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Resumen

La enfermedad de Chagas, causada por el protozoario Trypanosoma cruzi, constituye un problema
sanitario en Latinoamérica, siendo declarada por la Organizacién Mundial de la Salud como “enfermedad
tropical desatendida”. T. cruzi es capaz de invadir varios tipos celulares en el hospedero mamifero, desple-
gando diferentes moléculas y diversos mecanismos, muchos de los cuales aiin se desconocen, asegurando
su invasién y persistencia.

Buscando en la base de datos de su genoma hemos identificado 63 secuencias de proteinas con motivos
repetidos ricos en Leucina (LRR), muchas de las cuales no presentan claras homologias con proteinas de
mamiferos. La mayoria de dichas secuencias aparecen anotadas como hipotéticas lo que muestra la falta
de estudio que existe sobre este grupo de proteinas en 7. cruzi.

Las proteinas con LRR estéan presentes a lo largo de toda la escala evolutiva y se conoce que en otros
organismos estas proteinas participan en importantes funciones tales como interacciéon célula-célula,
transduccion de senales, reordenamiento del citoesqueleto, senalizacion celular, entre otros. Constituyen
factores de virulencia en varios organismos patdgenos, haciéndolas asi un blanco atractivo para su estudio.
En este trabajo nos propusimos estudiar algunas de estas proteinas, en particular investigando su rol en
el ciclo de vida de T. cruzi, y en la invasion y persistencia de la infeccién.

Mediante ensayos funcionales, hemos caracterizado dos de estas proteinas con motivos LRR de T.
cruzi, denominadas TcCMF46 y TcPP1r. Para cada una se ha determinado, la influencia en el crecimiento
de los parasitos, su influencia en el proceso infectivo mediante ensayos de infeccién in vitro, asi como se
ha estudiado su localizacién subcelular por microscopia de fluorescencia y Western blot. También hemos
identificado posibles interactores mediante ensayos de co-inmunoprecipitacion que nos han dado pistas
sobre su posible funcién.

Los resultados obtenidos indican que TcCMF46 se encuentra fuertemente asociada al citoesqueleto
y su sobreexpresién se correlacioné con una mayor capacidad de invasién. Algunos de sus posibles inter-
actores son moléculas presentes en acidocalcisomas y el Complejo de la Vacuola Contractil. Los estudios
realizados indican que esta proteina puede estar participando en procesos asociados a la dinamica del
citoesqueleto y el trafico vesicular.

Para el caso de TcPP1r, nuestros estudios sugieren que interacciona con la serina/treonina fosfatasa
TcPP1, regulando su actividad. Su localizacién subcelular mostré ser principalmente citosolica, estan-
do excluida del ntcleo. Su sobreexpresién disminuyé en pequena medida la capacidad infectiva de los
pardsitos y les confirié una mayor susceptibilidad a Calyculina A, un firmaco inhibidor de PP1, lo que
sugiere que estarfa inhibiendo la actividad de esta fosfatasa.

Los resultados obtenidos en esta tesis constituyen una primera aproximacién al estudio de proteinas
con LRR en T. cruzi, aportando informacién sobre un grupo de proteinas hasta ahora muy poco explo-
rado.
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1. Introduccion

1.1. Enfermedad de Chagas

También llamada Trypanosomiasis Americana, la Enfermedad de Chagas, causada por el protozoario
flagelado Trypanosoma cruzi, es una zoonosis endémica en 21 paises de América Latina, causando maés
muertes por afio que cualquier otra enfermedad transmitida por insectos (vectores), incluida la Malaria.
Esta enfermedad estd muy extendida en otros paises no endémicos, como Australia, Japén, Espana y
Estados Unidos, principalmente a causa de la migracién (ver Figura 1). Actualmente existen entre 7y 8
millones de personas infectadas, y cerca de 70 millones de personas se encuentran en riesgo de infeccion,
principalmente en América Latina. Anualmente se producen cerca de 7500 muertes por esta enfermedad,
y se cree que menos del 1% de los infectados tienen acceso a un diagndtico y tratamiento adecuados. La
Figura 1 muestra la distribucién geografica de esta enfermedad al 2016 [1].

-

B Endemic countries

['] Non-endemic countries but present

Figura 1 — Distribucién geogréfica de la Enfermedad de Chagas. En marrén se indican las regiones donde la enferme-
dad es endémica y en beige las regiones donde la enfermedad esta presente pero no es endémica. Extraido de DNDI:
Drugs for neglected disease iniciative http://www.dndi.org/diseases-projects/chagas/ [1]

Esta enfermedad fue descubierta en 1909 por el médico Carlos Chagas, quien describié las mani-
festaciones clinicas de la infeccion en la etapa aguda, el agente etiolégico y ciclo de vida del parésito,
el insecto vector que lo transmite, asi como los hospederos mamiferos [2]. La enfermedad de Chagas es
transmitida a humanos y méds de 150 especies de animales domésticos (perros, gatos), y salvajes (roedores,
marsupiales, armadillos, etc), generalmente a través de insectos hemipteros hematéfagos de la subfamilia
Triatominae. A pesar de la existencia de més de 130 especies de triatominos, tres, son las principales
que actian como vectores competentes de Trypanosoma cruzi: Triatoma infestans, Rhodnius prolizus, y
Triatoma dimidiata, siendo la primera las més importante [3]. El vector defeca luego de alimentarse de la
sangre del hospedero (actividad que realiza de noche), y la transmisién del pardsito ocurre cuando una
herida en la piel (incluso la misma picadura), los ojos o la boca entran en contacto con las heces/orina
contaminadas con T. cruzi [4].

1.1.1. Aspectos socioeconémicos de la Enfermedad de Chagas

La Enfermedad de Chagas esté catalogada como una“Enfermedad Tropical Desantendida” (Neglected
Tropical Disease); ya que estd relacionada directamente con la pobreza y no apropiadamente atendida
o encarada desde la esfera politica o por los medios de comunicacion, lo que produce un impacto en la
salud, bienestar y desarrollo socioeconémico de paises de bajos recursos o en vias de desarrollo [5].


http://www.dndi.org/diseases-projects/chagas/

Numerosos estudios han demostrado las ventajas de prevenir esta enfermedad mediante programas
de control del insecto vector [6]. En el caso de Uruguay, los esfuerzos por erradicar la enfermedad se
lograron gracias a la creacién del “Programa Nacional de Chagas”, en 1972 y reformulado en 1983, un
esfuerzo mancomunado entre el Ministerio de Salud Publica (MSP) y la Universidad de la Reptblica
(especialmente el Departamento de Parasitologia y Micologia de la Facultad de Medicina) y las Inten-
dencias locales. Desde el Departamento de Parasitologia y Micologia se trabajé por estandarizar técnicas
diagnosticas, conocer més a fondo a los triatominos silvestres de Uruguay, los mecanismos de transmision
de T. cruzi y las manifestaciones clinicas de la Enfermedad de Chagas, mientras que los esfuerzos del
MSP se centraron en la erradicacién del parasito. La efectividad del control antivectorial se manifesto
en la cada vez mas escasa captura de vectores y en la no deteccién de casos agudos de la enfermedad
[7]. La implementacién consistente de este programa permitié que desde el 1997, se haya mantenido
interrumpida la transmisiéon domiciliaria de la Enfermedad de Chagas, y que en 2012, la Organizacién
Panamericana de la Salud certificara al pais como el primero de América Latina libre del insecto que
transmite esta enfermedad [8], [9].

1.1.2. Fases de la enfermedad y tratamiento

Fases aguda y crénica

La Enfermedad de chagas generalmente presenta una fase inicial o aguda, seguida por una fase
crénica que puede ser clasificada como indeterminada (sin manifestaciones clinicas), o determinada, de
tipo cardiaca, digestiva o cardiodigestiva, cada una con sus propias manifestaciones clinicas. Una fase
aguda severa ocurre en menos del 1% de los pacientes, donde las manifestaciones clinicas pueden incluir
miocarditis aguda, efusién pericdrdica y/o meningoencefalitis [6].

La fase inicial de infeccién con Trypanosoma cruzi o Fase Aguda dura de 4 a 8 semamas, mientras que
la fase crénica dura toda la vida del hospedero. Generalmente, la fase aguda es asintomadtica o presenta
sintomas asociados a una enfermedad febril que se resuelve de forma espontanea. Dichos sintomas, cuando
ocurren, comienzan 1 o dos semanas luego de la exposicién con un triatomino infectado, incluyendo
fiebre, inflamacién de higado, bazo, y ganglios linfaticos, edema subcutdneo, y la caracteristica lesion
inflamatoria en el sitio de entrada del parésito a través de la piel (Chagoma) o la mucosa ocular (signo
de Romana) [10], [3], [4]. Estos sintomas sistémicos son el resultado de una alta parasitemia.

La fase aguda se resuelve espontdneamente entre 4 y 8 semanas en la gran mayoria de los pacientes.
Estos pacientes pueden entrar entonces en una de dos fases; la fase de latencia o indeterminada, que
se caracteriza por una parasitemia casi indetectable, falta de sintomas, serologia positiva y un leve y
subclinico compromiso cardiaco[11]. Sin embargo, un tercio de los pacientes evoluciona luego a la fase
crénica unos 20 afios luego de la infeccién [6].

La fase crénica esta caracterizada por el desarrollo progresivo de lesiones en diferentes érganos, prin-
cipalmente corazén, eséfago, célon, o una combinacién de estos, generando tres formas de la enfermedad;
cardiaca, digestiva o cardiodigestiva. La forma digestiva se manifiesta en el 10-15% de los pacientes
crénicos, mientras que la forma cardiaca es mas comun y peligrosa, presentdndose en el 20-30 % de los
pacientes, y generalmente lleva a anormalidades en el sistema de conduccién, bradiarritmias y taquia-
rritmias, aneurismas apicales, falla cardfaca y muerte sibita [3].

Farmacos tripanocidas

A pesar de la alta incidencia en las regiones endémicas y de la diseminacién de la enfermedad de
Chagas, no existe a la fecha una vacuna contra 7. cruzi y solo hay dos farmacos aprobados para el
tratamiento que fueron desarrollados a fines de los aflos 60’; Benznidazol (Bzn) y Nifurtimox (Nfx).
Estos nitrocompuestos heterociclicos presentan mayor efectividad en la fase aguda de la enfermedad,
teniendo una actividad antiparasitaria muy leve en la fase crénica. A su vez, poseen efectos secundarios
indeseables, mayor toxicidad en adultos, eficiencia variable, y resistencia desarrollada por el parasito
[10], [12]. La quimioterapia con estos compuestos estd recomendada para todos los casos en fase aguda,
congénita y reactivaciéon de la enfermedad, para todos los ninos y para menores de 18 anos en fase
cronica. También se recomienda para adultos de 19-50 anos que no presenten cardiopatia chagasica.
Como contrapartida, estd contraindicada en embarazadas, pacientes con insuficiencia renal o hepética y
en casos avanzados de megacélon y cardiopatia chagéasica [3].

El efecto secundario més comin de Bzn es la dermatitis alérgica localizada, que afecta entre el 20 %
y 30% de los pacientes, seguida por neuropatia periférica en el 5-10% de los pacientes. Otros efectos



secundarios asociados pueden ser nauseas, vomitos, anorexia, pérdida de peso, e insomnio. En cuanto a
Nfx, el efecto secundario més comin estd asociado a molestias gastrointestinales, reportdndose en el 50 %
de los pacientes, incluyendo nauseas, vomitos, anorexia, pérdida de peso, molestia abdominal, y diarrea.
Otros sintomas estan relacionados con el efecto sobre el Sistema Nervioso Central, e incluyen insomnio,
irritabilidad y desorientacién. En general, los ninos tratados tanto con Bzn como con Nfx presentan
menos efectos adversos que los adultos [12].

Tomando estos datos, es clara la necesidad de nuevas drogas que sean efectivas tanto en la fase aguda
como en la fase cronica de la enfermedad, y que presenten menos efectos secundarios que los actualmente
usados.



1.2. Trypanosoma cruzi

1.2.1. Taxonomia

Trypanosoma cruzi presenta la siguiente ubicacion taxonémica: Eukarya, Protista, Exclavata, Dis-
coba, Discricristata, Euglenozoa, Kinetoplastea, Tripanosomatida, Trypanosomatidae, Trypanosoma. Es
un parasito unicelular flagelado digenético (su ciclo de vida alterna entre dos hospedadores de diferentes
especies; por ejemplo entre vertebrados e insectos, generalmente llamados vectores) perteneciente a la
familia Trypanosomatidae. En el sistema taxonémico actual la familia Trypanosomatidae contiene tres
subfamilias descritas: Leishmaniinae, compuesta por un género digenético (Leishmania) y tres mono-
genéticos (pardsito cuyo ciclo de vida ocurre enteramente en un hospedador) (Crithidia, Leptomonas
y Lotmaria); Strigomonadinae que contiene tres géneros monogenéticos (Angomonas, Kentomonas, y
Strigomonas); y Blechomonadinae que contiene el género monogenético Blechomonas. Por fuera de estos
tres grupos existen otros géneros: Trypanosoma, Phytomonas, Blastocrithidia, Herpetomonas, Sergeia,
Paratrypanosoma y Wallacemonas, [13].

La Figura 2 muestra el drbol filogenético bayesiano de Tripanosomatidos [13].
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Figura 2 — Arbol filogenético bayesiano de tripanosométidos. Dicho arbol se obtuvo a través del analisis de secuencia
de la subunidad pequena de ARNr. En amarillo se representan los pardsitos monogenéticos y rojo los digenéticos. El
color verde representa las especies de bodonidos usadas como grupo externo [13].

1.2.2. Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi

La descripcion del ciclo comenzara con la infeccién del hospedero mamifero por tripomastigotas me-
taciclicos presentes en la excreta del triatomino hematéfago. Los pardsitos en este estadio pueden ingresar



al hospedero mediante la contaminacién de la picadura con dicha excreta o penetrando las mucosas. Este
estadio es no proliferativo, pero altamente infectivo, pudiendo invadir un amplio rango de células fa-
gociticas y no fagociticas, ingresando a través de una vacuola parasitofora. Inmediatamente luego de su
ingreso, se diferencia a amastigota y escapa de la vacuola parasitéfora. Una vez en el citoplasma se com-
pleta su diferenciacién, donde, entre otras cosas sufren un drastico acortamiento del flagelo. Este estadio
es replicativo y comienza asi la proliferacion hasta que la célula estd llena de amastigotas, formando
un “pseudoquiste” [14]. En este punto, los amastigotas se alargan, y también lo hace el flagelo, diferen-
ciandose a “tripomastigotas esbeltos”. Estos, al lisarse la célula pueden tanto invadir células vecinas,
como pasar al sistema circulatorio o linfatico y diseminarse, en cuyo caso comienzan a diferenciarse, a
“tripomastigotas retacones” o a amastigotas extracelulares, ambos capaces de invadir otras células (en
el caso de amastigotas especialmente invaden células fagociticas, pero utilizando mecanismos de invasién
diferentes [14] [15]). Se ha demostrado que aquellos “tripomastigotas esbeltos” que fallan en su invasién
se diferencian, primero a “tripomastigotas retacones” y luego a amastigotas (proceso denominado amas-
tigogénesis) [14]. Una mezcla de estas tres formas puede estar presente en la sangre de un hospedero
infectado, y ser ingeridos por un triatomino. En el intestino medio del vector, los tripomastigotas se di-
ferencian, inicialmente a una forma esferomastigota intermedia, alargando su flagelo, para luego alargar
el resto del cuerpo celular y convertirse en epimastigotas (estadio replicativo no infectivo) y continia
su replicacién hasta llegar a la fase estacionaria cuando se agotan los nutrientes de la sangre ingerida.
Cuando esto ocurre, migran hacia la region posterior del tracto intestinal del insecto, donde los epimasti-
gotas esbeltos caracteristicos de la fase estacionaria de crecimiento se adhieren a la cuticula del intestino
a través del flagelo, y se diferencian en la forma infectiva (no replicativa) tripomastigota metaciclico,
completando el ciclo de vida [14], [15].

La Figura 3 esquematiza el ciclo de vida completo de Trypanosoma cruzi, identificando los estadios
y formas que pueden encontrarse en el insecto vector de la familia Reduviidae (“Reduviid bug”), y en el
mamifero [15].
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Figura 3 — Esquema del ciclo de vida de Trypanosoma cruzi. Al ser un pardsito digenético, presenta dos tipos de
hospederos, uno de ellos invertebrado (insecto vector de la familia Reduviidae, indicado como “Reduviid bug”) y otro
mamifero (identificado como “Mammal”). Cada uno de estos hospederos presenta formas o estadios caracteristicos
de T. cruzi. También se pueden observar formas intermedias, como la forma esferomastigota (“spheromastigote”),
y las formas “esbelta” y “retacona” del estadio tripomastigota (indicados como ‘slender trypomastigote” y “broad
trypomastigote”) [15].



1.2.3. Mecanismos conocidos de invasiéon y persistencia en el hospedero

Invasién en células de mamifero

La invasién de células en el hospedero involucra numerosas interacciones con la célula invadida y efec-
tos sobre la misma, que facilitan los pasos para una infeccién efectiva. En este contexto, el citoesqueleto
de la célula hospedera es crucial para la invasion y persistencia de los parasitos.

Los tripomastigotas son muy moéviles y tienen una importante adaptacién a la invasién de células no
fagociticas mediante uno de tres mecanismos. Previamente, y durante la invasién, los tripomastigotas
activan en la célula hospedera un importante nimero de vias de senalizacién, incluidas aquellas que
involucran concentraciones de Ca?*, kinasas de fosfatidilinositol, y AMPc [16].

El primer mecanismo es el dependiente de lisosomas. En este caso, T. cruzi logra el ingreso en células
no fagociticas al activar la via de exocitosis lisosomal, generando un flujo de Ca?* que estimula la depo-
limerizacién de los filamentos corticales de actina y el reclutamiento de microtibulos y lisosomas al sitio
de la invasién [17], [15]. Estos lisosomas se fusionan a la membrana formando una vacuola que contiene al
parésito, el cual residird alli durante un breve periodo. Este mecanismo de exocitosis mediada por Ca?* se
encuentra altamente conservado en todas las células de mamiferos (mecanismo de tipo “housekeeping”),
y se activa ante la sefial de ruptura de la membrana, por lo que puede ser una de las explicaciones de
la habilidad de T. cruzi de invadir virtualmente cualquier tipo de célula de mamifero [18]. Dado que las
células musculares tienen particularmente desarrollado este mecanismo, el mismo puede promover a la
vez la invasion y tropismo sobre las células del musculo cardiaco y liso.

Otro de los mecanismos (denominado “mecanismo dependiente de actina”) implica los filamentos de
actina de la célula hospedera, donde inicialmente la vacuola parasitéfora es formada enteramente por la
membrana plasmaética de la célula, que lo rodea y engloba. Dicho mecanismo activa la ruta endocitica de
la célula hospedera, la cual activa la depolimerizacion del citoesqueleto de actina alrededor del sitio de
invasién. Dicha depolimerizacién promueve el ingreso del pardsito, mediado por la fusién con organelos
endociticos como los endosomas tempranos [19], [20].

El iltimo mecanismo es el “independiente de lisosomas”, en el cual los parasitos logran invadir ingre-
sando por invaginacion de la membrana plasmatica donde se acumula fosfatidilinositol 3,4,5 trisfosfato
(PIP3) por actividad de kinasas de fosfatidilinositol de tipo I. Dicha invaginacién de la membrana, con-
teniendo al pardsito, madura como vacuola parasitéfora mediante la fusién con endosomas tempranos y
posteriormente, con la fusién de lisosomas [21].

Sea cual sea el mecanismo de entrada, una vez que se forma la vacuola, se produce un trafico lisosomal
hacia la misma, acidificando su medio. Este descenso de pH induce dos procesos; diferenciacién de
tripomastigota a amastigota y activacion en el pardsito de moléculas denominadas TcTox, que median el
debilitamiento de la membrana de la vacuola parasitéfora y permite el escape del amastigota al citoplasma
[21], [15]. Este proceso se completa en unas 8 h y una vez en el citoplasma, los amastigotas completamente
diferenciados comienzan a replicarse cada 12 h durante 3-5 dias, hasta completar el volumen celular.

También se ha descrito una reorganizacién del citoesqueleto de actina, el cual se incrementa y orga-
niza sobre el sitio de invasién. Se considera que dicho incremento también es promovido por el parasito,
para facilitar su retencién en la célula [16].

La Figura 4 muestra un esquema de los tres tipos de invasién previamente descritos [21].
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Figura 4 — Modelo de invasién de Trypanosoma cruzi en una célula de mamifero. De izquierda a derecha se muestra el
mecanismo dependiente de lisosomas, el mecanismo dependiente de actina y el mecanismo independiente de lisosomas
[21].

A pesar de que en la invasién el reordenamiento del citoesqueleto (tanto a nivel de microtibulos,
como de filamentos de actina), hacen a la célula mds “tiesa”, promoviendo la invasién y retencién del
parasito, se ha demostrado que, una vez establecida la invasion, a medida que pasa el tiempo ocurre un
“ablandamiento” de la célula hospedera, producto de un desensamblaje progresivo del citoesqueleto. Si
bien no se conocen los beneficios de este proceso sobre el pardsito, se puede hipotetizar que el mismo
genera un ambiente més permisivo para la replicacion y puede facilitar la disrupcién de la célula hospe-
dera y egreso de los parasitos. En un contexto tisular, este proceso puede afectar la funcién del tejido
infectado y contribuir a la patofisiologia de la Enfermedad de Chagas [16].

Persistencia en el hospedero mamifero

T. cruzi ha desarrollado la capacidad de evadir el Sistema Inmune Innato de mamiferos. Uno de los
mecanismos identificados de persistencia es la supresiéon del mecanismo de “estallido respiratorio” de los
macréfagos, ya sea por Intermediarios Reactivos de Oxigeno (ROI) o por Intermediarios Reactivos de
Nitrégeno (NOI), mediante el uso de un sistema antioxidante que hace frente al ataque oxidativo, asegu-
rando su liberacién del fagosoma hacia el citoplasma de la célula. Dicho sistema consta de la produccién
de equivalentes reductores desde el NADPH a una variedad de sistemas enzimaticos de detoxificacion
que utilizan antioxidantes como tripanotién, glutatién, ascorbato o triparredoxinas [17].

