [Asticecacaulis hiprosthecum C19]
i | 301115015 conserved hypothetical protein [Phytophthora infestans T30-4]
gi|302418228 bifunctional protein GAL10 [Verticillium albo-atrum VaMs.10Z]
gi| 126735929 fructose-bisphosphate aldolase [Rosechacter sp. CCS2]
gi|157136519 hypothetical protein hsel_AAELO03480 [ledes aegypti]

Mascot Score Histogram

Tons score is -10*¥Log(P), where P is the probability that the observed match is a random event.
Indinidual ions scores > 55 indicate 1dentity or extensive homelogy (p<0.05)
Protein scores are derived from lons scores as a non-probabilistic basis for ranking protein hits

Number of Hits

15
Protein Score

Link al resultado:

http://www.matrixscience.com/cgi/master results.pl?file=../data/20110922/Ftocieuwm.dat

Link al protein summary:

http://www.matrixscience.com/cgi/master results.pl?file=..%2Fdata%2F20110922%2FFtocieu
wm.dat&REPTYPE=protein& sigthreshold=0.05&REPORT=20& server mudpit switch=999999
99& ignoreionsscorebelow=0& showsubsets=0& showpopups=TRUE& sortunassigned=score
down& requireboldred=0

Link al protein view:

http://www.matrixscience.com/cqi/protein view.pl?file=../data/20110922/Ftocieuwm.d
at&hit=1

Search unmatched:

Link al resultado:

http://www.matrixscience.com/cgi/master results.pl?file=../data/20110922/Ftocieuat.dat

Link al protein summary:
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http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20110922/Ftocieuwm.dat
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=..%2Fdata%2F20110922%2FFtocieuwm.dat&REPTYPE=protein&_sigthreshold=0.05&REPORT=20&_server_mudpit_switch=99999999&_ignoreionsscorebelow=0&_showsubsets=0&_showpopups=TRUE&_sortunassigned=scoredown&_requireboldred=0
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=..%2Fdata%2F20110922%2FFtocieuwm.dat&REPTYPE=protein&_sigthreshold=0.05&REPORT=20&_server_mudpit_switch=99999999&_ignoreionsscorebelow=0&_showsubsets=0&_showpopups=TRUE&_sortunassigned=scoredown&_requireboldred=0
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=..%2Fdata%2F20110922%2FFtocieuwm.dat&REPTYPE=protein&_sigthreshold=0.05&REPORT=20&_server_mudpit_switch=99999999&_ignoreionsscorebelow=0&_showsubsets=0&_showpopups=TRUE&_sortunassigned=scoredown&_requireboldred=0
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=..%2Fdata%2F20110922%2FFtocieuwm.dat&REPTYPE=protein&_sigthreshold=0.05&REPORT=20&_server_mudpit_switch=99999999&_ignoreionsscorebelow=0&_showsubsets=0&_showpopups=TRUE&_sortunassigned=scoredown&_requireboldred=0
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20110922/Ftocieuwm.dat&hit=1
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20110922/Ftocieuwm.dat&hit=1
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20110922/Ftocieuat.dat

http://www.matrixscience.com/cgi/master results.pl?file=..%2Fdata%2F20110922%2FFtocieu
at.dat&REPTYPE=protein& sigthreshold=0.05&REPORT=20& server mudpit switch=9999999
9& ignoreionsscorebelow=0& showsubsets=0& showpopups=TRUE& sortunassigned=scored
own& requireboldred=0

Link al protein view:

http://www.matrixscience.com/cgi/protein view.pl?file=../data/20110922/Ftocieuat.dat&hit=
1

Conclusion:

e En esta muestra se identifican de manera estadisticamente significativa las
siguientes proteinas
= “Seltryp”
» hypothetical protein TCSYLVIO_5334 de Trypanosoma cruzi.
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http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=..%2Fdata%2F20110922%2FFtocieuat.dat&REPTYPE=protein&_sigthreshold=0.05&REPORT=20&_server_mudpit_switch=99999999&_ignoreionsscorebelow=0&_showsubsets=0&_showpopups=TRUE&_sortunassigned=scoredown&_requireboldred=0
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=..%2Fdata%2F20110922%2FFtocieuat.dat&REPTYPE=protein&_sigthreshold=0.05&REPORT=20&_server_mudpit_switch=99999999&_ignoreionsscorebelow=0&_showsubsets=0&_showpopups=TRUE&_sortunassigned=scoredown&_requireboldred=0
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=..%2Fdata%2F20110922%2FFtocieuat.dat&REPTYPE=protein&_sigthreshold=0.05&REPORT=20&_server_mudpit_switch=99999999&_ignoreionsscorebelow=0&_showsubsets=0&_showpopups=TRUE&_sortunassigned=scoredown&_requireboldred=0
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=..%2Fdata%2F20110922%2FFtocieuat.dat&REPTYPE=protein&_sigthreshold=0.05&REPORT=20&_server_mudpit_switch=99999999&_ignoreionsscorebelow=0&_showsubsets=0&_showpopups=TRUE&_sortunassigned=scoredown&_requireboldred=0
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20110922/Ftocieuat.dat&hit=1
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20110922/Ftocieuat.dat&hit=1