Otro mecanismo utilizado es el uso del tejido adiposo como “escondite”. Estudios han demostrado
que ademaés del tejido muscular cardiaco y liso, T. cruzi presenta tropismo hacia adipocitos y el tejido
adiposo. En ensayos in vitro se ha demostrado que es capaz de alterar un importante nimero de vias de
senalizacién en adipocitos en la fase temprana de la infeccién, que se mantienen durante la fase crénica
de la misma. Por otro lado, los parasitos tienen una gran afinidad con lipoproteinas, cuya unién facilita
la invasién de células. Todo esto puede facilitar en parte la persistencia de T. cruzi en el tejido adiposo
y en adipocitos, siendo un “depdsito” de parasitos a largo plazo, de donde los mismos pueden emerger
ante una situacién de inmunosupresién atin décadas después [17].

1.2.4. Organizacion subcelular de Trypanosoma cruzi

Trypanosoma cruzi es un protozoario que se caracteriza por presentar organelos tnicos (a diferencia
de la mayoria de las células eucariotas), como es caso de la vacuola contréctil en contacto con el bolsillo



flagelar, la gran mitocondria, anexada a un kinetoplasto que contiene maxicirculos y minicirculos que
conforman el ADNK, asi como un sélo flagelo, conectado al kinetoplasto a través del cuerpo basal, que
emerge de la célula desde el bolsillo flagelar (una invaginacién en la membrana plasmatica) [22]. Ademés
presenta estructuras particulares, como los glicosomas (organelos donde se realizan las reacciones de
glicdlisis), reservosomas (organelos donde se almacenan ciertas sustancias de reserva) y acidocalcisomas
(organelos con grandes reservorios de iones como Ca?*, Mg+, Nat y polifosfatos) [23]. La region anterior
de la célula esta definida como la regién donde se ubica el flagelo y es la que dirige su desplazamiento. Esta
estructura bésica se mantiene en todos los estadios, donde los cambios morfolégicos estan relacionados
a una reorganizacién de dichas estructuras, mds que a una pérdida/ganancia de las mismas.

El estadio epimastigota

Puede definirse como aquel donde el kinetoplasto y la base del flagelo se encuentran en posicién anterior
con respecto al nicleo. Aunque es claro que el estadio epimastigota estd bien delimitado, los pardsitos
en dicho estadio presentan una amplia variedad de tamanos y formas, hasta llegar a un tamano de 30
pm. Existen dos fases principales dentro de la curva de crecimiento de este estadio, cada una con ca-
racteristicas morfolégicas marcadas; la fase exponencial, con la forma epimastigota caracteristica, donde
los pardsitos estan en su mayor tasa de replicacion, mientras que en la fase estacionaria la proliferacion
cesa, se alarga tanto el cuerpo celular como el flagelo, adquiriendo una forma maés esbelta, y se preparan
(metabdlica y morfolégicamente) para el pasaje al estadio tripomastigota metaciclico (proceso llamado
metaciclogénesis) [24]. Se ha identificado ademas, una forma intermedia denominada “esferomastigota”,
con un cuerpo redondeado, la cual aparece en la fase logaritmica temprana (con un flagelo pequetio) y
en la fase estacionaria (con un flagelo varias veces mds grande que el cuerpo celular). Esta forma no
ha sido identificada como un estadio en si mismo, sino una forma intermedia entre la diferenciacién
amastigota/epimastigota y epimastigota/tripomastigota [14].

El estadio tripomastigota

En contraposicién al estadio epimastigota, los tripomastigotas se definen como aquellos pardsitos donde
el kinetoplasto y la base del flagelo pasan a una posicién posterior con respecto al ntucleo. Este esta-
dio presenta dos tipos morfolégicos bésicos; esbelto o “slender” y retacén o “stump”. Ademds, existen
dos tipos de tripomastigotas (cada uno con los mismos tipos morfolégicos mencionados anteriormente);
los tripomastigotas celulares, que son aquellos que emergen de células de mamifero infectadas, diferen-
ciandose a partir de amastigota intracelular, y los tripomastigotas metaciclicos, que son el resultado
metaciclogénesis de epimastigotas en el tracto digestivo posterior del insecto vector [24].

El estadio amastigota

Los amastigotas, por otro lado, son mas o menos esféricos, con un tamano de 3-5 ym de didmetro, con un
flagelo muy reducido, que apenas emerge del bolsillo flagelar. Con respecto a la relacién espacial de las
estructuras subcelulares, al igual que en epimastigota, el kinetoplasto y la base del flagelo se encuentran
en posicién anterior con respecto al nicleo.

La Figura 5 muestra un esquema 2D y 3D de los tres estadios anteriormente mencionados en su
forma més general, donde es posible visualizar y comparar las relaciones espaciales de las principales
estructuras [25].
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Figura 5 — Estructura esquemadtica de organelos de epimastigota de T. cruzi en diferentes estadios. (a) Estructura y
relacién espacial de organelos en el estadio epimastigota. (b) Estructura y relacién espacial de organelos en el estadio
tripomastigota. (c¢) Estructura y relacién espacial de organelos en el estadio amastigota. En funcién de microscopia
Sptica y de microscopia electrénica de barrido y transmisién, se generaron los modelos 2D y 3D de cada estadio [25].



1.2.5. El citoesqueleto

En las células eucariotas, el citoesqueleto cumple un papel esencial en numerosos procesos, desde el
mantenimiento de la forma celular, locomocién y movimiento intracelular de diversas estructuras. Los
microtibulos son la principal estructura del citoesqueleto, pudiendo hallarse en el citoplasma, formando el
huso mitético o ensamblados en varias estructuras intracelulares. En algunos protozoarios ademds, existe
un arreglo particular de microtibulos, el cual se organiza como una capa tUnica ubicada inmediatamente
por debajo de la membrana plasmética [26], llamada “Corset subpelicular de microtibulos” [27], [28],
[29]. Este arreglo se puede encontrar en la familia Kinetoplastida.

Los microtubulos

Los microttibulos pueden definirse como complejos macromoleculares de /8 Tubulina (unidad estruc-
tural) que forman una estructura polimérica que interactiia con otras proteinas menos abundantes. Estas
ultimas proteinas son importantes en el control de la estabilidad y dindmica de ensamblaje/desensamblaje
del microtibulo, modulando asi las propiedades funcionales del mismo [26].

El principal componente del citoesqueleto de los tripanosomatidos es el microtibulo. En estos parasi-
tos, a diferencia de las células de mamiferos, los microtibulos estdan precisamente formando dos estruc-
turas celulares diferentes. El primero de ellos es el “Corset subpelicular de microtibulos”, el cual le da
forma a la célula y esta presente durante todo el ciclo del parasito. El segundo arreglo de microtibulos
es el que forma el complejo cuerpo basal/axonema del flagelo [30], [26].

El Corset Subpelicular de Microtiibulos

Este arreglo se encuentra a lo largo de toda la célula, excepto en la regién del bolsillo flagelar, donde
los microtiibulos subpeliculares son reemplazados por la Zona de Unién al Flagelo (Flagellum Attach-
ment Zone: FAZ), formada por una estructura filamentosa. Por Microscopia de Transmisién se identificd
que, en todas las especies estudiadas de tripanosomatidos, el arreglo subpelicular se encuentra a unos
15 nm de distancia de la membrana plasmatica, y los microtibulos se disponen de forma paralela unos
de otros, manteniendo una distancia fija de 44 nm. Esta distancia fija se debe en parte a la presencia
de filamentos de 6 nm de espesor que los conectan formando una especie de “puente”. Estos filamentos
estan formados por proteinas asociadas a microtibulos (“Microtubule-Asociated Proteins” o MAPs).
Aunque han sido descritas algunas de estas proteinas presentes en dichos filamentos, la naturaleza de los
mismos no esta completamente clara. La unién entre microtubulos y los filamentos que actian de anclaje
entre microttibulos contiguos (también dispuestos de forma regular), convierte el arreglo en una cdscara
dura imposible de doblar o encoger. Sin embargo, el arreglo helicoidal que forma le permite encogerse o
hincharse en respuesta a un estrés osmético, volviendo a la célula méas pequena y esférica o con forma de
tirabuzén [26], [29].
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Figura 6 — Ultraestructura del corset subpelicular de microttiibulos. (a) Corte transversal de Leptomonas samueli
mostrando el arreglo de microtibulos debajo de la membrana plasmaética [26]. (b) Microfotagrafia electrénica de
epimastigota de T. cruzi, mostrando el corset subpelicular de microttibulos y los filamentos (flechas) que actian como
puentes conectando los microtibulos paralelos [26] (c) Microfotagrafia electrénica de transmisién donde se realizé una
tincién negativa de citoesqueleto de T. brucei [30] (escala: 1,1 pm).

1.2.6. El flagelo en tripanosomatidos

El flagelo es un apéndice celular, generalmente rodeado de membrana que se proyecta al medio ex-
terno. Esta estructura se encuentra presente en la mayoria de los organismos pluricelulares y en muchos
otros unicelulares, especialmente protozoarios, como es el caso de los tripanosomdtidos [31]. La com-
paraciéon genémica entre diferentes organismos flagelados ha mostrado que la mayoria de las proteinas
identificadas en el flagelo estan altamente conservadas.

En el caso de T. cruzi, el tamano del flagelo varia a lo largo de su ciclo, desde menos de 2 pm en
amastigotas, hasta 20 um en epimastigotas en fase estacionaria [15].

La Figura 7 muestra las tres estructuras principales del flagelo de Trypanosoma; el axonema, el PFR

o “Paraflagellar Rod” y la zona de unién al flagelo o FAZ (“Flagellar Atachtment Zone”) en un corte
transversal de flagelo de T. brucei [30].
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Figura 7 — Ultraestructura del flagelo de Trypanosoma. Se observa una microscopia de transmisién de corte transversal
de flagelo de T. brucei, donde se observa el axonema, con su arreglo de 9+2 dobletes de microtibulos, acompanado del
PFR (indicado con flechas). también se pueden identificar cuatro microtibulos del corset subpelicular (indicados con
cabezas de flechas) que se asocian con el reticulo endoplasmadtico liso, y la zona de unién al flagelo (FAZ), marcada
con una llave. Escala: 70 nm [30].

El axonema

El axonema es el nticleo central de las cilias y los flagelos eucariotas (en bacterias la composicién del
flagelo es diferente). Esta estructura cilindrica altamente organizada se compone de 9 pares (dobletes)
de microtibulos periféricos, rodeando un par de microtibulos centrales denominados CPC (Central Pair
Complex). Los 9 dobletes se ordenan en intervalos regulares formando un cilindro hueco que se extiende
a lo largo de todo el flagelo. Los dobletes estdn compuestos por dos tipos diferentes de microtibulos;
los “A” estan compuestos por 13 protofilamentos tipicos, mientras que los “B” estdn formados por 11
protofilamentos y se fusionan con los A. Los microtibulos del par central o CPC estdn formados por 13
protofilamentos, y, si bien no estan en contacto directo, se conectan mediante un filamento fino o “puen-
te”. Los dobletes se encuentran conectados entre ellos mediante “nexin-links”. Los tubulos A contienen
dos proyecciones llamadas “brazo externo de dineina” (“Outer Dynein Arm”: ODA) y “brazo interno de
dineina” (“Inner Dynein Arm”: IDA). Una tercer proyeccién, llamada “Radial Spoke” (RS) se orienta
hacia el par central de tibulos [31].

Composicién molecular del axonema.

Dado que son el componente estructural de los microtibulos, las proteinas flagelares mas abundantes
son la a y S-tubulina.

La siguiente familia de proteinas més frecuentes es la de dineinas; proteinas motoras asociadas a
microtubulos, cuya actividad es la responsable de la motilidad del flagelo. Las dineinas flagelares son
complejos proteicos compuestos por 1-3 cadenas pesadas (con actividad ATPasa y motilidad intrinseca),
y un numero variable de cadenas intermedias o livianas (sin actividad motora, pero con dominios de
interaccién proteina-proteina, regulando la actividad, especificidad y localizacién de las cadenas pesadas).
Estos complejos pueden ser de dos tipos; el ODA, el cual esta formado por 3 cadenas pesadas diferentes,
2 cadenas intermedias y 8 cadenas livianas, mientras que el IDA, esta compuesto por una cadena pesada
y una cadena liviana o intermedia [31].

El movimiento del flagelo se realiza en presencia de Mg?* y ATP, mediante la accién de los complejos
de dineina, en un proceso denominado deslizamiento de microtiibulos. En este proceso, los brazos de
dineina de un doblete periférico interactian brevemente con el doblete adyacente . Dado que el axo-
nema se encuentra anclado en la célula mediante el cuerpo basal (“basal body”), el deslizamiento de
los microtibulos hace que el flagelo se doble. Sin embargo, no todos los microtibulos pueden deslizarse
simultaneamente, dado que se requiere asimetria para lograr que el flagelo se doble. La participacion
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del doblete central es crucial para brindar la asimetria; se ha determinado que en muchos organismos el
doblete central se gira, permitiendo la interaccién breve con dobletes especificos, activandolos sélo en ese
momento de interaccién [31].

Existen numerosas lineas de investigacién que indican que los complejos de dineina son regulados
por complejos especificos, denominados dynein regulatory complex o “complejos reguladores de dineina”
(DRCs), localizados muy cerca de los brazos internos de dineina de los tibulos A [31]. Actualmente a
estos complejos se los denomina N-DRC o “Nexin-Dynein Regulatory Complex” [32].

Estudios revelan que N-DRC, junto con otros complejos (como el RS y el doblete central) estarfa
participando en la conexién entre los RS y los ODAs e IDAs, regulando el desplazamiento de los mis-
mos sobre los dobletes vecinos [33] [32] [34] . Al restringir, mecdnica o quimicamente, el deslizamiento
de algunas dineinas en particular, se tiene como resultado el doblamiento del flagelo. Sin embargo, la
naturaleza de dicha regulacién y su mecanismo no estdn completamente esclarecidos [34].

La Figura 8 [32], muestra la estructura del axonema de Chlamydomonas flagella (organismo modelo
para el estudio de esta estructura) en un corte transversal, y un modelado 3D, indicando la posicién de
N-DRCs, IDAs, ODAs, RS y los tubulos A y B de un doblete.

DRC 3&4
DRC 5&6

Figura 8 — Modelo de la estructura de N-DRC de Chlamydomonas flagella. A: Imagen de contraste de interferencia
diferencial mostrando una célula de Chlamydomonas flagella con sus dos flagelos, al hacer un zoom esquemadtico se
observa el axonema en una vista transversal del flagelo. Se identifican tres estructuras que conectan dobletes vecinos;
IDAs, ODAs y el complejo N-DRC. B y C: mapa 3D del repetido que forma el axonema de Chlamydomonas flagella
realizado por tomografia crio-electrénica (cryo-ET), en corte transversal (B) y su vista longitudinal (C). Referencias:
At; tubulo A, Bt; tibulo B, CPC; Central Pair Complex, IDA; Inner Dynein Arm, ODA; Outer Dynein Arm, RS;
Radial Spoke [32].

Estructuras accesorias al axonema

-PFR o Paraflagellar Rod, es una estructura reticular que se extiende a lo largo del axonema. A pesar
que su ultra-estructura ha sido bien caracterizada, es poco lo que se conoce a nivel de su composicién y
su funcién en el flagelo, aunque ciertos estudios han sugerido que la presencia de esta estructura es un
pre-requisito para la motilidad del flagelo [31], [35], [36], [29].

-FAZ o Fagellum Attachment Zone, es una estructura inica en Trypanosoma y algunos protozoarios
emparentados [37]. Es una larga estructura del citoesqueleto que conecta al esqueleto del flagelo con el
citoesqueleto de la célula a través de la membrana tanto del flagelo como de la célula. Se ha demostrado
que en Trypanosoma brucei esta estructura actiia como una “regla celular”, que regula el largo de la
célula y la posicién de los organelos, siendo critica en la divisién celular y la diferenciacion del parasito
[38], [35], [36], [29].
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Funciones del flagelo

Notablemente, el rol del movimiento flagelar en los protozoarios, no estd limitado al desplazamiento
de la célula, sino que ademas contribuye al ingreso de nutrientes y la divisién celular. Por ejemplo, en
Trypanosoma brucei se reconoce que el flagelo es crucial tanto en la motilidad, como en procesos como la
morfogénesis y citocinesis, controlando tanto el tamano como la forma celular, dirige la citocinesis y la
segregacion de organelos. La interaccién parasito-célula hospedera en el momento de la invasién se logra en
gran medida por moléculas flagelares que median la unién a los tejidos del hospedero, obtienen e ingresan
del mismo factores de crecimiento, promoviendo la supervivencia del parasito a través de la supresién del
sistema inmune [39]. También se ha demostrado que para la viabilidad del estadio sanguineo es esencial
el movimiento del flagelo, ya que una falla en la funcién del flagelo lleva a una pérdida de citocinesis en el
estadio sanguineo [40]. En esta misma linea, mutantes knockdown para proteinas flagelares (“Component
of Motile Flagella”: CMF) de T. brucei demuestran que hay una correlacién directa entre la formacién de
“clusters” de células con citocinesis incompleta y defectos en la motilidad de los parasitos. Por lo tanto,
el flagelo es esencial para la patogénesis de la enfermedad y el desarrollo del parasito en el hospedero
[41].

Para el caso de Trypanosoma cruzi, el estadio tripomastigota no es replicativo, por lo que no se
observa la importancia del flagelo a nivel de la citocinesis y morfogénesis a este nivel, pero si en el
estadio epimastigota. En la replicacion de epimastigotas se ha identificado el orden de los eventos que
se suceden en la mitosis y citocinesis, y se determiné que la duplicacién del flagelo dirige las mismas.
El flagelo comienza a duplicarse y emerge del bolsillo flagelar durante la fase G2 del ciclo celular, unas
5 h luego de duplicado el ADN del nicleo y el kinetoplasto, pero queda con un tercio del tamano
final al entrar en la mitosis. A esta altura también se segrega el kinetoplasto y el bolsillo flagelar casi
simultaneamente. El alargamiento del flagelo a su tamano final ocurre durante la citocinesis, junto con la
segregacién del nicleo [42]. Esta sucesién de eventos, asociado al hecho de que T. cruzi presenta FAZ en
su flagelo (estructura que en T. brucei regula el largo de la célula y la posicién de los organelos) pueden
ser indicadores de que en este parasito el flagelo también dirige la segregacién y posicion de organelos
durante la divisién celular.

1.2.7. Otros componentes celulares relevantes

El bolsillo flagelar

El bolsillo flagelar, es una invaginacién profunda de la membrana plasmaética, ubicada en la region
anterior de la célula, donde se localiza la base del flagelo. Representa un subdominio de membrana,
con una composicién proteica unica, especializado en el ingreso de la mayor parte de los nutrientes via
endocitosis (de hecho es el tnico lugar del pardsito donde ocurre este proceso), secrecién de proteinas al
medio extracelular, e integracién de proteinas de membrana en la superficie celular [43]. Actualmente se
reconoce el bolsillo flagelar como el sitio de eliminacién de agua desde la vacuola contractil durante el
proceso de RVC (Regulatory Volume Decrease: descenso regulador del volumen) mediante el cual ante
un estrés hiposmético las células inicialmente aumentan su volumen pero pronto vuelven a su volumen
normal [44].

Complejo de la Vacuola Contractil

Este complejo consiste de dos estructuras; una vacuola central, y una red de tibulos y vesiculas que
la rodean, llamado Espongioma. Ambos, espongioma y vacuola forman una red interconectada y esta-
ble que colapsa durante la sistole [45] y presenta un tiempo de pulsacién (periodo entre dos sistoles) de
aproximadamente 1 minuto [46]. En el espongioma fue descrita una proteina denominada “Vacuolar-type
H+-ATPases”, que se encuentra principalmente asociada a esta estructura, formando unas “clavijas” de
uno 15 nm, que probablemente le brinde el gradiente electroquimico que permite el movimiento de iones
a través de la vacuola, propiciando la osmorregulacién [45].

Al igual que como ocurre con la osmorregulacién de células vertebradas, los protozoarios como T.

cruzi pueden liberar osmolitos e iones, pero una parte del mecanismo de regulacién osmética se produce
a través la liberacién de agua por el Complejo de la Vacuola Contrictil (CVC).
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Otra importante funcién de la vacuola contrictil, recientemente descrita, es la de la homeostasis del
calcio. Se han descrito proteinas como Calmodulinas y ATPasas de Ca?* del tipo PMCA, o “Plasma
membrane Ca?T ATPase” (proteinas que remueven el Ca?* intracelular). Hay estudios que comprueban
que la actividad de la propia vacuola depende de concentracién de calcio y que participa en el almace-
namiento del mismo [45].

La Figura 9 muestra la estructura del CVC y su relacién espacial con otras estructuras como el bol-
sillo flagelar y los acidocalcisomas.

Figura 9 — El Complejo de la Vacuola Contractil. (A) Micrograffa de transmisién de epimastigota mostrando el
Complejo de la Vacuola Contréctil (CV). Las flechas indican el espongioma colapsado. (B) Micrografia de transmisién
de epimastigota en fase G2 mostrando la vacuola contractil y los tibulos interconectados (marcados con flechas) que
forman el espongioma (Sp). (C) Seccién virtual mostrando la vacuola contractil (CV) acoplada al bolsillo flagelar
(FP) y la regidén electrondensa entre ambas estructuras. (D) Seccién virtual y modelo 3D del Complejo de la Vacuola
Contréctil y el bolsillo flagelar (FP), donde se observa una deformacién en el bolsillo flagelar (flecha negra), y se
forma un tubulo del espengioma que se conecta con la vacuola central (flecha blanca). (E) Modelo 3D del Complejo
de la Vacuola Contréactil y el bolsillo flagelar (FP), mostrando el espongioma (Sp) conectado con el CV (flechas). Se
observan también algunas vesiculas conectadas al espongioma (marcadas con flechas). (F) Modelo 3D que muestra la
organizacién del CVC y las estructuras aledaias, como ribosomas (Rb), acidocalcisomas (Ac) y el ntcleo [47].

Acidocalcisomas

Son organelos que actian como un depdsito dcido de calcio, inicialmente descubiertos en Trypanosoma,
pero identificados en un amplio rango de organismos, incluidos el ser humano y organismos procario-
tas (ambos tipos de organismos presentan organelos “tipo acidocalcisomas”), indicando que estos com-
partimentos celulares fueron adquiridos antes de la divergencia entre células procariotas y eucariotas,
manteniéndose a lo largo de la evolucién [48].
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Son organelos esféricos de unos 0,2 pm en 7. cruzi, identificados como granulos electrén-densos, dis-
tribuidos a lo largo de toda la célula de forma azarosa. Presentan un contenido rico tanto en Ca?*, como
en Mgt Nat y en fésforo inorganico (PP;). A su vez contiene cadenas lineales de pocos o cientos de
fosfatos (P;) denominados polifosfatos (poliP), donde las mds abundantes son poliPs3, poliP4 y poliPs.
Se ha propuesto que esta acumulacién de poliP en los acidocalcisomas tiene la finalidad de reducir el
efecto osmético de una gran cantidad de fosfato en el citoplasma [48].

Como funciones de los acidocalcisomas, ademds de la osmorregulacién (que serd abordada en profun-
didad en la siguiente seccién) encontramos:

Almacenamiento de P;, PP; y poliP Se ha determinado que la concentracién de poliP decrece
rapidamente ante un estrés hiposmético y aumentan ante uno hiperosmoético, en respuesta al estrés
generado por cambios ambientales. En otros parasitos, las concentraciones de poliP también ha sido
asociada a la virulencia de los mismos.

Almacenamiento de cationes Ademds de la alta concentracién de Ca?*, se almacenan otros
cationes como Mg?*, Nat y K*. Con respecto al primero de ellos, se ha determinado que su concentracién
en acidocalcisomas en tripomastigotas y amastigotas extracelulares juega un papel importante en la
capacidad de estos para invadir células.

Homeostasis del pH Las cadenas de poliP, ademas de participar de la osmorregulacion y la
virulencia del parasito, juegan un importante rol en la regulacién del pH intracelular. Esta actividad
reguladora esta mediada por la enzima de tipo V-H+-PPasa (pirofosfatasa que se usa como marcador de
acidocalcisomas), la cual genera HT producto de la hidrélisis de poliP.

En la Figura 10 podemos apreciar la estructura de los acidocalcisomas [44].

Figura 10 — Acidocalcisomas en epimastigotas de Trypanosoma cruzi. Micrografias electrénicas de transmisién,
mostrando el bolsillo flagelar (FP), los acidocalcisomas (AC), la vacuola contractil (CV), el espongioma (SP), el
nicleo (N), el kinetoplasto (K) y reservosomas (R). En la esquina superior izquierda muestra una ampliacién de la
zona del espongioma (tibulos marcados con flechas blancas), mientras que la esquina inferior derecha muestra la
ampliacién de un acidocalcisoma con una inclusién electrén-densa (flecha negra) y una periferia también electrén-
densa. Escala de la imagen principal: 2,5 um, escala de ampliaciones: 0,2 pm [44].
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1.2.8. Osmorregulacion mediada por CVC y acidocalcisomas

Una de las principales caracteristicas de 7. cruzi es la capacidad de sortear fluctuaciones extremas de
osmolaridad desde el aparato digestivo del insecto vector, al medio dcido del fagolisosoma cuando invade
una célula mamifera, al citosol de dicha célula una vez liberado del fagolisosoma. El estadio infectivo
tripomastigota sanguineo pasa de una osmolaridad de 600-700 mOsm/kg en la orina del triatomino,
para encontrarse rapidamente con el fluido intersticial del mamifero con una osmolaridad mucho menor
(300 mOsm). Claramente el pardsito debe tener mecanismos fuertes de adaptacién a medios hipo e
hiperosméticos [45].

Ante la reduccién de la osmolaridad en el medio externo las células inicialmente aumentan su volumen
pero pronto vuelven a su volumen normal mediante un proceso denominado descenso regulador del
volumen (Regulatory Volume Decrease: RVC), que se logra por la liberacién de varios iones inorgdnicos
(como Na™ and KT) y orgénicos (como aminodcidos) al medio extracelular. Este mecanismo se encuentra
tanto en epimastigotas, como amastigotas y tripomastigotas [45]. Sin embargo, se ha determinado que
por si sola, la liberacién de osmolitos no es suficiente para el regulacién del volumen celular en 7. Cruzi,
y que es necesaria la accién del CVC para un completo proceso de RVC [44]. Se ha descrito que ante un
estrés hiposmotico en epimastigotas, se produce una modulacién en los niveles de AMPc y se produce
una reorganizacién en los microtiibulos que afectan el trafico de TcAQP1 (acuaporina de T. cruzi) desde
acidocalcisomas a la vacuola contréctil [44].

Este proceso de osmorregulaciéon también se encuentra mediado por los acidocalcisomas, donde el
P; proveniente de la hidrélisis de poliP, es transferido a la vacuola contréactil, generando un gradiente
favorable para el ingreso de agua a la vacuola y de alli al exterior de la célula. Para ello, en condiciones
hiposmdticas, los acidocalcisomas se fusionan al espongioma y le transfieren acuaporinas (proteinas de
canal que participan del transporte de agua). Se ha propuesto que el mecanismo por el cual ocurre el
RVC se debe a un aumento inicial en el volumen celular que produce un pico de concentracién de AMPc
intracelular, lo que resulta en una fusién de los acidocalcisomas a la vacuola contractil dependiende de
microtibulos; esto produce una traslocacién de acuaporinas al CVC. Simultdneamente, una elevacion
de amonio y su secuestro por los acidocalcisomas, genera la activacién de polifosfatasas como V-H+-
PPasa en estos organelos, que cliva poliP y libera P; y otros osmolitos. El gradiente osmético resultante
secuestra agua del citosol con ayuda de las acuaporinas, la cual es eliminada a través del bolsillo flagelar.

En sintesis, el estrés hiposmético activa una ruta de sefalizacién dependiente de AMPc y de mi-
crotubulos, que resulta en la transferencia de acuaporinas desde los acidocalcisomas a la vacuola contréctil
[44]. Esto permite el secuestro y eliminacién de agua via CVC-bolsillo flagelar.

La Figura 11 muestra el modelo propuesto para el proceso de RVC en T. cruzi [45].

[

Figura 11 — Modelo propuesto para el proceso de descenso regulador de volumen (RVC) en T. cruzi. El incremento
de volumen celular causa la activacién de adenil ciclasa que provoca un pico en la concentraciéon intracelular de
AMPec. Esto activa proteinkinasas, liberacién de aminoécidos y fusién de acidocalcisomas al CVC dependiente de
microtibulos, con la consiguiente traslocacién de acuaporinas al CVC. Un aumento en el amonio y su secuestro en
acidocalcisomas activa polifosfatasas que clivan poliP, liberando P; y otros osmolitos de fosfatos, aminoacidos béasicos
y Ca2t. Como resultado, se produce un gradiente osmético que secuestra agua en el CVC a través de la accién de
acuaporinas, y la elimina por el bolsillo flagelar [45].

17



1.3. Proteinas con repetidos ricos en leucina (Leucine Rich Repeat proteins)

Las proteinas con motivos LRR (Leucine Rich Repeat) han sido identificadas en todo el drbol evo-
lutivo, desde bacterias, virus, archaeas y eucariotas. Hasta la fecha se sabe que todo ser vivo tiene al
menos una proteina LRR. El motivo LRR estd descrito en 98000 proteinas [49]; 25.597 en PFAM, 20.085
proteinas en SMART, 35.060 proteinas en PROSITE y 43.912 proteinas en InterPRo [50].

Las proteinas LRR son receptores hormonales, receptores tirosina quinasa, moléculas de adhesién ce-
lular, factores de virulencia bacterianos, enzimas o glicoproteinas de unioén a la matriz extracelular, entre
otras. Todas las proteinas con motivos LRR estén involucradas a través de interacciones proteina-proteina
en diversos procesos como transduccion de senales, adhesién celular, reparacién de ADN, recombinacion,
transcripcién, procesamiento de ARN, resistencia a enfermedades, reconocimiento de moléculas asociadas
a patogenos, apoptosis, autofagia y activacién del sistema inmune innato entre otros. Ademas los domi-
nios LRR pueden ser criticos para la morfologia y dindmica del citoesqueleto [51], [52], [53], [54], [55], [49].

1.3.1. El motivo LRR

El motivo LRR consiste de regiones de 20 a 30 aminoécidos de largo y esta formado por dos segmentos;
un segmento conservado (denominado HCS: Highly Conserved Segment) y un segmento variable (VS:
Variable Segment). E1 HCS puede ser de tipo LxxLxLxxNxL de 11 residuos o LxxLxLxxCxxL de 12
residuos. Para cada caso “x” corresponde a cualquier residuo, “L” es Leu, Val o Ileu, “N” corresponde a
Asn, Thr, Ser o Cys, y “C” corresponde a Cys o Ser. Los motivos LRR forman una unidad estructural
que consiste en una corta hebra-f y una variedad de estructuras secundarias conectadas por “loops”.
Tres residuos en las posiciones 3-5 del HCS forman la hebra- pequena. Las diferentes hebras-3 de los
miultiples repetidos se apilan de forma paralela, formando la cara céncava del motivo. La naturaleza
hidrofébica de los residuos conservados del HCS contribuye a que la regién céncava de las LRR sea
generalmente hidrofébica. La cara convexa estd formada por las estructuras secundarias aportadas por el
VS como por ejemplo hélices-cv, hélices 319 o hélices poli-prolina IT (PPII). Esta estructura proporciona
una plataforma éptima para interacciones proteina-proteina. Estas unidades estructurales (el HCS junto
con el VS) se pueden repetir en tdndem de 2 a 97 veces en una proteina, dispuestas en forma de solenoide.
La molécula resultante adopta en muchos casos una forma de herradura de caballo, o forma de banana
(“banana shaped”) en los casos donde los repetidos LRR no son numerosos [56], [50], [57], [58].

1.3.2. El segmento variable (VS) y las familias de proteinas LRR

El VS determina la familia a la que pertenece cada proteina, en funcién del tamano del repetido,
su secuencia y la estructura terciaria que forma. Hasta la fecha hay nueve familias de proteinas LRR
caracterizadas; Tipica, tipo RI (Inhibidor de Ribonucleasa), CC (contienen Cisteina), PS (especificas
de plantas), tipo SDS22 (tipo SDS22 de Saccharomyces cerevisiae), Bacteriana, TpLRR (tipo LRR de
Treponema pallidum), IRREKO y LRR no canénicas [50], [57], [58], [51], [49].

La tabla 1 muestra un resumen de las familias LRR y las secuencias consenso de cada tipo de repetido
LRR [49].
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Familia LRR

Largo repetido

HCS consenso

VS consenso

RI-like 28-29 LxxLxLxx(N/C)xL xxxgoxxLxxoLxxzxxx

28 LixxLxLxxNxI GxxGxxxLxxxLxxNxx

29 VxxLxLxxNxLL XXXXXXXLXXXLXXXXKX

30 V /LxxLxLxxNxL gxxxgxxLxxxLxxLxxxx
Cysteine-containg (CC) 25-27 LxxLixLxxCxxIz TDxxoxxLazxcxx
CC_sub(GALA-type) 25 LxxLxLxxCxz(L/I) tdxgOxxLaxz
SDS22-like 21-23 VxxLxLxxNxI xxIxxLxzxLxx

23 LixxLxLxxCxxL xxLxxLxxLxx

22 LxxLxLxxTxV xxLxPLxGLxx
SDS22-like_sub 24-25 LxxLxLxx(C/T/S)xzL TDxxLxxLxxLxx
Bacteriana 20 LxxLixVxxNxL ssLP(e/D)LPxx

21 LxxLxVxxNxL xxLPxxLPxx

22 LxxLxVxx(N/C)xxL xxLPxxLPxx
Plant-Specific (PS) 23-25 LxxLxLxxNxL (S/t)gzxxIPxxLGxLx

24 LxxLxLxxNxF xGxLPxxLgxLxx

24 LxxLxLxx(N/T)xV xxLPxxLxxLxx
PS_subl 23 LxxLxLxxNxL xxLpxxLxxLixx
PS_sub2 24 LxxLxLxxCxxL SGxLPxxxWxxMxx
Tipica 20-27 LxxLxLxxNxL xxLpxxoFxzxLxx

24 LxxLxLxxNxL xxLpxx(A/T/S/o)FxxLxx
TpLRR 23-25 LixxIxLxzxxL xxIgxx AFxxCxzx

23 LaxaxLPxxV xxaxxxaFxxCxx

22 LxxLxLPxxV xxIxxx AFxxNx
IRREKO 22 LxxLxLxxNxL xxLDLxx(N/L/Q/x)xxx

21 LxxLixCxxNxL xxLDLxx(N/L/x)xx
SDS22-like no canénica 24 VgGxLxLxxNxxL tDLxGLsnLts

24 VgVdLxLxxNdL tDLxGLsnLes
IRREKO no candnica 24 VgGxLxLxxNxal, tsVdFgsLts

22 VgGxLxLxxNxL tsLdFgxLtx
Bacteriana no canénica 21 VkGdFDCSgNxL tSLeGaPke
TpLRR no candnica 24 FxGxLxIPxxV tsIxxx AFxxCxx

Tabla 1 — Secuencia consenso de los diferentes tipos de repetidos LRR. Referencias: x (cualquier aminodcido),
o (aminodcido apolar), z (delecién frecuente), las letras en maytscula representan una probabilidad de ocurrencia

mayor al 30 % de dicho aminoécido en esa posicién [49].

1.3.3. Familias de proteinas LRR

RI-LRR: Ribonuclease Inhibitor-like LRR

La proteina Inhibidor de Ribonucleasa porcina (pRI: porcine Ribonuclease Inhibitor) fue la primer pro-
teina LRR de estructura tridimensional determinada por cristalografia en 1993 [59]. La estructura de
la mayoria de las RI de vertebrados consta de 15 repetidos de 28-29 residuos cada uno, formando un
motivo de orden mayor de 57 residuos de largo. Sin embargo, es también comun encontrar RI-LRR
con repetidos de sélo 28-29 residuos, sin formar supermotivos. La secuencia consenso de esta familia es
LxxLxLxx(N/C)xLxxxgxxLxxoLxxzxxx [54], donde las maytsculas representan una ocurrencia mayor
al 50 % del residuo en este tipo de motivos, mientras que las mintsculas representan una ocurrencia entre
un 30% y un 50 %. “0” corresponde a un residuo no polar, “z” representa una delecién frecuente y “x”
representa a un residuo no conservado. En subrayado se encuentra marcado el HSC [49].
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CC-LRR: Cysteine-Containig LRR

Este motivo presenta una secuencia consenso es LxxLxLxxC(z/x)ITDxxoxxLaxzxcxx [54] que consta
de unos 25-27 residuos. En negrita se encuentra marcado el HSC, “0” corresponde a un residuo no polar,
“z” representa una delecién frecuente y “x” representa a un residuo no conservado. Existe una subfamilia
descrita denominada GALA-LRR, de 24 residuos de largo, identificada inicialmente en proteinas Gala,
de secuencia consenso LxxLxLxxCzLI(t/g)dxgOxxLaxz (presentes en bacterias y algunos organismos
eucariotas) [60]. En este caso las maytsculas y las minisculas indican una identidad mayor al 60 % y
entre un 20 % y 60 %, respectivamente [49].

LRR tipo SDS22

Son repetidos de 21 a 23 residuos de largo, con una secuencia consenso LxxLxLxxNxIxxIxxLxzxLxx,
y en menor frecuencia LxxLxLxxCxxLxxLxxLxxLxx, o0 LxxLxLxxTxLxxLxxLxxLxx (especiamente
encontradas en plantas y Trypanosoma, como en la proteina ESAG8 de Trypanosoma brucei. Como
ejemplo de esta familia encontramos proteinas como la InlA, InlB e InlH de Lysteria monocytogenes, las
cuales, como se vera méas adelante, son importantes factores de virulencia para esta bacteria intracelular

57, [50].

LRR Bacteriana

Su secuencia consenso del motivo LRR es LxxLxLxxNxLxxLP(e/d)LPxx [54], de 20-22 residuos de
longitud. Esta familia, como su nompre lo indica, es frecuente en bacterias como Yersinia pestis y
Shigella flexneri [49)].

PS-LRR: Plant-Specific-like LRR

Su secuencia consenso es LxxLxLxxNxL(t/s)gzlPxxLGxLxzx [54], con un largo de 23-25 residuos. Las
proteinas PS-LRR tienen su origen en plantas, pero no son especificas de estos organismos, ya que se las
puede encontrar también en bacterias y otros organismos como Leishmania spp, donde la proteina PSA

(Promastigote Surface Antigen), conocido factor de virulencia de este parasito es una proteina PS-LRR
[49].

LRR Tipica

Es la familia mds abundante, siendo su secuencia consenso LxxLxLxxNxLxxLpxxoFxzxLxx [54], de
unos 20-27 aminoécidos de largo, aunque el tamano usual es de 24. En la cara convexa de la proteina,
la estructura secundaria del VS Tipico adopta mayormente la forma de hélices-« consecutivas, hélices-a
més PPII, o PPII mds hélices-a [57], [50]. Como ejemplo de esta familia tenemos a las proteinas TLR,
importantes receptores del sistema inmune innato de vertebrados (ver imagen e de Figura 12).

TpLRR

Treponema pallidum fue el primer organismo en el cual se identificé este motivo, de alli su nombre [61]. Su
secuencia consenso es LaxaLLPxxVxxaxxaFxxCxx, donde “a” puede ser Ala, Val, Leu, Ile, Tyr o Met,
con un largo de 23 residuos. Como caracteristicas de este tipo de proteinas encontramos una secuencia
HCS de 10 residuos de largo, una VS, muy similar a la secuencia de LRR-tipica y generalmente presenta
Pro en la posicion 7. Esta familia de proteinas esta presente en numerosas especies, incluyendo eucariotas

como Trichomonas vaginalis y Entoameba, archaeas como Methanosarcina y bacterias como Mycoplasma
[49].

IRREKO

El motivo IRREKO es un motivo tipicamente bacteriano, encontrandose en proteinas como la InlJ. Su se-
cuencia consenso puede ser LxxLxLxxNxLxxLDLxx(N/L/Q/x)xx 0 LxxLxCxxNxLxxLDLxx(N/L/x)xx
[57], donde “D” es Asp y “Q” es Gln. El largo del motivo completo es de unos 20-22 aminoécidos. Las
proteinas de esta familia tienen la particularidad de tener motivos de “periodicidad anidada” (IRREKO
significa anidado en japonés); esto significa que los motivos LRR, consisten en una alternancia de unida-
des de 10-11 residuos de cuya secuencia es LxxLxLxxNx(x/-), donde “-“ representa una posible delecién.
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Su conformacién suele ser una hebra-j3 extendida [50], [57], [49].

La Figura 12 muestra la estructura tridimensional de algunas proteinas LRR representativas de cier-
tas familias.

Figura 12 — Estructura tridimensional de proteinas LRR. (a) Inhibidor de ribonucleasa porcino (pRI), de la familia
tipo RI [62] interactuando con su ligando, Ribonucleasa A, (b) Proteina GALA, subtipo de proteinas tipo CC-LRR
[60], (c) y (d) InlA interactuando con su ligando E-cadherina [56] e InlB de Listeria monocytogenes [63], pertenecientes
a la familia tipo SDS22, (e) TLR3, perteneciente a la familia Tipica [56], (f) YopM de Yersinia pestis, perteneciente
a la familia Bacteriana. Se puede ver en todas las proteinas la disposicién en tdndem de los repetidos formando una
estructura tipo solenoide que da lugar, en algunos casos a una forma tipo herradura, mientras que en otros forma
una estructura tipo banana. En cada repetido las flechas indican hebras-/3 generadas por los residuos 3-5 del HCS en
la regién céncava de la proteina, mientras que los bucles indican hélices-a generadas por las regiones VS en la zona
convexa de la proteina.

1.3.4. Evolucion de las proteinas LRR

La relacién evolutiva entre las proteinas LRR todavia no esté clara, existiendo tres tipos de hipétesis:

1. Todas las familias de proteinas LRR surgieron independientemente en la evolucién [64], [60].
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2. Todas las familias tienen un origen comin [65].
3. Al menos algunas de las familias LRR se originaron de forma independiente [51].

Matsushima y Kretsinger [49] realizaron un andlisis tanto de la secuencia aminoacidica, como de la
estructura de proteinas LRR, volcando los siguientes resultados:

= Los Supermotivos de LRR estan formados por repetidos Bacterianos y Tipicos, y se encuentran en
proteinas como los TLR (Toll-Like Receptor), y “Proteoglicanos de LRR pequenos”.

s El primer repetido del dominio Tipico es generalmente Bacteriano.

» Existen proteinas, como RANGAP1 de perro y mono rhesus, cuyo dominio presenta repetidos tipo
PS_subl-LRR y RI-LRR.

= En insectos, las proteinas LRR generalmente tienen repetidos Tipicos y tipo SDS22.

= [RREKO generalmente coexiste con repetidos Tipicos y Bacterianos.

= En muchas proteinas coexisten IRREKO no candnicos con repetidos tipo SDS22 no candnicos.

= El patron hidrofébico de la secuencia consenso de PS-LRR de Leishmania es igual al de PS-LRR.
= Existen LRR que no pueden ser clasificadas en ninguna familia.

= Las proteinas LRR de virus son claramente diferentes de aquellas en procariotas y eucariotas.

Estudios evolutivos de las familias LRR han determinado que al menos las familias Tipica, SDS22,
Bacteriana, IRREKO y LRR No candnicas presentan un ancestro comun [57], [58], [51], [52], [54].

En funcién de estos resultados, y siguiendo la linea de Andrade et al [65], Matsushima y Kretsinger
proponen que todos los dominios LRR, candnicos y no candnicos, comparten un precursor comun, cuya
secuencia consenso es LxxLxLxxNx(x/-). Este precursor se encontraba en el ancestro que dio origen
a todos los organismos eucariotas [49)].

La dificultad de poder realizar un arbol evolutivo que relacione todas las familias LRR existentes
a ese unico precursor e inferir los patrones de duplicacién para cada una radica en que existen otros
mecanismos evolutivos, como la “transferencia horizontal de genes” (HGT: Horizontal Gene Transfer) y
la conversién de genes, que han intervenido en la divergencia evolutiva de las familias LRR [49].

1.3.5. Las internalinas (Inls) de Listeria monocytogenes como ejemplo de proteinas LRR

La fagocitosis es un mecanismo mediado por vias de senalizacién activadas por receptores especificos
en la membrana celular. Este mecanismo esta limitado a una pequena clase de células del Sistema Inmune
especializadas, como son los macréfagos, neutréfilos y monocitos, quienes usan dicho mecanismo para la
eliminacién de patégenos o de restos celulares. Sin embargo, bacterias como Listeria monocytogenes, son
capaces de invadir células no fagociticas mediante un mecanismo muy similar a la fagocitosis, denominado
“mecanismo de cremallera”. El mismo es inducido mediante la interaccién directa entre proteinas de la
superficie de la bacteria y receptores en la superficie de la célula hospedera.

La bacteria Gram-positiva Listeria monocytogenes es el agente etioldgico de Listeriosis, enfermedad
transmitida por carne o ldcteos contaminados, que presenta una mortalidad de 30 %, atacando preferen-
temente pacientes inmunodeprimidos, embarazadas y recién nacidos. Una vez ingerida, L. monocytogenes
puede colonizar el intestino y generar gastroenteritis. Ademads tiene la capacidad de cruzar la barrera
intestinal y diseminarse a los ganglios linfaticos mesentéricos, el bazo y el higado, asi como cruzar las
barreras placentaria y la hematoencefdlica [66], [67]. Listeria monocytogenes tiene entonces, la capaci-
dad de invadir células no fagociticas, sobrevivir en células fagociticas y traspasar numerosas barreras
inmunélogicas.

La Figura 13 resume los diferentes pasos en la invasién y ciclo de vida de L. monocytogenes en el
hospedero [68].
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Figura 13 — Ciclo celular de L. monocytogenes. (1) L. monocytogenes se adhiere a la superficie de células epiteliales
a través de la interaccién de InlA e InlB de su superficie celular con E-cadherina y el receptor tirosin/kinasa Met,
respectivamente. (2) En la internalizacién, es engullida en una vacuola parasitéfora. (3) L. monocytogenes lisa la
membrana de la vacuola a través de la secrecién de una toxina denominada LLO (listeriolisin O). (4) L. monocytogenes
usa la proteina ActA para explotar la maquinaria de polimerizacién de actina y facilitar su movimiento intracelular
denominado “cola de cometa”. (5) Utilizando esa misma motilidad a través del citoesqueleto de actina, induce su
diseminacién a otras células vecinas a través de la formacién de una saliente en la membrana plasmaética de la célula
infectada. (6) Una vez internalizada por una célula vecina, L. monocytogenes se confina en una vacuona de doble
membrana de la que escapa para reiniciar su ciclo de vida [68].

El mecanismo de entrada de L. monocytogenes a células no fagociticas depende al menos de dos
proteinas, Internalina A (InlA) e Internalina B (InlB), ambas proteinas pertenecientes a la “familia de
Internalinas”, compuesta por un total de 25 proteinas que comparten un péptido senal en el extremo
N-terminal y una serie de repetidos LRR del tipo SDS22 [69] [66], [67]. Dado que el blanco de InlB (la
proteina Met, una tirosin-kinasa) es una molécula ubicua en las células humanas, InlB puede mediar la
internalizacién de L. monocytogenes en un amplio rango de células. Sin embargo lo mismo no ocurre con

InlA, cuyo ligando se encuentra expresado en un nimero restringido de células, principalmente epiteliales
[67].

La Figura 14 muestra la estructura tridimensional de algunas de las Internalinas representativas [70].
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Figura 14 — Estructura de Internalinas de L. monocytogenes. (A) Estructura de InlB e InlH. (B) Estructura del
complejo InlA-E-cadherina (verde), a la derecha se observa el mismo complejo con una rotacién de 90°. (C) A la
izquierda la estructura tipica del repetido LRR de 22 residuos, indicando en rojo las hebras-8 y en azul las hélices
310, en amarrillo los residuos del ntcleo hidrofébico. A la derecha, comparacién entre las secuencias consenso de InlA
e InlJ, donde los residuos conservados estdn marcados con letras de colores [70].

Internalina A (InlA) y E-cadherina

InlA es una proteina de unos 800 residuos de largo, con 15 repetidos LRR tipo SDS22, los cuales
forman el sitio de reconocimiento del ligando; la proteina E-cadherina [67]. E-cadherina es una molécula
transmembrana que se expresa en la cara basolateral de las células epiteliales, y es responsable de las
“uniones adherentes” dependientes de Ca?*t entre dos células vecinas. A través de su dominio extracelular
interactiia con otra E-cadherina de una célula vecina. El dominio intracelular de esta molécula interactia
con oy 3 cateninas, que la anclan al citoesqueleto de actina de la célula. Otras moléculas que participan
de la interaccién son la miosina tipo VIla y vezatina (ligando de la anterior) [66].

Se ha determinado que en el momento de la invasién de L. monocytogenes, todas las proteinas an-
teriormente mencionadas son reclutadas al sitio de ingreso. La interaccién inicial de InlA-E-cadherina
activa la cascada de senalizaciéon que recluta los componentes para la produccién de mas uniones ad-
herentes. Otro complejo, denominado Arp2/3 entra en accién, también reclutado por la actividad de
InlA. Este complejo recluta y nuclea filamentos de actina formando una copa alrededor de la bacteria,
facilitando su ingreso en la célula epitelial [67].

La maquinaria de endocitosis también entra en juego en esta interaccién y es por lo tanto reclutada,
ya que se ha identificado que las moléculas de caveolina y clatrina también son necesarias para el agru-
pamiento de E-cadherina en el sitio de ingreso [68], aunque este proceso es explotado principalmente por
InlB.

La imagen (a) de la Figura 15 esquematiza las moléculas que participan en el proceso de internalizacién
de L. monocytogenes a la célula epitelial [66].
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Internalina B (InlB) y Met

Met es una tirosin-kinasa que al unirse con su ligando, el factor de crecimiento de hepatocitos (HGF:
Hepatocyte Growth Factor) activan una cascada de senalizacién de supervivencia y proliferacién, e
inducen un reordenamiento del citoesqueleto que participa en el desarrollo, homeostasis y regeneracion
tisular. También se ha asociado a esta dupla con oncogénesis y progresiéon tumoral [70], [66].

Se ha determinado que los mecanismos moleculares subyacentes a la internalizacién de L. monocy-
togenes mediada por InlB comprenden el reclutamiento de la maquinaria de endocitosis mediada por
clatrina, un proceso conservado en todas las células de mamiferos. Ademads de la endocitosis, la interac-
cion InlB-Met activa una cascada de senalizacién que estimula el reordenamiento local del citoesqueleto
de actina en el sitio de ingreso. En este proceso actiian proteinas como pequenas GTPasas Rac y/o
Cdc42, proteinas WASP/WAVE, y el complejo Arp2/3, entre otras. A su vez, las balsas lipidicas (lipid
rafts) también son importantes para la invasién [70].

InlB juega un papel importante en la colonizaciéon de L. monocytogenes en el higado y el bazo, pero
no se ha determinado que participe en el proceso de atravesar la barrera intestinal [70].

La imagen (b) de la Figura 15 esquematiza las moléculas que participan en el proceso de internaliza-
cién de L. monocytogenes a la célula epitelial [66].

Lipid
Metabolism

Figura 15 — Esquemas de internalizacién de L. monocytogenes. (a) Internalizacién mediada por InlA. E-cadherinas
establecen interacciones intercelulares para formar uniones adherentes. El dominio intracelular de esta molécula esta-
lece interacciones transitorias con el citoesqueleto de actina a través de o y 3 cateninas. InlA interactia con el dominio
extracelular de E-cadherina reclutando a-catenina, miosina tipo VIla y vezatina al sitio de ingreso. (b) Internalizacién
dependiente de InlB. Esta molécula puede estar tanto en la superficie de la bacteria, como ser liberada al medio. InlB
interactia con Met induciendo la misma cascada de sefalizacién que la producida entre Met y su ligando HGF. Esta
cascada recluta e induce la actividad de la proteina fosfatidilinositol 3 kinasa (PI3K), la cual genera fosfatidilinositol
3,4,5 trisfosfato (PIP3). La formacién de PIP3 inicia la reorganiacién del citoesqueleto de actina que favorece la
internalizcién de la bacteria. El reclutamiento de Cbl induce la ubiquitinacién de Met, desencadenando la endocitosis
mediada por vesiculas recubiertas de clatrina de este receptor, y con él, la internalizacién de L. monocytogenes [66].

Otras Internalinas

Se han asociado cuatro Internalinas al proceso infectivo de L. monocytogenes, pero ninguna de ellas
actuando en el proceso de invasién como InlA o InlB. Estas proteinas son InlC, InlH, InlJ y Lmo2026.

InlC Es una pequena Internalina que se secreta a nivel intracelular. Su sobreexpresiéon aumenta la viru-
lencia del parasito, y aunque su funcién no es clara todavia, se sugiere que puede estar participando
cuando la bacteria estd en la etapa intracitosélica y en el proceso de diseminacién intercelular.

InlH Su estructura es muy similar a la de InlB, pero Met no interactia con ella. Tampoco es clara su
funcidn, sin embargo, se le reconoce un rol importante en la colonizacién del bazo y el higado.
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InlJ Si bien no se ha identificado una influencia de esta Internalina en la entrada a células epitaliales,
multiplicacién o diseminacién entre células, se determiné que mutantes con una delecién de InlJ
tienen una virulencia significativamente atenuada.

Lmo2026 Es una internalina probablemente asociada a la multiplicaciéon de L. monocytogenes en el
cerebro [70].

Es claro que no todas las Internalinas de L. monocytogenes estan implicadas directamente en el
proceso de internalizaciéon en las células. Algunas de ellas participan en otros procesos que promueven la
invasién y persistencia de este patégeno en el hospedero, como son la capacidad de atravesar diferentes
barreras, colonizacién en diferentes 6rganos, multiplicacién o diseminacién a células vecinas [70]. Sin
embargo, no queda dudas que esta familia estd formada por proteinas que son importantes factores de
virulencia. Probablemente, esa capacidad sea otorgada por la propia estructura LRR que otorga, como
ya se mencioné anteriormente, una plataforma éptima para la interaccion proteina-proteina.

1.3.6. Proteinas LRR en tripanosomatidos

PSA en Leishmania spp

Se ha estudiado una protefna con motivos LRR en Leishmania spp, el antigeno denominado PSA (Pro-
mastigote Surface Antigen), siendo una de las principales proteinas presentes en la superficie del pardsito.
Es una proteina de membrana que puede estar anclada a GPI o secretarse, y cuya “firma” consiste en
una secuencia LRR especifica, que pertenece a la familia PS-LRR. El rol que se ha descrito hasta la fecha
de la PSA es la resistencia a la lisis por complemento, por lo que participa activamente en la interaccion
hospedero-patégeno, actuando como un importante factor de virulencia. Poseen 13 LRR que constituyen
el 60% de su secuencia y forman la regién inmunodominante de la proteina. Un estudio filogenético de
los genes PSA en el genoma de Leishmania mostré que éstos se distribuyen en 8 subfamilias que pre-
sentan divergencia tanto en la secuencia de los LRR como en su nimero y estan distribuidos en varios
cromosomas [71], [72], [73].

ESAG en Trypanosoma brucei

En Trypanosoma brucei se ha descrito la proteina con motivos LRR de tipo SDS22 codificada por el gen
ESAGS. Los genes ESAG (Expressed Sequences Associated Genes) se encuentran asociados fisicamente en
las regiones teloméricas y se co-transcriben junto con los genes que codifican para las proteinas variables
de superficie (VSG), principales proteinas responsables de la evasién del sistema inmune del hospedador
[74].
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2. Hipotesis

La virulencia de parésitos como T. cruzi depende de su capacidad para invadir células hospedadoras.
La invasion requiere numerosas interacciones proteina-proteina, explotando los componentes de la célula
hospedadora para facilitar su internalizacién y su persistencia en el proceso infectivo. La invasién a través
de la induccion de reordenamientos del citoesqueleto en la célula hospedadora es una estrategia comtin
entre varias bacterias tales como L. monocytogenes y parasitos como T. cruzi. El amplio espectro de
funciones de las proteinas LRR, junto con el hecho de que muchas de estas proteinas de T. cruzi no
presentan claras homologias con proteinas de mamiferos, las vuelven blancos potenciales atractivos para
estudios funcionales y el diseno de agentes quimioterapéuticos.

Con los antecedentes presentados, nuestra hipdtesis es que existen proteinas con motivos LRR cuyo
rol es importante en la invasién, en los mecanismos de senalizacién y/o en la persistencia de la infeccién
de T. cruz.

3. Objetivos

3.1. Objetivo general

Caracterizacién de proteinas con repetidos ricos en leucina de Trypanosoma cruzi a través de un
abordaje bioinformatico, funcional y proteémico, para determinar su rol en el ciclo de vida del parésito.

3.2. Objetivos especificos

1. Anadlisis bioinformético de proteinas de T. cruzi con motivos LRR, identificacién y clasificacién de
estas secuencias en el genoma del parésito.

2. Obtencién de pardsitos sobreexpresantes, estudios de localizacién subcelular y de expresién en los
diferentes estadios.

3. Caracterizacién funcional de las proteinas con LRR mediante ensayos de infeccién in vitro.

4. Identificacién de interactores en el pardsito, mediante purificaciéon por afinidad de proteinas LRR
asociadas a un tag, a partir de pardsitos transfectantes.
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4. Materiales

4.1. Reactivos quimicos, farmacos y anticuerpos
4.1.1. Reactivos quimicos

Tratamiento de acidos nucleicos

s Agua destilada esteril, GIBCO

= Fenol, SIGMA

s Cloroformo

» Proteinasa K from Tritirachium album, Bio-Chemica: 2 mg/mL
» SDS, SIGMA: 10% (m/v) en agua miliQ

» NaCl, SIGMA: 0,5 M

» dATP, THERMO: 10 mM

s ANTP mix, THERMO: 2,5 mM (cada uno)

» Agarosa, SIGMA: 1% (m/v) en agua deionizada (agua MiliQ)
= Bromuro de etidio (BrEt): 0,05 pL/mL de solucién de Agarosa 1%
» ARNasa: 10 mg/mL

= 1 kb Plus DNA Ladder, THERMO

s Etanol: 70 %; 95 % absoluto

Tratamiento de proteinas

s Inhibidor de proteasas EDTA free, ROCHE: 0,1 % en buffer de lisis

» PMSF 100 mM: 0,1 % en buffer de lisis

s Triton X-100, SIGMA: 0,005 %, 0,05 %, 0,2%, 0,5% (v/v) en Buffer MME
s Tween20, SIGMA: 0,1 % (v/v) en PBS

» BSA (seroalbimina bovina), SIGMA: 1-2% (m/v) en PBS

= Reactivo de Bradford, SIGMA

s PageRuler Prestained Protein Ladder, THERMO: 3 ul. por gel

= Membranas de Nitrocelulosa Healthcare Amersham Hybond -P Membranes, GE
s Placas auto-radiograficas, KODAK

» Jodoacetamida: 55 mM

» Tripsina: 1 pg/ul

» Acido férmico: 0,1%

Inmunofluorescencia Indirecta

= Paraformaldehido (PFA): 4% (m/v)
» NH,Cly, SIGMA: 0,1 M
= Prolong Gold Antifade with DAPI, INVITROGEN: 5-10 pL por cubreobjeto

28



Cultivos de bacterias, celulares y de parasitos

» isopropil-8-D-tio- galactésido (IPTG): 0,1 M
= 5-bromo-4-cloro-3-indolil--D-galactésido (X-Gal): 20 mg/mL (m/v)
» Resazurina 500X: 100mM

4.1.2. Farmacos
= Ampicilina 50mM
» G418, SIGMA: 50 mg/mL
= Pen Strept Glutamin, GIBCO 100X: 1% (v/v) en medio DMEM
= Calyculina A, ABCAM: 1-15 nM

4.1.3. Anticuerpos

Anticuerpos y diluciones utilizados en Western blots

Anticuerpos primarios:

IgG de ratén anti-HA (sc-7392, SantaCruz ) Dilucién 1:500-1:900 en PBS 1% BSA

IgG de ratén anti-a-Tubulina (T5168, SIGMA) Dilucién 1:50000 en PBS 1% BSA

IgG de ratén anti-GFP (sc-9996, SantaCruz ) Dilucién 1:500 en PBS 1% BSA

IgG de ratén anti-3Flag (sc-166384, SantaCruz) Dilucién 1:400 en PBS 1% BSA

IgG de conejo anti-TcCMF46 (no comercial, Genescript) Dilucién 1:5800 en PBS 1% BSA
IgG de conejo anti-SODB (no comercial) Dilucién 1:3000 en PBS 1% BSA

Anticuerpos secundarios:

IgG de cabra anti-IgG de ratén conjugado a HRP (P0447, Dako Dilucién 1:10000 en PBS 1%
BSA

IgG de cabra anti-IgG de conejo conjugado a HRP (A6154, SIGMA Dilucién 1:10000-15000
en PBS 1% BSA

Anticuerpos y diluciones utilizados en Inmunofluorescencia Indirecta

Anticuerpos primarios:

IgG de ratén anti-HA (sc-7392, SantaCruz ) Dilucién 1:50 en PBS 2% BSA
IgG de ratén anti-a-Tubulina (T5168, SIGMA) Dilucién 1:5000 en PBS 2% BSA
IgG de conejo anti-TcCMF46 (Genescript) Dilucién 1:870 en PBS 2% BSA

Anticuerpos secundarios:

IgG de cabra anti-IgG de ratén conjugado a Alexa 488 (A11001, INVITROGEN) Dilucién
1:1000 en PBS 2% BSA

IgG de cabra anti-IgG de ratén conjugado a Cy3 (A10521, INVITROGEN) Dilucién 1:1000
en PBS 2% BSA

IgG de cabra anti-IgG de conejo conjugado a Alexa 546 (A11010, INVITROGEN) Dilucién
1:1000 en PBS 2% BSA
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4.2. Kits comerciales

Tratamiento de acidos nucleicos

= Phusion High-Fidelity DNA Polymerase Kit, THERMO

= GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit, GE Healthcare

» Taq DNA ligase kit, INVITROGEN

» PureLink Hipure Plasmid Filter Maxiprep kit, INVITROGEN (K210017)

Tratamiento de proteinas

s Pierce ECL Plus Western Blotting Substrate, THERMO
s Pierce Anti-HA Magnetic Beads, THERMO

s NuPage Novex Gel System, THERMO: Geles desnaturalizantes Bis-Tris en gradiente 4-12 %

4.3. Buffers y soluciones
4.3.1. Buffers

Tratamiento de acidos nucleicos

Buffer TAE (Tris-Acetato EDTA) Tris-HCL, 40 mM, pH 7.6, dcido acético 20 mM, EDTA 1 mM
Buffer A Tris-HCL, 0,2 M, pH 8 EDTA 0,1 M

Tratamiento de proteinas

Buffer MME MOPS 10mM, EGTA 2mM, MgSO4 1mM

Urea Cracking Buffer Na,HPO,4 10mM, S-mercaptoetanol 1%, Urea 5M, SDS 1%

IP Lysis Buffer Tris 25 mM, pH 7,4 NaCl 150 mM, EDTA 1mM, NP40 1%, glicerol 5%
Buffer de lisis 2D Tris base 40mM, Urea 7M, tiourea 2M, CHAPS 4 %

Loading Buffer 4X SDS 300 mM, Glicerol 40 %, DTT 400 mM, Bromofenol Blue (SIGMA) 6 Mm,
Tris-HCI, 300 mM, pH 6,8

Buffer de corrida electroforética Tris-Glicina-SDS 10% 10X Tris 25 mM, Glicina 0,25M, SDS
10%

Buffer de transferencia de proteinas a membrana de nitrocelulosa Tris-Base 48 mM, Glicina
39 mM, SDS 0,0375% (m/v), etanol 20 % (v/v)

Buffer acetonitrilo/bicarbonato de amonio Acetonitrilo 30 %, bicarbonato de amonio 50 %
Buffer acetonitrilo/bicarbonato de amonio Acetonitrilo 50 %, bicarbonato de amonio 50 %

Buffer TFA /bicarbonato de amonio Acetonitrilo 50 %, TFA (4cido trifluoroacético) 0,1 %

Cultivos celulares y de parasitos

PBS 137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 2 mM KH>POy4, 10 mM Na,HPO4 pH 7,4
HBS Hepes 21mM, NaCl 137mM, KCI 5mM, Glucosa 6mM, pH 7.4
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4.3.2. Soluciones

Tratamiento de acidos nucleicos

Solucién fenol-cloroformo 24:1 (v/v)

Solucién cloroformo-alcohol isoamilico

Solucién I (Miniprep) Glucosa 50 mM, Tris-Cl, 25 mM, pH 8, EDTA, 10 mM, pH 8
Solucién IT (Miniprep) NaOH 0,2 M, SDS 1%

Solucién IIT (Miniprep) Acetato de Potasio 3 M, 0,115% Acido acético glacial

Tratamiento de proteinas

PBS-Tween 20
PBS-Tween 20-BSA Tween 20 0,1% (v/v), BSA 10g/L en PBS

Geles de Acrilamida 12% Acrilamida 12 % (v/v), Tris-HC], 0,38 M, pH 8,8, Dodecil sulfato de sodio
(SDS) 0,1% (v/v), Persulfato de amonio (PSA) 0,1% (v/v), N,N,N’N’- Tetrametiletilendiamina
(TEMED), 3 uL cada 15 mL

Solucién de bloqueo de membrana de nitrocelulosa Leche descremada 5% (m/v) en PBS-Tween
Soluciones de revelado de Western blot Solucién de revelado y Solucién fijadora
Solucién Etanol/4cido acético Etanol 40 %, dcido acético 10 %

Solucién de tincién Coomassie coloidal Blue G-250 Sulfato de amonio 8 %, 4cido fosférico 0,8 %,
Coomassie coloidal Blue G-250 0,08 %, metanol 20 %

Inmunofluorescencia Indirecta

Solucién de bloqueo BSA 3% (m/v) en PBS-Tween

Solucién de permeabilizacién Tritén X-100 0,5% en PBS

4.4. Lineas celulares

Bacterias XL1 Blue electrocompetentes
Trypanosoma cruzi, cepa Dm28c¢ [75]

» Células Vero (Células de rinén de mono verde africano)[76]

= Células HeLa (Células epiteliales de adenocarcinoma de cérvix de tdtero humano)[77]

4.5. Medios de cultivo

Medios de cultivo bacterianos

Medio Luria Bertani (LB) (SIGMA) 20 g/L de agua deionizada (agua MiliQ). Esterilizacién por
autoclavado

Medio LB/Agar (para placas de cultivo bacteriano) 20 g/L LB, 15 g/L Agar en agua deioniza-
da (agua MiliQ). Esterilizacién por autoclavado
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Medios de cultivo de parasitos

LIT (Liver Infusion Tryptose) Infusién de Higado 5 g/L, NaCl 4,4 g/L, KC1 0,4 g/L, Glucosa 2,2
g/L, Triptosa 5 ¢/L,Na_2HPO_4 (anhidro) 11,7 g/L , Extracto de Levadura 15 g/L, ajustado a pH
7,2. Se adiciona Hemina 25 mg/L , Estreptomicina 0,1 mg/mL

SFB (Suero fetal bovino), GIBCO

LIT SFB 10% LIT suplementado con 10 % de SBF (v/v)

Medios de cultivo celulares

SFB (Suero fetal bovino), GIBCO
DMEM-Dulbecco’s Modified Eagle Medium, GIBCO
DMEM 2% SFB DMEM suplementado con 2% de SBF (v/v)

DMEM 10 % SFB DMEM suplementado con 10 % de SBF (v/v)

4.6. Vectores plasmidicos

= pGEM-T Vector Kit, PROMEGA
» pDIY-eGFP[78]
» pTREXn[79]

4.7. Enzimas de restriccién

» EcoRI, THERMO (ER0271)
« HIndIIl, THERMO (ER0501)
» Sall, THERMO (ER0645)

» Smal, THERMO (ER0661)

» Spel, THERMO (ER1251)

» Xhol, THERMO (ER0691)
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4.8. Oligonucleotidos disenados

Gen Primer Secuencia del primer Enzima Amplicén
(pb)
TcCLB.506945.280 LRR945.280EcoRI-F AAGAATTCATGTCGAAGGGTTACACGGTG EcoRI 1662
LRR945.280Spel-R AAACTAGTCCATGCACATTCCAGTAAACCC Spel
LRR945.280HA-R CTCGAGTTAAGCGTAATCCGGAACGTCGTAGGGGTA Xhol 1689
CCATGCACATTCCAGTAAAC
TcCLB.507867.60 LRR867.60Smal-F AACCCGGGAATGCCCCATACTGCTGAAC Smal 1209
LRR867.60Sall-R AAGTCGACTGCCCTCCTCTTTCGATCG Sall
LRR867.60HA-R CTCGAGCTAAGCGTAATCCGGAACGTCGTAGGGGTA Xhol 1236
TGCCCTCCTCTTTCG
TcCLB.506203.20 LRR203.20EcoRI-F AAGAATTCATGGCTTCTGCAACGTCGGTG EcoRI 633
LRR203.20Sall-R AAGTCGACGCGCCGCCGCTCCGCTTC Sall
LRR203.20HA-R CTCGAGTTAAGCGTAATCCGGAACGTCGTAGGGGTA Xhol 660
GCGCCGCCGCTCCGC
TcCLB.504867.50 LRR867.50Sall-F AAGTCGACATGTACTCCGTTATCCAGC Sall 1899
LRR867.50HindIII-R ~ AAAAGCTTACTCTGTCTTCAGCGTGC HindIIT
TcCLB.511421.160 LRR421.160EcoRI-F AAGAATTCATGATGAGCCGCATTCC EcoRI 1362
LRR421.160Spel-R AAAAGCTTACCAACCAGCATGTTCAATC Spel
TcCLB.507841.30 LRR841.30EcoRI-F AAGAATTCATGTCTGCTTTTGACTTGGCGG EcoRI 897
LRR841.30HA-F GTCGACTCAAGCGTAATCCGGAACGTCGTA Xhol
GGGGTAACGGTTTGGCAAATAAATGTC
TcCLB.506773.160 LRR773.160EcoRI-F AAGAATTCATGCGGATCGACCTCTCGC EcoRI 1749
LRR773.160Sall-R AAGTCGACCAAAGGCGGAGGCGAATAG Sall
LRR773.160HA-R CTCGAGCTAAGCGTAATCCGGAACGTCGTAGGGGTA Xhol 1766
CAAAGGCGGAGGCGA
TcCLB.510295.40 LRR295.40EcoRI-F AAGAATTCATGAAACCGCAATCTGTTAC EcoRI 847
LRR295.40HindIII-R ~ AAAAGCTTAACTACTGTGGGCAATTTG HindIIT
LRR295.40HA-R CTCGAGCTAAGCGTAATCCGGAACGTCGTAGGGGTA Xhol 874
CTGTGGGCAATTTGAGCG
TcCLB.507099.90 LRR099.90Smal-F AACCCGGGAATGTACAGTAGAGTATTGGGCC Smal 1443
LRR099.90Sall-R AAGTCGACTCTGCGGTATTTATCCAAATTCG Sall

Tabla 2 — Primers disefiados para amplificar los genes LRR seleccionados. La regién subrayada en la secuencia de
cada primer corresponde al sitio de restriccién para la enzima a utilizar en el subclonado del gen en el vector de
expresion, mientras que en negrita se encuentra la secuencia para la expresién del tag HA en la regiéon C-terminal de

la proteina
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5. Meétodos

5.1. Analisis bioinformatico: Biisqueda y seleccion de proteinas LRR. in silico

5.1.1. Bisqueda de secuencias LRR en Trypanosoma cruzi

El andlisis bioinformatico se realizé usando la cepa CL Brener de Trypanosoma cruzi, una cepa hibri-
da entre dos cepas; CL Brener Esmeraldo-like y CL Brener Non-Esmeraldo-like [80]. Esta se encuentra
bien caracterizada experimentalmente, lo que la convirtié en la primera cuyo genoma fue secuenciado
[81]. Actualmente es una cepa de referencia para anélisis bioinformatico [80], y su genoma era el que se
encontraba mejor anotado en el momento del analisis.

Una vez seleccionado el genoma a analizar, se realizé una busqueda en la base de datos http:
//tritrypdb.org[82], de la siguiente manera:

New Search/Genes/Protein features and properties/InterPro domain. Una vez alli, se selecciona la
cepa CL Brener Esmeraldo-like de Trypanosoma cruzi, y en el pardmetro “Specific Domain(s)” se colocan
los textos “LRR” o “Leucine rich repeats”. Este procedimiento se realizé para las bases de datos InterPro
[83], PFAM [84], PROSITE PROFILES [85] y SMART [86].

El resultado final se obtiene uniendo todas las bisquedas; para cada nueva base de datos a interrogar,
se selecciona la opcién “Add Step”, disponible en “My Strategies”, y eligiendo luego la opcién “Union”
en el pardmetro “Combine genes in step X with genes in step Y” (siendo X e Y los tltimos dos pasos
anadidos). Cada gen identificado se busca también en la linea Non Esmeraldo-like, dado que los genomas
de ambas lineas estan anotados por separado.

5.1.2. Seleccién de secuencias LRR con mayor identidad con Internalinas de Listeria mo-
nocytogenes

Del procedimiento 5.1.1, se obtiene un grupo de secuencias al cual se lerealiz6 un BLAST (Basic
Linear Alignment Search Tool) con la secuencia de Internalinas A , B, C, J y H.

Este paso se agrega a los pasos anteriores de busqueda en la base de datos tritrypdb.org [82]. El
resultado se guarda como un archivo en formato FASTA de las secuencias proteicas con mayor identidad
con Internalinas.

5.1.3. Aproximacién in silico de la estructura de las proteinas LRR seleccionadas

Bisqueda de dominios LRR

Se realizé el andlisis de la secuencia de las proteinas con la base de datos LRRSearch (http:
//1lrrsearch.com) para determinar el ndmero, ubicacién y tipo de dominios LRR que presentan las
proteinas estudiadas. Este predictor utiliza un algoritmo denominado Position Specific Scoring Matrix
(PSSM) para identificar la secuencia HCS (Highly Conserved Segment) de 11 residuos del repetido LRR,
el cual es frecuentemente encontrado en los motivos LRR de un amplio rango de proteinas LRR, atn las
més divergentes [87].

Se realiz6 también un andlisis manual para cotejar la informacion, utilizando la estructura del VS
(Variable Segment) de cada dominio para clasificar a los mismos dentro de las diversas familias de pro-
teinas LRR [88], [57]. Las secuencias consensos pueden encontrarse en la tabla 1.

De forma paralela se analizan también las secuencias proteicas de las diferentes internalinas bacte-

rianas, para analizar si aquellas que presentan mayor nivel de identidad con determinada internalina,
también presenta el mismo tipo de repetidos LRR.
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Busqueda de otros dominios proteicos

Dado que las proteinas LRR suelen tener otros dominios asociados, aportando a la versatilidad
de funciones que presenta este grupo [89], [90], [91], [92], [93], se buscaron otros dominios que pue-
dan presentar las proteinas identificadas previamente como LRR en la base de datos InterPro (https:
//www.ebi.ac.uk/interpro/)[83].

Busqueda de SP, TM, anclaje GPI

Con el fin de determinar los posibles destinos subcelulares, se buscaron secuencias consenso para:
» Dominio TransMembrana (TMDomain: http://mendel.imp.ac.at/sat/DAS/DAS.html)
» Péptido Senal (SignalPeptide: http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/)

» Anclaje GPI (GPTAnchor: http://mendel.imp.ac.at/gpi/gpi_server.html)

5.1.4. Estrategia de clonado de secuencias LRR en vectores de expresion

Se opt6 por diferentes estrategias de clonado con el fin de contar con proteinas de fusién que expresen
distintos tags. Esto permite seleccionar aquellos vectores que mejor expresen las proteinas de interés.

Clonado de secuencias en vector de sobreexpresion pDIY-eGFP

El pDIY-eGFP [78] es un vector de expresién en Trypanosoma cruzi derivado del vector pTREX,

un vector que se integra en el genoma del pardsito al presentar promotores ribosomales para la ARN
polimerasa I, lo que promueve su recombinacién en los loci ribosomales [94]. Esto permite una expresién
de la proteina correspondiente al gen clonado en el vector. El pDIY-eGFP es una construcciéon muy
versatil, ya que presenta numerosos tags asociados en la region polylinker, lo que permite realizar un
constructo que dé como resultado la expresién de una proteina fusionada a uno o maés tags. En la Figura
16 [78], se puede observar el disefio del vector entero (A) y de la regién pDIY (B).
En funcién de la seleccién de tags que se desea fusionar a la proteina para ser luego expresado junto
con ella, y de la secuencia propia de cada gen a clonar, es que se seleccionan los sitios de restriccion
a agregar en los primers que permitirdn dicho clonado. Los primers que se disenaron para amplificar
las secuencias seleccionadas, contienen sitios de restriccién para enzimas que se encuentran en la region
polylinker. La seleccién de los sitios de restriccién se realizé en funcién de dos caracteisticas principales;
no estar presentes en las secuencias en cuestion, y que el corte en el vector y la ligacién con el gen en esos
sitios especificos permitan que la proteina que se exprese como resultado tenga asociados determinados
tags elegidos (HA, 3-Flag, eGFP, o una combinacién de los mismos), presentes en este vector.

Clonado de secuencias en vector de sobreexpresion pTREXn

El vector pTREXn deriva de pRIBOTEX [95], [79], pero presenta una regién polylinker diferente
al anterior. El esquema del vector pTREXn puede apreciarse en la figura 17. Dado que este vector no
presenta integrada ninguna secuencia para la expresién de tags, fue necesario disenar para cada gen un
primer Reverse que contuviera, ademaés de la secuencia 3’ asociada a un sitio de restriccion, la secuencia
para la expresion del tag HA (TACCCCTACGACGTTCCGGATTACGCT) entre la secuencia y el sitio
de restriccion. De este modo se expresa una proteina de fusién asociada a HA en el extremo C-ter.
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Figura 16 — Esquema de las principales caracteristicas de los vectores pDIY [78]. A: esquema del vector completo,
mostrando el promotor de S-lactamasa (P Bla), el gen de resistencia a Ampicilina (AmpR), el origen de replicacién
bacteriano (pUC ori) y la regién polylinker donde se encuentran esquematizados los tags; en esta regién los segmentos
blancos representan al menos tres sitios de restriccién consecutivos, el primer segmento negro corresponde a los tags que
se pueden ubicar en el extremo 5’: epitope FLAG triple (3-FLAG), con el sitio para clivaje por enterokinasa solapado
(EK). Luego, dependiendo del pDIY seleccionado serd el gen para la proteina fluorescente encontrado (pDIYeGFP si
tiene el gen de enhaced GFP, pDIYmCherry si presenta el gen de monomeric Red, o pDI'YmCerulean si presenta el gen
de la proteina Cerulean monomérica). (En este esquema no aparece el gen de resistencia a G418, la regién upstream y
downstream del gen GAPDH, ni la secuencia promotora de ARNr usada para integrar el vector al genoma del parasito
citemartinez1997pribotex). B: Secuencia completa de la regién pDIY agregada al vector pTREX. La misma muestra
el marco de lectura, los productos de la traduccién del constructo, asi como el codén Stop y los sitios de restriccién.
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Figura 17 — Esquema del vector pTREXn [79]. Se puede apreciar la regién MCS (Multiple Cloning Site) conteniendo
los sitios de restriccién, la regién Neo, que contiene el gen de resistencia a G418, AmpR representa el gen de resistencia
a ampicilina, la regién promotora de ARNr, que induce la integracién del vector en el genoma.

5.1.5. Diseno de primers

Los primers fueron disenados utilizando la pagina https://www.idtdna.com/site y construidos por
la misma empresa (IDT), tomando como referencia la notacién de las secuencias en la base de da-
tos http://tritrypdb.org [82], utilizando para su diseno informacién de los genomas de CL Brener
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(Esmeraldo-like y Non Esmeraldo-like), Dm28c y Sylvio ya que esta tltima cepa comparte DTU (Tel)
con nuestra cepa elegida, Dm28c, para los estudios in vitro.

Cada primer presenta un sitio de restricciéon agregado (antes del inicio de la secuencia para el primer
Forward o primer 5 y luego la secuencia a expresar en el primer Reverse o primer 3’, ya sea el dltimo
codén codificante de la proteina o la secuencia para el tag HA). Esto permite ligar los productos ampli-
ficados a los vectores en los sitios identificados en el paso 5.1.4.

Para el caso de aquellas secuencias a clonar el pTREXn, se agrega ademads la secuencia para expresar

el tag HA en la regién 3’; al final de la proteina (sin el codén de terminacién), lo que permite la expresién
de una proteina sobreexpresante fusionada a este tag.
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5.2. Aislamiento y tratamiento de acidos nucleicos

5.2.1. Obtencién de ADN genémico

El ADN gendémico total fue obtenido mediante extraccién con fenol-cloroformo modificada de Sam-
brook [96].

Los parasitos en estadio epimastigotas son lavados tres veces con PBS horas y colocados es un tubo
Eppendorf de 1,5 mL. Se colocan 5 x 10® parasitos en 900 uL de buffer A (ver 4.3.1) adicionado con 50
uL SDS 10% y 100 pL de Proteinasa K (2 mg/mL). Se deja actuar ON (Over Night) a temperatura
ambiente.

Al dia siguiente se agrega 200 pL NaCl 0,5 M y 100 pL de solucién fenol-cloroformo (24:1 v/v). Se
mezcla por inversion.

La mezcla se centrifuga durante 5 minutos a 3000 rpm. Una vez retirada de la centrifuga, se pueden
apreciar tres fases; una fase orgdnica en el fondo (contiene ARN y lipidos), una interfase (proteinas) y
la fase acuosa (contiene el ADN). La fase acuosa es retirada y se pasa a un nuevo tubo, descartando las
otras dos fases.

A la fase acuosa se le agrega 100 uL de solucién cloroformo-alcohol isoamilico y se centrifuga durante
5 minutos a 3000 rpm. La fase acuosa generada es transferida nuevamente a otro tubo al que se anaden
200 pL de etanol absoluto a 4 °C, agitando por inversién. La mezcla se deja ON a -20 °C o durante 30
minutos a -80 °C.

Luego de centrifugar durante 10 minutos a 12000 rpm, se descarta el sobrenadante por inversion y
el pellet es lavado cuidadosamente con etanol 70 %. A continuacién, se retira el etanol, dejando secar el
pellet durante unos minutos, y se lo resuspende en 200 uL de agua destilada estéril (Gibco).

La cuantificacién se realizé mediante la medida de la absorbancia a 260 nm utilizando el equipo Nano
Drop 1000 (Thermo).

5.2.2. Amplificacién por PCR

Las reacciones de PCR se realizaron utilizando la enzima Phusion High-Fidelity DNA Polymerase
(Thermo) en el buffer correspondiente. La concentracién de cada oligonucleétido utilizada fue de 0,5 uM
y la de desoxirribonucleétidos (dATP, dCTP, dTTP, dGTP) 200 uM cada uno, en un volumen final de
50 pL.

En general la amplificacion se realizé de la siguiente manera, segtin especificaciones del fabricante:
-Un primer ciclo de desnaturalizacién del ADN genémico a 98 °C durante 5 minutos.

- 25 ciclos de desnaturalizacién (30 segundos a 98 °C), hibridizacién (por lo general 30 segundos a
3 °C por debajo de la Tm mds baja de los oligonucledtidos utilizados), extensién (a 72 °C durante 1
minuto por cada kpb a amplificar).

-Un dltimo ciclo de extension de 10 minutos a 72 °C.

5.2.3. Clonado de secuencias LRR en el vector pGEM-T

Cada producto de PCR fue purificado a partir de un gel de agarosa al 1 % (m/v) utilizando GFX PCR
DNA and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare, SIGMA) y ligado en el vector pPGEM-T (Promega)
segun instrucciones de los fabricantes. El producto de ligacién fue utilizado para transformar bacterias
electrocompetentes E. coli XL1 Blue, como se detallara en la Seccién 5.3.1.

5.2.4. Extraccién de ADN plasmidico (Miniprep) del vector recombinante pGEM-T /genLRR

A las 24 h de la transformacién y siembra de bacterias E. coli en placas LB/agar/Ampicilina/IPTG /X-
Gal, se eligen colonias blancas y descartan las colonias azules. Dicha seleccién se basa en el método de
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interrupcién del gen lacZ del vector pPGEM-T (y muchos otros vectores de clonado en bacterias)!. Las
colonias blancas seleccionadas son resuspendidas en 3 mL de medio LB/Ampicilina (LB 20 g/L, Ampi-
cilina 50pg/ml) durante 24 h a 37 °C a 220 rpm. El medio es centrifugado a 12000 rpm por 5 minutos.
Se remueve el sobrenadante por aspiracién con pipeta y el pellet es resuspendido en 100 yL. de Solucién
I. Luego se agregan 200 pL de Solucién II, dejando reposar 5 minutos a temperatura ambiente. Poste-
riormente se agrega 150 uL de Solucién III y se mezcla nuevamente por inversién (15 veces) y se deja
5 minutos a temperatura ambiente.

El producto se centrifuga a 12000 rpm durante 5 minutos y se transfieren 400 pL del sobrenadante
a un nuevo tubo de 1,5 ml, agregando 1 puL. de RNAsa (10 mg/ml). Se incuba 30 minutos a 37 °C para
que actiie la RNAsa. Posteriormente se agregan 800 uL de etanol 100 % a 4 °C y se mezcla por inversién
(15 veces). El producto se centrifuga a 12000 rpm por 5 minutos, donde se descarta el sobrenadante con
pipeta y el pellet se lava con 500 uL de etanol 70 % a 4 °C. Se centrifuga por 5 minutos a 12000 rpm y
se retira el sobrenadante con pipeta, dejando secar el precipitado al aire. Dicho precipitado, conteniendo
el ADN plasmidico, se resuspende en 30 pL. de agua Gibco.
Una vez culminada la extraccién de ADN plasmidico se mide la concentracién del mismo en NanoDrop
1000 V3.7.1 (Thermo) y verifica por gel de agarosa la presencia del pldsmido. Utilizando un plasmido
cerrado sin inserto como control, se eligen aquellos plasmidos cuya migracién en el gel de agarosa sea
menor que la del control, indicando un mayor tamano molecular, y por ende, la posible presencia de
inserto.

5.2.5. Secuenciacién y analisis de plasmidos recombinantes seleccionados

Para cada caso, el plasmido recombinante pGEM-T fue seleccionado como se describi6 previamente en
5.2.4 y su secuenciacion fue realizada por el servicio de Secuenciacién de la Unidad de Biologia Molecular
del Instituto Pasteur de Montevideo. El andlisis de las secuencias se realiz6 manualmente, utilizando los
programas Bioedit [97] y las bases de datos NCBI [98] y Tritrypdb.org [82], para evaluar que cada gen
esté libre de mutaciones.

5.2.6. Clonado de secuencias LRR en vectores de expresion

Para la generacién del vector de sobreexpresién recombinante, las construcciones pGEM-T/gen LRR
fueron digeridas con las enzimas de restriccién correspondientes (EcoRI, Spel, Smal, Sall, HindIIT) segin
especificaciones del fabricante (Invitrogen, Roche o NEB). Los fragmentos liberados fueron analizados
en gel de agarosa, donde las bandas correspondientes a los insertos se cortaron y purificaron a partir del
gel. El mismo procedimiento se realizé con los vectores de expresion, permitiendo asi el clonado de las
secuencias en dichos vectores.

La ligacién se realizé con el Kit T4 DNA Ligase (Thermo), segtin especificaciones del fabricante. Para
este clonado, fue necesario realizar una ligacién control, compuesta por el vector abierto, sin gen. Esto
se realiz6 porque los vectores de expresién no presentan la seleccion mediante lacZ, por lo que una liga-
cién con el vector vacio oficia de control negativo, ya que al no presentar extremos complementarios (se
usan dos enzimas de restriccién diferentes en todos los casos para cortar el vector), no se espera religacion.

5.2.7. Extraccién de ADN plasmidico (Miniprep) de vectores de expresién recombinantes

A las 24 horas de la transformacién y siembra de bacterias E. coli XL1 Blue en placas LB/agar/Ampicilina,
se eligieron colonias que fueron resuspendidas en 3 mL de medio LB/Ampicilina durante 24 horas a 37
°C a 220 rpm. Se continué con el procedimiento como se describe en 5.2.4

1En numerosos vectores de clonado se encuentra el gen lacZ, perteneciente al operén Lac de numerosas bacterias. El
producto de este gen es la enzima [-galactosidasa, la cual es capaz de hidrolizar el compuesto X-Gal en un producto
insoluble de color azul. Dentro de dicho gen, en el vector, se encuentra la regiéon polylinker con sitios de restriccién, por
lo que, de haber ligacién con un inserto, se interrumpe el gen lacZ, y por lo tanto no se expresa la enzima en cuestién y
el compuesto X-Gal no serd hidrolizado, quedando asi una colonia de color blanco. El color azul de una colonia es senial
que el vector que se encuentra en dicha colonia de bacterias no presenta ningun inserto, mientras que una colonia blanca
es indicio de que el gen estd interrumpido y probablemente haya un inserto.
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5.3. Cultivo y manipulacién de bacterias

5.3.1. Transformacién de bacterias electrocompetentes E. coli XL1 Blue, con el vector
recombinante pGEM-T /genLRR

Las bacterias electrocompetentes XL1Blue fueron transformadas por electroporacién (1 pulso a 500
V, 8 ms) con 3 uL de producto de ligacién en cuvetas de 1 mm de espesor. Luego del pulso, las bacterias
fueron resuspendidas en medio LB (20 g/L en agua miliQQ) precalentado a 37 °C e incubadas durante
1 hora a 37 °C con agitaciéon de 550 rpm. Luego de este periodo, las bacterias fueron sembradas en
placas de LB agar (LB 20 g/L, agar 15 g/L en agua miliQ) con el antibidtico de seleccién Ampicilina 50
pg/mL, més 20 pL de isopropil-3-D-tio-galactésido (IPTG) 1 M y 40 uL de 5-bromo-4-cloro-3-indolil-5-
D-galactésido (X-Gal) 2% (m/v). Se deja la placa con la siembra de bacterias ON en estufa a 37 °C.

5.3.2. Transformacién de bacterias electrocompetentes E. coli XL1 Blue con vectores de
expresion recombinantes

Para cada caso se realizaron dos transformaciones, una con el producto de ligacién pDIY-eGFP/gen LRR
[78], o el vector pTREXn/gen LRR [79], y otra con su control (ligacién conteniendo sélo el vector de
expresion). Las bacterias electrocompetentes XL1Blue fueron transformadas por electroporacién (1 pulso
a 500 V, 8 ms) con 3 pL de ligacién en cuvetas de 1 mm de espesor. Luego del pulso, las bacterias fueron
resuspendidas en medio LB precalentado a 37 °C e incubadas durante 1 hora a 37 °C con agitacién de
550 rpm. Luego de este periodo, las bacterias fueron sembradas en placas de LB agar (LB 20 g/L, agar
15 g/L) con el antibidtico de seleccién Ampicilina 50 pg/ml, dejdndolas ON en estufa a 37 °C.
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5.4. Cultivo y manipulacién de parasitos

5.4.1. Cultivo de parasitos epimastigotas

En este proyecto se trabaj6 con la cepa Dm28c de Trypanosoma cruzi [75].
La forma epimastigota fue mantenida en cultivo a 28 °C en medio LIT (Liver Infusion Tryptose) suple-
mentado con 10 % de SBF (GIBCO).

5.4.2. Produccién de lineas de Trypanosoma cruzi sobreexpresantes de secuencias LRR

La transfeccion se realizd lavando los cultivos de epimastigotas de la cepa Dm28c una vez con Buffer
Fosfato Salino (PBS) estéril frio y dos veces mds en buffer de electroporacién HBS. Luego del iltimo
lavado, los parésitos se resuspendieron en HBS a una concentracién de 50 x 10° pardsitos/mL.

En una cuveta de electroporacién de 4 mm se mezclé 450 pul. de la suspensién de parasitos con 100

png de plasmido en no mas de 50 pL y se dejé 10 minutos en hielo. La transfeccién se realizé en el
sistema ECM 600® de BTX (Harvard Apparatus) utilizando como condiciones 450 voltios, 1300 uF y
13 ohms, realizando dos pulsos de 22,5 ms cada uno. Luego de la electroporacién los parasitos fueron
conservados en hielo durante 10 minutos y posteriormente se transfirieron a un frasco de 25 cm? de tapa
sin filtro (Corning) con 3 mL de LIT suplementado con 10 % de SBF. Luego de 24 horas se agregé G418
(Gibco) a los cultivos a una concentracién de 100 pug/mL. Los pardsitos fueron crecidos en concentraciones
crecientes de G418 hasta llegar a 250 pug/mL de G418.
Para cada caso se realiz6 ademds una transfeccién con el plasmido control (pldsmido cerrado sin inserto),
y otra con la linea Dm28c sin plasmido como control negativo. Luego de 1 mes de la transfeccién, las
lineas establecidas? son evaluadas para determinar su sobreexpresién por Western blot y microscopia de
epifluorescencia.

5.4.3. Cultivo de tripomastigotas celulares

La primera obtencién de tripomastigotas celulares se realiz6 mediante la infeccion de células Vero.
Las células fueron crecidas en frascos de 150 cm? y al alcanzar en 75 % de confluencia aproximadamente
fueron infectadas con una relacién 10/1 de epimastigotas a los cuales se los someti a estrés nutricional?.

Las infecciones se realizaron durante 4 horas a 37 °C en medio DMEM. Luego de las 4 horas el medio
fue reemplazado por DMEM con 2 % de SBF y las células fueron mantenidas a 37 °C en estufa con 5 % de
CO,. Aproximadamente a los 4 dias se observaron los amastigotas dentro de las células y a los 7-8 dias se
recolectaron del medio de cultivo los tripomastigotas derivados de células. Las subsiguientes infecciones
en células Vero se realizaron con tripomastigotas derivados de células, siguiendo el mismo protocolo.

2Una linea establecida es aquella cuyos parésitos crecen en medio luego de tres pases sucesivos con la mayor dosis del
farmaco de seleccién, lo que implica que son resistentes al farmaco de seleccién por poseer integrado en su genoma el
plasmido que le confiere resistencia al mismo.

3Los epimastigotas son mantenidos 14-21 dias sin diluciones ni cambios de medio; esto simula las condiciones de la regién
posterior del tracto digestivo del insecto vector, donde ocurre el viraje del estadio epimastigota al estadio tripomastigota
metaciclico. Esto propicia dicho cambio de estadio, aumentando la probabilidad de parasitos metaciclicos y con ello, de
infeccién de células VERO.
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5.5. Obtenciéon y tratamiento de proteinas

5.5.1. Obtencién de extractos proteicos totales

Para la obtencién de extractos proteicos totales los parasitos fueron lavados 3 veces en buffer PBS
estéril y luego resuspendidos en buffer de lisis Urea Cracking Buffer, suplementado con un coctel de
inhibidor de proteasas EDTA free (Roche) y PMSF. A continuacidn, se centrifugé 30 minutos a 12000 g
a 4 °C. El sobrenadante fue conservado a -80 °C

5.5.2. Obtencién de extractos de citoesqueleto y fraccién citosélica de epimastigotas

Este método es una modificacién del método de “obtencién de ghosts” de Robinson [30].
Los parésitos en estadio epimastigota fueron lavados dos veces con PBS estéril. Luego se los centrifugd
a 2800 rpm durante 8 minutos, se resuspendieron en 2 mL de PBS y fueron contados para fraccionarse.
Cada fraccion fue tratada con una concentracién particular de Tritén X-100 en buffer MME. Las con-
centraciones a usar de Tritén X-100 son 0,005 %; 0,05 %; 0,2% y 0,5% en buffer MME. Las fracciones
fueron resuspendidas en 1 mL de buffer MME (MOPS, MgSO,, EGTA) a 4 °C con su correspondiente
concentracion de Tritéon X-100, dejandolas 5 minutos en hielo. Posteriormente, se las traté durante 20
minutos con paraformaldehido (PFA) 4% (m/v). De cada fraccién se extrajo una alicuota para IFIL,
dejando la otra para lisado de proteinas de citoesqueleto. Todas las fracciones se centrifugaron a 10000
g durante 10 minutos a 4 °C.

-El pellet de las fracciones para lisado de citoesqueleto fue resuspendido en Urea Cracking Buffer

-El sobrenadante de cada fraccion de extracto de proteinas de citoesqueleto se guardé como “Citosol”,
realizando luego con los mismos una precipitacién de proteinas con Acetona.

-El pellet Para IFI fue tratado con NH4Cly 50 mM (Sigma) durante 10 minutos a temperatura am-
biente y guardado en PBS para luego proceder al ensayo de IFI.

5.5.3. Precipitacion de fraccién citosélica con acetona

Por cada volumen de muestra se debe colocar 4 volimenes de acetona fria (4 °C). Se deja actuar
durante 1 hora a -20 °C. Posteriormente, se centrifuga a 13000 rpm durante 30 minutos a 4 °C. El
sobrenadante se vuelca y se deja secar durante 5 minutos a temperatura ambiente. Una vez seco el pellet,
se le agrega 50 uL. de Urea Cracking Buffer, dejando actuar 30 minutos a temperatura ambiente. El
lisado es guardado a -20 °C para su posterior procesamiento.

5.5.4. Extraccion de proteinas para co-inmunoprecipitacion

Los parasitos epimastigotas fueron lavados tres veces con PBS estéril. Se colocaron en 250 ul. de
buffer Wash/lysis IP frio cada 1 x 109 parasitos. Se dejé actuar 5 minutos en hielo. Luego fueron centri-
fugados 10 minutos a 3000 g a 4 °C. El sobrenadante se colect6 a un nuevo eppendorf bajo el rétulo “SN”
(sobrenadante). El pellet fue resuspendido en 250 pL de buffer de lisis/IP y centrifugado nuevamente en
las mismas condiciones. El sobrenadante fue colectado en un eppendorf y rotulado como “Pellet 17. El
pellet fue guardado bajo el rétulo “Pellet 2”. Se continué con la imnunoprecipitaciéon para las muestras
“SN” y “Pellet 17, mientras el “Pellet 2”7 fue guardado a -20 °C como respaldo.

5.5.5. Cuantificacién de proteinas

La concentracién de proteinas fue determinada por el método de Bradford (Bradford, 1976). Se incub6
5 pL de muestra o estdndar con 150 pL de reactivo de Bradford (Sigma). El ensayo se realizé en placas de
96 pocillos y como curva de calibracion se empled seroalbtimina bovina (BSA; Sigma), con un rango de
concentracién de proteina de 0 a 2 mg/mL. Después de 10 minutos de incubacién a temperatura ambiente
con el reactivo de Bradford se midié la absorbancia a 595 nm en lector de microplacas Multiskan EX
(Thermo).

Los resultados de absorbancia en funcién de la concentraciéon de la curva patrén son graficados,
obteniéndose una recta cuya funcién es de tipo y = ax + b, donde 3y’ es el valor de absorbancia medido,
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z es el valor de la concentracion de proteina, a corresponde al valor de la pendiente de la recta y b es
el término independiente. De dicha recta se puede obtener la “linea de tendencia”, de la cual se puede
obtener los valoresa y b. Para determinar los valores de concentracién de las muestras a cuantificar se
utiliza la absorbancia obtenida para dicha muestra, y junto con los valores obtenidos por la linea de
tendencia, se despeja de la ecuacion la concentracion de la proteina asociada a esa absorbancia.

En otros casos, en lugar de cuantificar la cantidad de proteinas, se colocé una cantidad de lisado
correspondiente a 5 x 108 pardsitos por muestra.

5.5.6. Separacién de proteinas mediante Electroforesis por SDS-PAGE

La separacién de proteinas de acuerdo a su tamaiio en geles desnaturalizantes de poliacrilamida (SDS-
PAGE) se realiz6 de acuerdo a la técnica descrita por Laemmli [99]. Se utilizaron geles al 10 %, 12%
de acrilamida, en sistemas Might Small II for 8X9CM Gels (Amersham Biosciences) con fuente de elec-
tricidad Electrophoresis Power Supply-EPS601 (GE Headlthcare). Las corridas se hicieron a intensidad
constante de 25-30 mA por gel, hasta que el frente de corrida llegara al final del gel.

Los geles desnaturalizantes Bis-Tris en gradiente 4-12% (Thermo) fueron corridos en el sistema
Invitrogen NuPage® Novex® Gel System (Thermo), segin recomendaciones del fabricante.

En todos los casos, las muestras fueron cargadas con buffer de carga para geles de acrilamida 1X

preparado a partir del 4X.
Los tamanos de las proteinas fueron estimados por comparacion con marcadores de peso molecular de
Thermo SCIENTIFIC (26616 y 26619). Al finalizar la corrida, con cada gel se realizé uno de dos ensayos;
extraccion de proteinas del gel para Espectrometria de masa o transferencia de proteinas a membranas
de nitrocelulosa para inmunodeteccién por Western blot.

5.5.7. Tincién de gel con Coomassie coloidal Blue G-250 y visualizacién de perfil de bandas
proteicas

El protocolo es una modificacién del protocolo de Neuhoff [100].

Una vez obtenido el gel a teiiir, el mismo fue fijado en una solucién de 10 % &cido acético y 40 % etanol
durante a lmenos 30 minutos. Pasado ese tiempo, se colocd el gel en la solucién de tincién de Coomassie
coloidal Blue G-250, asegurandonos que la solucion cubriera todo el gel y se lo dej6 en la misma toda la
noche. Al otro dia fue enjuagado numerosas veces con agua para remover el colorante residual.

Una vez realizado este procedimiento, el gel coloreado fue escaneado para el andlisis del patrén de
bandas de las lineas de parasitos interrogadas

5.5.8. Extraccion y digestién de péptidos para evaluacion por Espectrometria de masa

Los productos del Método de Co-Inmunoprecipitacién (ver Método 5.6.3) fueron resueltos por elec-
troforesis en geles de poliacrilamida. Para ello se realizé una corrida corta, donde se resolviera toda la
muestra en unos 3 cm de gel. Pasada la corrida, el gel fue teniido brevemente con Coomassie Blue G-250.
Luego se corté cada banda en tres partes iguales, las cuales fueron debidamente rotuladas y se procedid
a la realizacién del protocolo de extraccion y digestion de los péptidos.

Las bandas fueron destenidas con 2 lavados en buffer acetonitrilo 50 %, bicarbonato de amonio 50 % y
2 lavados en buffer acetonitrilo 30 %, bicarbonato de amonio 50 %. Luego se los traté 1 h con una solucién
10 mM de DTT a 2000 rpm y 56 °C y 45 minutos con una solucién de 55 mM de iodoacetamida a 2000
rpm a temperatura ambiente. La digestion fue realizada con 1 L de tripsina (1 pg/pL) durante 16 h. Los
péptidos fueron extraidos con buffer 50 % bicarbonato de amonio, 0,1 % TFA (4cido trifluoroacético) con
agitacién durante 1 h. Posteriormente las muestras fueron sonicadas 3 veces durante 5 minutos cada una
y eluidas con buffer 50 % bicarbonato de amonio, 0,1 % TFA en viales de Orbitrap. Luego de secar con
Speed-Vac, las muestras fueron resuspendidas en 10 pL de dcido férmico 0,1 % y sonicadas nuevamente
3 veces por 5 minutos cada una.
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5.6. Técnicas inmunolégicas

5.6.1. Western blot

Las proteinas separadas por SDS-PAGE se transfirieron a membranas de Nitrocelulosa Hybond-C
(GE-Healthcare) utilizando la técnica de la electrotransferencia himeda durante 3 horas en buffer de
transferencia. Las membranas fueron bloqueadas con leche descremada al 5% (m/v) en PBS durante 1
hora a temperatura ambiente o durante toda la noche a 4°C.

Luego de dos lavados con PBS-Tween 20 0.1 %, las membranas fueron incubadas con la dilucién
adecuada de anticuerpo primario durante 1 horas a temperatura ambiente, o durante toda la noche a
4 °C. Luego las membranas se lavaron 3 veces con PBS-Tween 20 0.1% y se incubé con la dilucién
adecuada del anticuerpo secundario durante 1 hora a temperatura ambiente.

Luego de 3 lavados de 5 minutos con PBS Tween 0.1 % las membranas fueron incubadas con el reac-
tivo Kit Super Signal R West Pico Chemiluminescent Substrate (Thermo), y posteriormente expuestas
con placas autoradiograficas (KODAK) y reveladas, siguiendo las instrucciones del fabricante.

El control de la carga para la normalizacién se realizé con una dilucién 1:50000 del anticuerpo de
ratén anti-a-Tubulina (T5168, Sigma).

Para los ensayos de Western blot fueron utilizados los siguientes anticuerpos:

Anticuerpos primarios:
IgG de ratén anti-HA (sc-7392, SantaCruz ) Dilucién 1:500-1:900 en PBS 1% BSA
IgG de ratén anti-a-Tubulina (T5168, Sigma) Dilucién 1:50000 en PBS 1% BSA
IgG de ratén anti-GFP (sc-9996, Santacruz ) Dilucién 1:500 en PBS 1% BSA
IgG de ratén anti-3Flag (sc-166384, Santacruz) Dilucién 1:400 en PBS 1% BSA
IgG de conejo anti-TcCMF46 (Genescript) Dilucién 1:5800 en PBS 1% BSA
IgG de conejo anti-SODB (no comercial) Dilucién 1:3000 en PBS 1% BSA

Anticuerpos secundarios:

IgG de cabra anti-IgG de ratén conjugado a HRP (P0447, Dako Dilucién 1:10000 en PBS 1%
BSA

IgG de cabra anti-IgG de conejo conjugado a HRP (A6154, Sigma Dilucién 1:10000-15000 en
PBS 1% BSA

5.6.2. Inmunofluorescencia Indirecta (IFI)

Las IFIs fueron realizadas sobre:

= Epimastigotas Dm28c Wild Type y lineas sobreexpresantes

» “Ghost” de epimastigotas (ver Seccién 5.5.2)

» Interaccién células HeLa-tripomastigotas celulares (ver Seccién 5.7.4)

» Invasién de tripomastigotas celulares a células HeLa (ver Seccién 5.7.2)

» Infeccién de 72 horas de tripomastigotas celulares a células HeLa (ver Seccién 5.7.3)

» Infeccién de 96 horas de tripomastigotas celulares a células HeLa (ver Seccién 5.7.3)
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Fijacion, adhesion, permeabilizaciéon y bloqueo

Tanto los portaobjetos con células como los parasitos fueron lavados tres veces con PBS y luego fi-
jados con paraformaldehido al 4 % en PBS durante 20 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente
se los resuspendié en NH4Cly 0,1 M (Sigma) por 10 minutos a temperatura ambiente, para el bloqueo
de los grupos aldehidos.

Para el caso de los parasitos, luego de dos lavados con PBS, fueron resuspendidos a una concentracién
de 1 x 108 parésitos/pocillo y se colocaron en una ldmina de 8 o 10 pocillos pretratada con poli-lisina
0,1 mg/mL (Sigma). Luego de 20 minutos a temperatura ambiente se lava el portaobjetos con PBS 1X
para retirar los parasitos no adheridos.

Las laminas con parasitos y los cubreobjetos con células fueron permeabilizadas con Tritén X-100
(Sigma) 0,5 % en PBS durante 5 minutos y luego se lavaron 2 veces con PBS. Los bloqueos se realizaron
durante 1 hora a temperatura ambiente en PBS BSA-3% (Sigma).

Inmunodeteccion

Luego de dos lavados con PBS Tween 0,1 % se incubaron con los anticuerpos de interés diluidos en
PBS- BSA 2 %-Tween20 0,1 %.

Posteriormente, las ldminas fueron lavadas 3 veces con PBS-Tween 0.1% e incubadas durante 2
horas a temperatura ambiente con la dilucién adecuada de anticuerpos primarios, y posteriormente 1
hora con la dilucién adecuada de anticuerpo secundario. Los preparados fueron montados con 5 uL de
Fluoroshield™ with DAPI (Sigma).

Para los ensayos de Inmunofluorescencia Indirecta fueron utilizados los siguientes anticuerpos:

Anticuerpos primarios:
IgG de ratén anti-HA (sc-7392, SantaCruz ) Dilucién 1:50 en PBS 2% BSA
IgG de ratén anti-a-Tubulina (T5168, Sigma) Dilucién 1:5000 en PBS 2% BSA
IgG de conejo anti-TcCMF46 (Genescript) Dilucién 1:870 en PBS 2% BSA

Anticuerpos secundarios:

IgG de cabra anti-IgG de ratén conjugado a Alexa 488 (A11001, Invitrogen) Dilucién 1:1000
en PBS 2% BSA

IgG de cabra anti-IgG de ratén conjugado a Cy3 (A10521, Invitrogen) Dilucién 1:1000 en PBS
2% BSA

IgG de cabra anti-IgG de conejo conjugado a Alexa 546 (A11010, Invitrogen) Dilucién 1:1000
en PBS 2% BSA

Las imégenes fueron obtenidas utilizando los siguientes microscopios confocales, presentes en la Pla-
taforma de Microscopia del Instituto Pasteur de Montevideo:

» Leica TCS SP5, usando un lente 63X de inmersién en aceite con los ldser de excitacion Argon (488
nm), HeNe (543 nm) y Diode (405 nm)

s Zeiss Axio Observer Z1, LSM 800, usando un lente 63X de inmersién en aceite con los ldser Diode
405nm, 488nm, y SHG (561nm)

Una vez obtenidas las imdgenes, su tratamiento y seleccién se hizo utilizando el programa Icy [101].
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5.6.3. Co-Inmunoprecipitaciéon con esferas magnéticos anti-HA

A cada muestra tratada con buffer IP se le colocé 25 L de Pierce Anti-HA Magnetic Beads (Thermo),
previamente tratadas con buffer Wash/lysis IP Buffer, segtiin especificaciones del fabricante.

Se colocé la muestra, junto con los beads en agitacién continua y se dejé interactuar toda la noche a
4 °C. La mezcla fue colocada en el magneto y se esperd a que las esferas se unan al mismo. Se extrajo
el sobrenadante, el cual fue guardado bajo el rétulo de “FT-17 (Flow through 1). Las esferas se lavaron
dos veces con Wash/lysis IP Buffer y una vez con agua miliQ) estéril. Luego, loas esferas fueron tratadas
durante 5 minutos con 50 pL de buffer de lisis 2D (elucién). Nuevamente se colocé la mezcla en el mag-
neto, se extrajo el buffer con la elucién y se guardé a -20 °C.

En algunos casos, al material denominado FT-1 se le realizé6 una nueva co-inmunoprecipitacién,

apartando unos 40 pl sin co-inmunoprecipitar. Todas las fracciones obtenidas fueron evaluadas por
electroforesis en geles de poliacrilamida y Western blot.
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5.7. Cultivos celulares y ensayos in vitro

5.7.1. Cultivo de lineas celulares de mamifero

Las lineas celulares Vero y HeLa fueron cultivadas en medio Dulbecco’s modified Eagles (DMEM,
Gibco) suplementado con 10% de suero bovino fetal (SBF, Gibco), en atmédsfera himeda con 5% de
CO4 a 37 °C.

5.7.2. Ensayos de invasion celular

Para realizar los ensayos de invasién e infeccion celular, se utilizan Células HeLa. Dichas células fueron
crecidas hasta una confluencia de 75 % en placas de cultivo de 12 pocillos con cubreobjetos circulares
de 18 mm de didmetro, esterilizados por autoclavado. Cada pocillo fue infectado con tripomastigotas
manteniendo una relaciéon parasito-célula de 5:1.

La infeccién se realizé durante 4 horas a 37 °C en DMEM suplementado con 2% de SBF. Luego
de las 4 horas, los cubreobjetos fueron fijados con etanol 95 % durante 10 minutos. Las células fueron
montadas sobre cubreobjetos con Prolong Gold Anti Fade con DAPI (Invitrogen). Se realizaron tres
réplicas bioldgicas, con tres réplicas técnicas para cada linea de parésito.

5.7.3. Ensayos de infeccion celular

Se realizé el mismo procedimiento explicado anteriormente en 5.7.2, pero las células infectadas no
fueron fijadas a las 4 horas. Pasadas las 4 horas de interaccion células-parasitos, el medio se reemplazé
por medio fresco con 2% de SBF y fueron mantenidas durante 72 horas en estufa a 37 °C y 5% CO,. Se
realizaron tres réplicas bioldgicas, con tres réplicas técnicas para cada linea de parasito. Una vez finaliza-
das las 72 horas, los cubreobjetos fueron fijados con etanol 95 % durante 10 minutos. Las células fueron
montadas sobre cubreobjetos con Prolong Gold Anti Fade con DAPI (Invitrogen). Tanto en el ensayo
de infeccién como en el de invasion celular, el nimero de células infectadas y el nimero de amastigotas
por célula fue determinado con microscopio de epifluorescencia (Olympus IX81), utilizando el filtro U-
MNUA2 (DAPI). Las imégenes fueron analizadas con el programa Icy [101], mediante la visualizacién
de los kinetoplastos y nicleos de los parésitos tenidos con DAPI, asi como ntcleos de las células HeLa.
Para cada réplica, se contabilizé un aproximado de 300 células totales. Se obtuvo para cada imagen los
siguientes datos:

= Numero de células HeLa
= Numero de células HeLa infectadas

= Amastigotas totales

Con los datos obtenidos para las 300 células de cada réplica (tres réplicas bioldgicas) se analizaron
los siguientes pardmetros (comparando cada linea sobreexpresante con su control):

, ., células infectadas
% infeccion =

células totales x 100 (1)

amastigotas totales

tigotas/célula =
amastigotas/célula células in fectadas

amastigotas/célula x % infeccion

indice de in feccion = -
células totales

Para las IFIs de infeccidnes a 96 horas se realizé el mismo procedimiento, pero las infecciones se

mantuvieron durante 96 horas, y luego de la fijacién con etanol 95 % durante 10 minutos, se procedi a
la Inmunofluorescencia indirecta.
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5.7.4. Ensayos de interacciéon célula-parasito

Para estos ensayos se utilizaron también células HeLa, que al igual que en los ensayos anteriores fueron
crecidas hasta una confluencia de 75 % en placas de cultivo de 12 pocillos con cubreobjetos circulares de 18
mm de didmetro, esterilizados por autoclavado. Cada pocillo fue infectado con tripomastigotas celulares,
manteniendo una relaciéon parasito-célula de 5:1, permitiendo la interacciéon durante 30 minutos.

Una vez finalizada la interaccidon, los cultivos fueron fijados con etanol 95 % durante 10 minutos,
pasando posteriormente a realizar ensayos de Inmunofluorescencia Indirecta.

5.7.5. Curvas de crecimiento de epimastigotas de lineas sobreexpresantes de secuencias
LRR de Trypanosoma cruzi

Las curvas de crecimiento de epimastigotas de Trypanosoma cruzi de lineas sobreexpresantes de se-
cuencias LRR se realizaron en frascos de 25 cm?, con 5 mL de parésitos en medio LIT con 10 % SFB. Se
partié de una concentracién de 1 x 108 pardsitos/mL y se conté en cdmara de Neubauer cada 24 horas
durante 13 dias. Cada muestra se realizé por triplicado.

5.7.6. Amastigogénesis

De un cultivo de células VERO infectado con tripomastigotas celulares, se extrajo el sobrenadante
al cuarto dia de infeccién y se centrifugé a 3500 rpm durante 10 minutos, para extraer tripomastigotas
celulares que emergieron de las células infectadas. Se los resuspendié en medio DMEM vy se los coloco en
la estufa a 37 °C, 5% de CO,, contdndose la cantidad de amastigotas y tripomastigotas en los tiempos
0, 2 y 4 horas. Con los datos se realizé una gréfica representando la relacién amastigota/tripomastigota,
para determinar si hay cambios en la diferenciacién de tripomastigotas a amastigotas en esas condiciones
entre el sobreexpresante y su control. Se realizaron 4 réplicas bioldgicas, con dos réplicas técnicas cada
una.
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5.8. Otras técnicas

5.8.1. Espectrometria de masa

Los productos del Método de Co-Inmunoprecipitacién (ver Método 5.6.3) fueron resueltos por elec-
troforesis en geles de poliacrilamida y posteriormente se realizé el protocolo de extraccién y digestion de
los péptidos.

Los productos son enviados a la Unidad de Bioquimica y Proteémica Analitica (UByPA) del Instituto
Pasteur de Montevideo, donde son analizados en uno los siguientes equipos:

= Espectrometro de masa LTQ Velos + ETD, Thermo

» Espectréometro de masa Q exactive (Q-Orbitrap), Thermo

Los resultados obtenidos de este procedimiento fueron analizados con el programa PatternLab for
Proteomics [102], que analiza datos de proteémica obtenidos por métodos tipo “Shotgun” a través de la
obtencion de péptidos generados por la protedlisis de proteinas con Tripsina.

La identificacién se logra comparando los datos de masa sobre carga (m/z) generados experimental-
mente con espectros tedricos presentes en bases de datos que se usan como referencia [102].

En nuestro caso, para realizar las busquedas generamos una base de datos de las cepas CL Brener
Esmeraldo y Non Esmeraldo-like de Trypanosoma cruzi para ambas lineas transfectentes. Para el caso
de pDIY-TcPP1r y su control, fue agregada manualmente la proteina GFP (que se espera esté presente).

5.8.2. Determinacion de viabilidad con Calyculin A

Los ensayos de viabilidad utilizando Resazurina son de amplio uso para determinar la accién de di-
versos farmacos sobre lineas de Trypanosoma cruzi. El mismo es un ensayo colorimétrico cuantitativo
que usa la oxidacién/reduccién de la resazurina como indicador de la citotoxicidad de compuestos en
cultivos parasitarios. La deteccién de cambios de la oxidacién (azul) a la reduccién (rosado) del colorante
resazurina son indicadores de funcionamiento de las células. Este ensayo estd basado en el protocolo de
Rolén et al [103].

Inicialmente se debid realizar tres pases consecutivos de pardsitos en estadio epimastigota cada cuatro
dfas?, dejando en cada pase una concentracién de 10 x 10% parasitos/mL.

Al cuarto dfa, se contaron los pardsitos y se colocaron en una concentracién de 6 x 108 pardsitos/mL
(concentracién 2X) en 6 mL de medio LIT suplementado con 10% SFB. En placas de 96 pocillos se
colocaron 100 uL de parasitos y 100 uL. de una de las siguientes soluciones:

» Medio LIT suplementado con 10 % SEFB (controles de crecimiento sin farmaco).

s Medio LIT suplementado con 10% SFB y Calyculina A en un rango de 1 nM y 15 nM, donde 10
nM es el valor de IC5 determinado para Trypanosoma cruzi [104] (la concentracién debe ser 2X).

Algunos pocillos contenian sélo LIT suplementado con 10 % SFB, para ser usados como medida de
blanco. Como resultados, en cada pocillo habia 200 uL de medio con 3 x 10° parasitos; unos sin fArmaco
(controles) y otros con una concentracién 1X de Calyculina A. Se colocé la placa en estufa a 28 °C y se
dej6é durante 72 h. Pasado ese tiempo, se colocé en cada pocillo 50 uL. de Resazurina 1 mM (solucién
5X) y se midié la absorbancia a 490 y 595 nm, y se vlvié a medir la absorbancia aproximadamente a las
5 h o cuando se observoé el desarrollo de color.

4Estos pases que se realizaron con los parésitos en fase exponencial (entre 50 x 108 y 80 x 108 parasitos/mL), permiten
que los mismos se encuentren metabdlicamente activos y en la mayor tasa de replicacién, dos pardmetros esenciales para
determinar la viabilidad en presencia de un farmaco.
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La Ecuacién 4 indica el calculo utilizado para determinar el porcentaje de actividad de epimastigotas
(%AE), donde en el numerador se encuentran los datos de los pardsitos tratados con farmaco (CalyA)
y en el denominador los datos de los parasitos no tratados (Control):

A9 — (A595 X RO)OalyA
Asgo — (Ase5 X Ro)Control

%AE = x 100 (4)

Ro es el factor de correccién de Resazurina en el medio libre de parésitos, calculdndose como indica
la Ecuacién 5

()

Para cada concentracion de farmaco, los resultados fueron graficados. El ensayo se realizé por tripli-
cado, y en cada ensayo cada concentracién de farmaco tiene tres réplicas biolégicas. El control negativo
y el de medio tienen seis réplicas técnicas cada uno por ensayo.
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6.

6.1.
6.1.1.

Resultados

Buasqueda de secuencias LRR en Trypanosoma cruzi

Analisis bioinformatico: Bisqueda y seleccién de proteinas LRR in stlico

Con el fin de identificar secuencias LRR que se encuentran en el genoma de Trypanosoma cruzi, se
realizé la busqueda bioinformatica detallada en la Seccién 5.1.1.

Brevemente, utilizando como base de datos el genoma de la cepa CL Brener Esmeraldo-like que se
encuentra en la base de datos http://tritrypdb.org [82], se realiz6 una bisqueda de secuencias con
dominios descritos como “LRR o Leucine rich repeat” en las bases de datos InterPro [83], PFAM [84],
PROSITE PROFILES [85] y SMART ([86].

De esa buisqueda se obtuvo un total de 63 secuencias con motivos LRR descritas para la cepa CL Bre-
ner Esmeraldo-like, donde la mayoria de ellas también estan presentes en CL Brener Non Esmeraldo-like
de Trypanosoma cruzi. Dichas secuencias se observan en la Tabla 3, asi como algunos datos asociados a
las mismas (como la descripcién de la proteina producida, la funcién asociada a dicha proteina, el peso
molecular predicho y el largo de la proteina).

Gene ID CL Bre- Gene ID CL Product Description MW  Protein Computed GO Fun-
ner Esmeraldo-like Brener NE-like Length ctions
TcCLB.449247.20 TcCLB.506123.60 hypothetical protein, conserved 20902 192 null
TcCLB.503479.20 TcCLB.506855.170  hypothetical protein, conserved 22192 198 null

(pseudogene)
TcCLB.503531.10 Ry hypothetical protein, conserved 24585 228 null
TcCLB.503579.20 TcOCLB.507517.10  hypothetical protein, conserved 47809 449 protein binding
TcCLB.503613.79 TcCLB.511165.20 hypothetical protein 20185 176 null
TcCLB.503671.30 TcCLB.508153.30 leucine-rich repeat-containing pro- 43945 382 protein binding
tein
TcCLB.503981.9 not found (pseudo- hypothetical protein, conserved 24354 221 null
gen) (pseudogene)
TcCLB.504867.50 TcCLB.510943.110  Basal body protein 69907 632 protein binding
TcCLB.505807.150 TcCLB.507017.20 Present in the outer mitochondrial 38538 351 null
membrane proteome 30
TcCLB.506135.30 TcCLB.3503721.20  hypothetical protein, conserved 77613 697 protein binding
TcCLB.506203.20 TcCLB.508645.30 dynein light chain, putative 29217 255 protein binding
TcCLB.506213.40 TcCLB.511287.60 hypothetical protein, conserved 122924 1099 null
TcCLB.506413.50 TcCLB.511237.80 hypothetical protein, conserved 64129 583 null
TcCLB.506493.40 TcCLB.510121.120  hypothetical protein, conserved T4 712 null
TcCLB.506493.9 TcCLB.510121.90 CHAT domain containing protein, 98429 881 null
putative
TcCLB.506513.50 TcCLB.508919.70 calcium/calmodulin-dependent 60926 545 ATP binding, protein
protein kinase, putative binding, protein kinase
activity, transferase
activity, transferring
phosphorus-containing
groups
TcCLB.506529.320 TcCLB.510887.70 hypothetical protein, conserved 80310 730 null
TcCLB.506605.210 TcCLB.508859.40 leucine-rich repeat protein 45697 415 null
(LRRP), putative
TcCLB.506649.110 TcCLB.510121.120  hypothetical protein, conserved 25053 229 null
TcCLB.506693.50 TcCLB.508153.650  ribonuclease inhibitor-like protein, 51120 456 null
putative
TcCLB.506733.90 TcCLB.511857.10 hypothetical protein, conserved 71667 643 protein binding
TcCLB.506753.80 TcOCLB.510355.240 hypothetical protein, conserved 37344 341 null
TcCLB.506773.160 TcCLB.508799.40 hypothetical protein, conserved 63651 582 protein binding
TcCLB.506779.110 TcCLB.511153.90 dual specificity phopshatase, pu- 53600 475 phosphatase acti-
tative vity, protein bin-
ding, protein tyrosi-
ne/serine/threonine
phosphatase activity
TcCLB.506801.120 TcCLB.511907.240  Calcium/calmodulin-dependent 11449C 1034 ATP binding, protein
protein kinase kinase, putative binding, protein kinase
activity, transferase
activity, transferring
phosphorus-containing
groups
TcCLB.506925.270 TcCLB.508601.100  hypothetical protein, conserved 111159 979 protein binding
TcCLB.506941.70 TcCLB.511511.70 hypothetical protein, conserved 168945 1488 protein binding
TcCLB.506943.69 TcCLB.509065.79 hypothetical protein, conserved 29450 266 null
TcCLB.506945.280 REE Component of Motile Flagella Pro- 64527 553 protein binding
tein 46
TcCLB.507099.90 Hoxk hypothetical protein, conserved 53964 481 protein binding
TcCLB.507603.140 TcCLB.509429.210 leucine-rich repeat protein 74342 662 protein binding
(LRRP), putative
TcCLB.507669.14 TcCLB.509879.30 hypothetical protein, conserved 47019 431 protein binding
TcCLB.507711.190 TcCLB.509641.70 hypothetical protein, conserved 97891 874 null
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TcCLB.507737.40 TcCLB.509933.20 hypothetical protein, conserved 16631 152 null

(fragment)
TcCLB.507841.30 TcCLB.508269.70 hypothetical protein, conserved 40158 356 protein binding
TcCLB.507867.60 TcCLB.510629.420  protein phosphatase 1, regulatory 45821 402 protein binding

subunit, putative
TcCLB.508205.4 EE hypothetical protein, conserved 18661 170 null
TcCLB.508271.4 TcCLB.506127.20 hypothetical protein, conserved 27785 251 metal ion binding, pro-

tein binding

TcCLB.508307.20 TcCLB.511629.10 Leucine-rich repeat domain contai- 92598 835 protein binding

ning protein
TcCLB.508347.90 TcCLB.507615.90 hypothetical protein, conserved 231122 2138 null
TcCLB.508357.23 Rt hypothetical protein, conserved 43039 393 null
TcCLB.508489.10 TcCLB.511495.30 hypothetical protein, conserved 71432 652 protein binding
TcCLB.509067.50 TcCLB.508711.20 hypothetical protein, conserved 70693 642 protein binding
TcCLB.509151.90 TcCLB.508175.200  hypothetical protein, conserved 102232 934 null
TcCLB.509599.170 TcCLB.506327.60 hypothetical protein, conserved 45870 407 protein binding
TcCLB.510091.60 TcCLB.510421.310  hypothetical protein, conserved 103863 923 null
TcCLB.510101.250 TcCLB.506297.80 hypothetical protein, conserved 96166 869 protein binding
TcCLB.510127.70 TcCLB.508271.30 leucine-rich repeat protein 1 60406 561 null

(LRRP1), putative
TcCLB.510283.80 TcCLB.503823.50 hypothetical protein, conserved 41013 366 null
TcCLB.510295.40 TcCLB.506007.30 Protein C2lorf2 homolog, putative 31016 277 protein binding
TcCLB.510315.4 TcCLB.508153.650 hypothetical protein, conserved 28199 253 null

(fragment)
TcCLB.510523.20 TcCLB.511817.60 hypothetical protein, conserved 34678 308 null
TcCLB.510611.50 TcCLB.506791.79 hypothetical protein, conserved 65648 601 null
TcCLB.510737.60 TcOCLB.510663.40  hypothetical protein, conserved 32308 292 protein binding
TcCLB.510761.22 Hkok hypothetical protein, conserved 39890 360 protein binding
TcCLB.510773.100 HokK Flagellar Member 4 179711 1641 protein binding
TcCLB.511315.30 TcCLB.511755.40 hypothetical protein, conserved 53056 470 null
TcCLB.511421.150 Hoxk leucine-rich repeat-containing pro- 45874 411 null

tein
TcCLB.511421.160 Eoot] hypothetical protein, conserved 49855 453 protein binding
TcCLB.511539.9 TcCLB.508707.310  hypothetical protein, conserved 29457 265 protein binding
TcCLB.511573.10 TcCLB.506229.40 leucine-rich repeat protein, putati- 25266 222 protein binding

ve
TcCLB.511589.240 TcCLB.511229.90 hypothetical protein, conserved 82003 736 null
TcCLB.511801.10 TcCLB.508601.100  leucine rich repeat 90209 815 protein binding

Tabla 3 — Genes LRR obtenidos por la bisqueda in silico en Trypanosoma cruzi CL Brener Esmeraldo-like. En
negrita se encuentran los genes con productos descritos. Referencia: NE-like; Non Esmeraldo-like

Analizando la Tabla 3 se pueden identificar 44 secuencias cuya descripcion es “hypothetical protein,
conserved”. De éstas, 19 tienen descrita la funcién de “protein binding”, mientras que el resto no tiene
una funcién asociada. Por otro lado, 10 secuencias contienen descripcién de “leucine rich repeat”, de las
cuales la mitad tiene descripcién de “protein binding”, y la otra mitad no presenta funcién descrita. Por
dltimo, 9 secuencias tienen descripcién de producto, y 6 de ellos son “putativos”. Dentro de este dltimo
grupo, s6lo uno de ellos, el TcCLB.506203.20, presenta bibliograffa asociada (aunque la misma es en
estudios realizados en Trypanosoma bruces).

Todos estos datos indican que la mayoria de las proteinas con motivos LRR no han sido estudiadas
desde un punto de vista experimental en Trypanosoma cruzi, y que la anotacién de las 63 secuencias

LRR obtenidas de la biisqueda se debe a:

= Prediccién de repetidos en las bases de datos de dominios proteicos (InterPro [83], PFAM [84],
PROSITE PROFILES [85] y SMART [86])

= Anotacién de funcién por identificacién en ortélogos de tripanosométidos mas estudiados a nivel
experimental (como es el caso de Trypanosoma brucei).

6.1.2. Selecciéon de secuencias LRR con mayor identidad con Internalina A de Listeria
monocytogenes

Una vez obtenidas todas las secuencias identificadas como LRR en Trypanosoma cruzi, en la base de
datos Tritrypdb.org se realizé6 un BLAST (Basic Alignment Search Tool) con la secuencia de Internalina
A (InlA) de Listeria monocytogenes (GenBank accession number WP_010989462.1), (ver Seccién 5.1.2).
El resultado del BLAST se encuentra en la Tabla 4. Con estos pardametros de busqueda, se obtuvieron
16 secuencias de las 63 secuencias LRR, que son las secuencias con las que se procede en este trabajo.
Manualmente se agregé la secuencia TcCLB.510295.40, que se encuentra en las 63 secuencias identificadas
con motivo LRR, pero no en la seleccién de secuencias con mayor identidad con InlA. Sin embargo, en
la informacién aportada por la base de datos tritrypdb.org, esta proteina tendria un 48 % de identidad
con InlA.
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Gene ID source_id Organism Score E-Value
TcCLB.504867.50 TcCLB.504867.50:mRNA T. cruzi CL Brener Esmeraldo-like 47.8 1E-5
TcCLB.506203.20 TcCLB.506203.20:mRNA T. cruzi CL Brener Esmeraldo-like 49.7 1E-6
TcCLB.506773.160 TcCLB.506773.160:mRNA T. cruzi CL Brener Esmeraldo-like 57.4 1E-8
TcCLB.506925.270 TcCLB.506925.270:mRNA T. cruzi CL Brener Esmeraldo-like 52.4 5E-7
TcCLB.506941.70 TcCLB.506941.70:mRNA T. cruzi CL Brener Esmeraldo-like 90.1 1E-18
TcCLB.506945.280 TcCLB.506945.280:mRNA T. cruzi CL Brener Esmeraldo-like 60.8 8E-10
TcCLB.507099.90 TcCLB.507099.90:mRNA T. cruzi CL Brener Esmeraldo-like 44.3 9E-5
TcCLB.507603.140 TcCLB.507603.140:mRNA T. cruzi CL Brener Esmeraldo-like 42 6E-4
TcCLB.507841.30 TcCLB.507841.30:mRNA T. cruzi CL Brener Esmeraldo-like 51.2 6E-7
TcCLB.507867.60 TcCLB.507867.60:mRNA T. cruzi CL Brener Esmeraldo-like 49.7 2E-6
TcCLB.508307.20 TcCLB.508307.20:mRNA T. cruzi CL Brener Esmeraldo-like 62.8 3E-10
TcCLB.509151.90 TcCLB.509151.90:mRNA T. cruzi CL Brener Esmeraldo-like 47 2E-5
TcCLB.509599.170 TcCLB.509599.170:mRNA T. cruzi CL Brener Esmeraldo-like 64.3 4E-11
TcCLB.510737.60 TcCLB.510737.60:mRNA T. cruzi CL Brener Esmeraldo-like 43.9 1E-4
TcCLB.511421.160 TcCLB.511421.160:mRNA T. cruzi CL Brener Esmeraldo-like 43.5 2E-4
TcCLB.511539.9 TcCLB.511539.9:mRNA T. cruzi CL Brener Esmeraldo-like 53.5 6E-8

Tabla 4 — Alineamiento entre proteinas LRR de Trypanosoma cruzi e InlA de Listeria monocytogenes. La identidad
se considero significativa si presenta un E-value<1E-4

Para esta busqueda se determiné un E-value<1E-4 como ”threshold”. El valor de este parametro fue
elegido en funcién del bajo grado de identidad entre InlA y las proteinas de T. cruzi, ya que, por un lado,
son organismos con una gran distancia evolutiva, y por otro, los propios repetidos LRR tienen una gran
plasticidad que les permite contener diferentes tipos de aminoécidos en las regiones consenso [88], [57],
[105] y ain as{ mantener una estructura tridimensional propia del motivo. Esto se traduce en secuencias
con un bajo grado de identidad a nivel de secuencia, pero un importante grado de similitud a nivel de
estructura tridimensional y funcion.

6.1.3. Aproximacién in silico de la estructura de las proteinas LRR seleccionadas

Identificacién y clasificacion de repetidos LRR

Las 17 secuencias con mayor identidad con InlA fueron analizadas mas a fondo a nivel de sus secuencias
proteicas, para identificar y clasificar los posibles repetidos LRR predichos en las mismas. Para ello
se realizo, por un lado, la identificacién de repetidos LRR a través del predictor http://lrrsearch.
com [87], y por otro, una clasificacién manual, analizando cada repetido identificado con las secuencias
consenso de cada familia LRR, utilizando como referencia la Tabla 1, que contiene las secuencias consenso
caracterizadas para las diferentes familias de proteinas LRR [50], [57], [58], [51], [49].

Para completar el andlisis de secuencia, se tomé en cuenta la informacién acerca de la estructura
secundaria que adoptan las regiones altamente conservadas de los motivos LRR, que indican que la es-
tructura secundaria de los residuos 3 al 5 (LxxLxLxxNxL) adopta una conformacién de tipo hebra g [57],
[88]. Utilizando el predictor de estructura secundaria APSSP2 [106], se pudo identificar para la mayoria
de los casos una coincidencia entre la prediccién de hebras 8 con los residuos 3 a 5 de los repetidos LRR
predichos en las secuencias de las proteinas analizadas (datos no mostrados), mientras que fueron pre-
dichos otros repetidos, que no fueron identificados por el predictor Irrsearch.com, probablemente por la
ausencia en la mayoria de los casos del residuo N en la posicién 9 del HCS. Sin embargo fueron tomados
en cuenta debido a que la plasticidad de estos repetidos permite que, si bien su secuencia puede estar
un poco alejada de la secuencia consenso, por su posicién en el motivo (recordemos que los repetidos se
disponen en téndem) y su estructura secundaria, sean potenciales repetidos LRR.

La clasificacién de secuencias LRR en grupos se hizo tomando en cuenta la relacién evolutiva entre

tipos de repetidos LRR tipo SDS22, Bacteriano y Tipico [57], (Matsushima, N. et al, 2001), (B. Kobe,
J. et al, 1994), [52], [54].
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Los grupos fueron determinados de la siguiente manera:

Grupo 1 Proteinas con un sélo tipo de repetido.

Grupo 2 Proteinas con dos tipos de repetidos, siendo uno de ellos tipo SDS22 (S).

Grupo 3 Proteinas con tres tipos de repetidos Tipico (T), Bacteriano (B) y tipo SDS22 (S).
Grupo 4 Proteinas con repetidos CC-like (C) y Ri-like (R).

Existen, ademéas de InlA, otro tipo de internalinas en Listeria monocytogenes, las cuales también
presentan repetidos LRR; a saber, InlB (GenBank accession number WP_010989463.1), InlC (GenBank
accession number CAA65088.1), InlH (GenBank accession numberABC26494.1) e InlJ (GenBank acces-
sion number WP_010990081.1)[98]. Las secuencias de estas proteinas también fueron analizadas para
clasificarlas en los grupos previamente mencionados.

Como resultado se obtuvo la Tabla 5

Internalina LRR descritos Tipo LRR Grupo
InlA 14 S(14) 1
InlB 6 S(5) 1
InlC 5 B(1) 1
InlH 6 B(6) 1
InlJ 14 1(5) S(1) 2

Tabla 5 — Identificacién y clasificacién de repetidos LRR en internalinas de Listeria monocytogenes. Referencias: I
(IRREKO); T (Typical); B (Bacterial); S (SDS22-like); C (CC-like); R (RlI-like)

Las 17 secuencias seleccionadas en funciéon de su identidad con InlA con E-value menores a 1E-
4 muestran porcentajes de identidad con InlA menores al 40 %, presentando identidad fundamental-
mente en las regiones correspondientes a los repetidos. Dentro de las proteinas seleccionadas, la mi-
tad de ellas tienen menos de un 30% de identidad con InlA (TcCLB.507867.60, TcCLB.504867.50,
TcCLB.507603.140, TcCLB.506941.70, TcCLB.508307.20, TcCLB.509151.90, TcCLB.511539.9 y la se-
cuencia TcCLB.510295.40, que al hacer BLAST con el predictor de la pagina de NCBI [98], presenta
un alineamiento menor al reportado en tritrypdb.org). De estas secuencias, las que presentan menor
porcentaje de identidad (TcCLB.508307.20 con un 26 % y TcCLB.509151.90 con un 22 %), no presentan
repetidos LRR de tipo SDS22, teniendo sélo descritos del tipo CC-like y RI-like.

De las 17 secuencias analizadas, 5 presentan un solo tipo de repetidos LRR, mientras que 10 secuencias
presentan dos tipos de repetidos, donde uno de ellos es del tipo SDS22, siendo el otro del tipo Tipico o
Bacteriano.

La presencia de repetidos de tipo SDS22 en las proteinas, es importante a la hora de tener mayor
identidad con InlA, ya que las proteinas cuya identidad con InlA supera el 30 % presentan repetidos
identificados en su mayoria (o en su totalidad) como tipo SDS22 .

Se puede observar que InlA presenta 14 repetidos LRR y son todos del tipo SDS22, como se ha
descrito previamente en estudios acerca de esta proteina [67]. Es esperable, por lo tanto, que aquellas
proteinas LRR que comparten identidad con ella, presenten también en su estructura repetidos tipo
SDS22. Esto ocurre con 13 de las 16 proteinas identificadas con mayor identidad con InlA. De hecho, en
las proteinas TcCLB.506203.20, TcCLB.506945.280 y TcCLB.507841.30 todos los dominios que pudieron
ser clasificados fueron de este tipo. Sin embargo, cabe destacar lo siguiente:

= En ninguna proteina fue posible clasificar la totalidad de los repetidos descritos, lo que muestra

que en el caso de T. cruzi existen repetidos que se alejan de las secuencias consenso descritas para
otros organismos.

s La proteina TcCLB.511421.160 sélo tiene identificados repetidos LRR del tipo Bacteriano. Sin

embargo, se pudo clasificar sélo 3 de los 7 repetidos descritos, lo que implica que probablemente
haya repetidos del tipo SDS22 aunque no se hayan identificado en esta instancia.
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Busqueda de otros dominios proteicos

Continuando con el andlisis in silico, dado que las proteinas LRR suelen tener otros dominios asocia-
dos, aportando a la versatilidad de funciones que presenta este grupo [89], [90], [91], [92], [93], se buscaron
otros dominios que puedan presentar las proteinas identificadas previamente como LRR en la base de
datos InterPro (https://www.ebi.ac.uk/interpro/)[83].

En la Tabla 6 se puede apreciar que 7 de las 18 proteinas no tienen dominios anotados, mientras que
de las 9 restantes, 5 presentan dominios de tipo dineina, mientras que 2 de ellas tienen dominio “C21
orf2”, descrito como dominio implicado en la reorganizacion del citoesqueleto y regulaciéon de la forma
celular. Por lo tanto, casi la mitad de las proteinas seleccionadas presentan motivos relacionados con la
dindamica del citoesqueleto.

Biasqueda de SP, TM, anclaje GPI

Existen otros dominios en las proteinas que permiten dar cuenta de ciertas propiedades como su
localizacién subcelular. Tal es el caso de los dominios transmembrana (TM), el péptido sefial (SP) y el
anclaje GPI, siendo este dltimo frecuentemente usado en organismos protozoarios como mecanismo de
anclaje de proteinas a la superficie celular [107]. Con estos antecedentes, se decidié buscar estos domi-
nios en las secuencias LRR seleccionadas (ver Seccién 5.1.3). Esta bisqueda arrojé como resultado los
siguientes datos (que se observan en la Tabla 6):

= En ninguna proteina se identificé anclaje GPI, por lo que ninguna de ellas estaria integrada a la
membrana celular mediante este tipo de modificacién, lo que no implica que no estén asociadas con
la membrana mediante algin otro mecanismo.

= Solo la proteina TcCLB.506203.20 presenta SP, y ademds presenta un dominio transmembrana.
Esto implica que esta proteina estd asociada a la membrana celular, o la membrana de algiin
organelo.

= Las proteinas TcCLB.506203.20, TcCLB.507841.30 y TcCLB.509151.90 presentan dominio TM.

= Las proteinas TcCLB.506941.70 y TcCLB.508307.20 presentan dominio transmembrana.

La Tabla 6 muestra los resultados obtenidos.

Gene Id Grupo N° de Tipo LRR Otros dominios TM SP Anclaje
LRR GPI
TcCLB.504867.50 3 14 1(1) T(1) B(1) No No No No
S(3)
TcCLB.506203.20 1 7 S(3) Dynein light chain (4-22) (1-29) No
TcCLB.506773.160 2 11 B(1) S(5) No No No No
TcCLB.506925.27! 2 9 B(1) S(1) No No No No
TcCLB.506941.70 3 12 B(1) T(1) S(2) 1Q motif EF-hand (949-966) No No
binding (1144-1161)
TcCLB.506945.28I 1 8 S(6) Outer arm Dynein light No No No
chain 1
TcCLB.507099.90 2 8 B(1) S(2) Protein Phosphatase No No No
regulatory subunit 7
TcCLB.507603.141 2 13 B(2) S(3) No No No No
TcCLB.507841.30 1 7 S(2) Outer arm Dynein light (36-60) No No
chain 1 (axonemal)
TcCLB.507867.60 2 12 T(2) S(5) Protein Phosphatase No No No
regulatory subunit
TcCLB.508307.20 4 30 C(14) R(5) No (9-33) No No
TcCLB.509151.90 4 23 C(12) R(3) Outer arm Dynein light (423-439) No No
chain 1
TcCLB.509599.170 2 11 T(2) S(4) No No No No
TcCLB.510737.60 2 5 B(1) S(2) Protein C21 orf2 No No No
[Ciliogenesis (LRRC76)]
TcCLB.511421.160 1 11 B(3) No No No No
TcCLB.511539.9 2 9 T(1) S(2) Outer arm Dynein light No No No
chain 1 (Nischarin)
TcCLB.510295.40 2 4 T(1) S(1) Protein C21 orf2 No No No

[Ciliogenesis (LRRC76)]

Tabla 6 — Anélisis de secuencia proteica de los genes con identidad significativa con InlA. Referencias: I (IRREKO); T
(Typical); B (Bacterial); S (SDS22-like); C (CC-like); R (RI-like). Los ntimeros entre paréntesis corresponden a la cantidad
de motivos de ese tipo identificados manualmente en la proteina. En las columnas TM (Trans Membrane domain) y SP
(Signal Peptide), los ntimeros entre paréntesis corresponden a las posiciones aminoacidicas en la proteina donde se encuentra
predicho cada dominio.
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Identidad con otras Internalinas de Listeria monocytogenes y seleccién final de proteinas
LRR

Para finalizar el andlisis bioinformético general, para el grupo entero (de 63 secuencias) se interrogd
la identidad con las demas internalinas de Listeria monocytogenes mediante BLAST. Estos resultados
se encuentran en la Tabla 7.
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Gen InlA InlB InlC InlH InlJ Identidad significativa
TcCLB.506945.280 35 34 30 30 30 Todas
TcCLB.507867.60 28 36 36 30 NS InlA e InlB
TcCLB.506203.20 32 34 34 NS 27 InlA, InlB e InlC
TcCLB.507099.90 30 NS NS NS NS InlA
TcCLB.506773.160 30 30 31 NS 30 InA, InlB e InlC
TcCLB.504867.50 28 27 NS NS 37 InlJ
TcCLB.511421.160 33 NS 30 30 NS InlA, InlC e InlH
TcCLB.506925.27( 32 NS NS NS NS InlA
TcCLB.506941.70 28 27 34 29 NS InlB
TcCLB.507841.30 31 27 30 28 NS InA
TcCLB.507603.140 NS NS NS NS NS No
TcCLB.508307.20 26 26 NS 28 NS No
TcCLB.509151.90 22 NS NS NS NS No
TcCLB.509599.17( 31 NS NS 29 NS InlA
TcCLB.510737.60 34 29 NS NS NS No
TcCLB.511539.9 29 NS NS 30 NS InlH
TcCLB.510295.40* 27 48 27 25 27 InB

Tabla 7 — Identidad significativa con otras Inl de Listeria monocytogenes. La identidad significativa corresponde a

una identidad mayor al 30 % y un E-value<1E-4. Referencia: NS (No significativa).

*

: esta secuencia fue agregada

manualmente, ya que no aparece en el BLAST con InlA, pero si estd en las 63 secuencias con repetidos LRR, y en su
informacién se identifica un 48 % de identidad con InlA

La seleccién final de proteinas se hizo en funcién de una identidad igual o mayor al 30 % con una
0 mas internalinas, y un E-value<1E-4, dando como resultado la Tabla 8, que contiene las principales
caracteristicas que se pudo determinar a través del analisis in silico, como el alineamiento con Inls, el
grupo en que se encuentran y otros dominios anotados, entre otras caracteristicas.

Gen Identidad Grupo Descripcion TM SP Otros dominios
Inl >30 %
TcCLB.506945.280 Todas 1 Component of motile No No Outer arm Dynein light
flagella protein 46 chain 1
TcCLB.507867.60 InlA e InlB 2 Protein phosphatase 1, No No Protein Phosphatase
regulatory subunit, regulatory subunit
putative
TcCLB.506203.20 InlA, InlB e 1 Dynein light chain, (4-22) (1-29) Dynein light chain
InlC putative
TcCLB.507099.90 InlA 2 Hypothetical protein, No No Protein Phosphatase
conserved regulatory subunit 7
TcCLB.506773.160 InA, InlB e 2 Hypothetical protein, No No No
InlC conserved
TcCLB.504867.50 InlJ 3 Basal body protein
TcCLB.511421.160 InlA, InlC e 1 Hypothetical protein, No No No
InlH conserved
TcCLB.507841.30 InA 1 Hypothetical protein, (36-60) No Outer arm Dynein light
conserved chain 1 (axonemal)
TcCLB.510295.40* InB 2 Protein C21lorf2 No No Protein C21 orf2

homolog, putative

(Ciliogenesis (LRRC76))

Tabla 8 — Seleccién final de genes con mayor identidad con internalinas de Listeria monocytogenes. De dichos genes
se describen algunas de sus caracteristicas més importantes, como descripcién del producto en tritrypdb.org (al inicio
y final del proyecto), si presentan dominio transmembrana, péptido sefial u otros dominios descritos.

La Figura 18 muestra el resultado final de todas las biisquedas en MyStrategies, estrategia que se en-
cuentra disponible en el siguiente link: http://tritrypdb.org/tritrypdb/im.do?s=c95d2d3b15c32a7d
[82]. Es importante destacar, que al ingresar en el link, se va a obtener el conjunto de configuraciones
de las busquedas incluidas en esa estrategia, pero los resultados de la misma pueden variar, dado que la
base de datos esta en continua actualizaciéon. Por esto los datos obtenidos fueron ademas descargados y
se encuentran a entera disposicion.
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Figura 18 — Estrategia completa de busqueda de secuencias LRR en Trypanosoma cruzi CL Brener Esmeraldo-like
con mayor identidad con Inls de Listeria monocytogenes.

6.2. Generacion de vectores de expresion y evaluacion de lineas sobreexpre-
santes establecidas de T. cruzi

Realizada una identificacién de secuencias de proteinas LRR en T. cruzi, una primera aproximacion
in silico y seleccién de secuencias de interés, de la creacién de estrategia de clonado en vectores de
expresion y disenio de primers (ver Seccién 6.1), los préximos pasos consistieron en la amplificacién,
clonado, transfeccién e identificacién de sobreexpresién de las proteinas de interés.

6.2.1. Estrategia de clonado de secuencias LRR en vectores de expresion

Del anélisis bioinformético anterior surge que un gran numero de las proteinas seleccionadas pre-
sentan anotaciones relacionadas con componentes o reguladores del citoesqueleto. Para realizar estudios
funcionales, la siguiente etapa fue obtener lineas de T. cruzi que sobreexpresaran las proteinas de interés.

Una vez seleccionadas aquellas secuencias LRR de interés para este proyecto, se procedié a defi-
nir las estrategias de generaciéon de lineas sobreexpresantes de dichas proteinas en la cepa Dm28c de
Trypanosoma cruzi.

Como no existen antecedentes de que las secuencias LRR seleccionadas hayan sido estudiadas en 7.
cruzi, no contamos con anticuerpos especificos para su deteccién en ensayos in vitro. Es por ello que en
todos los casos, la estrategia fue expresar las secuencias LRR asociadas a algun tag (3-Flag, eGFP, HA)
que nos permitiera detectar las proteinas de fusién en los pardsitos sobreexpresantes.

Para todas las secuencias, el vector de destino seleccionado fue pDIY-eGFP [78], mientras que un
grupo de 6 secuencias tiene ademds el vector pTREXn como destino [95], [79]. El primero de ellos pre-
senta numerosos tags asociados en la regién “polylinker”, lo que permite realizar un constructo que de
como resultado la expresién de una proteina fusionada a uno o més tags (3-Flag, eGFP y HA fueron los
tags seleccionados en este proyecto para generar proteinas de fusién). El segundo vector mencionado no
presenta integrada ninguna secuencia para la expresion de tags, por lo que fue necesario disenar para
cada secuencia un “primer Reverse” que contuviera la secuencia para la expresién del tag HA entre la
secuencia de la proteina (sin el codén de terminacién) y el sitio de restriccién. De este modo se expresa
una proteina de fusién asociada a HA en el extremo C-ter.

La Tabla 9 muestra el diseno de clonado de las secuencias seleccionadas en uno o ambos vectores de
expresion.
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Proteina Largo PM Tags asociados (tamano en kDa) PMf Vector
(aa) (kDa) (kDa)
TcCLB.506945.280 553 64,6 HA (3 kDa) + 3-Flag (3 kDa) 70,6 pDIY-GFP
HA (3 kDa) 67,6 pTREXn
TcCLB.507867.60 402 45,7 HA (3 kDa) + 3-Flag (3 kDa) + GFP (27 kDa) 78,7 pDIY-GFP
HA (3 kDa) 48,7 pTREXn
TcCLB.506203.20 255 29,2 HA (3 kDa) + 3-Flag (3 kDa) + GFP (27 kDa) 62,2 pDIY-GFP
HA (3 kDa) 32,2 pTREXn
TcCLB.504867.50 632 69,8 3-Flag (3 kDa) 72,8 pDIY-GFP
TcCLB.511421.160 453 49,9 3-Flag (3 kDa) 52,9 pDIY-GFP
TcCLB.507841.30 356 40,3 HA (3 kDa) + 3-Flag (3 kDa) + GFP (27 kDa) 73,3 pDIY-GFP
HA (3 kDa) 43,3 pTREXn
TcCLB.506773.160 582 63,5 HA (3 kDa) + 3-Flag (3 kDa) + GFP (27 kDa) 96,5 pDIY-GFP
HA (3 kDa) 66,5 pTREXn
TcCLB.510295.40 277 30,9 3-Flag (3 kDa) 63,9 pDIY-GFP
HA (3 kDa) 33,9 pTREXn
TcCLB.507099.90 481 53,8 HA (3 kDa) + 3-Flag (3 kDa) + GFP (27 kDa) 86,8 pDIY-GFP

Tabla 9 — Tamano predicho, tags asociados y vectores de destino de las proteinas LRR seleccionadas. La prediccion
de los tamanos se obtuvo en el sitio https://web.expasy.org/compute_pi/

6.2.2. Amplificacién por PCR

La amplificacién de las secuencias LRR seleccionadas permitié su posterior clonado en los vectores
de expresién correspondientes.

Para ello se usaron los primers sintéticos disenados (que se encuentran en la Seccién 5.1.5) y como
molde se us6 ADN gendémico de epimastigotas de la cepa Dm28c. En la Figura 19 se muestran las foto-
graffas de los geles de agarosa al 1%, donde se visualizan todos los productos de las reacciones de PCR
realizadas (junto con sus blancos correspondientes), luego de la electroforesis para separar los productos
de amplificacién, comparados con el Marcador de Peso Molecular (MPM) que se muestra a la derecha
de dicha imagen.

Figura 19 — Resultados de las amplificaciones por PCR. A: TcCLB.506945.280 (1662 pb), B: TcCLB.506945.280HA
(1689 pb), C: TcCLB.507867.60 (1209 pb), D: TcCLB.507867.60HA (1236 pb), E: TcCLB.506203.20 (633
pb), F: TcCLB.506203.20HA (660 pb), G: TcCLB.504867.50 (1899 pb), H: TcCLB.511421.160 (1362 pb),
I: TcCLB.507841.30HA (897 pb), J: TcCLB.506773.160 (1749 pb), K: TcCLB.506773.160HA (1766 pb), L:
TcCLB.510295.40 (847 pb), M: TcCLB.510295.40HA (874 pb), N: TcCLB.507099.90 (1443 pb), MPM: Marcador
de Peso Molecular.

Tomando en cuenta la Tabla 2, que contiene el tamano en pares de bases de cada amplicén, se
determiné que en todos los casos, el producto de PCR presentaba el tamano esperado. Los blancos
ademas demostraron que no hubo contaminacién de la mezcla de reaccién en practicamente todos los
€asos.

Con respecto a los productos de la PCR. de la secuencia TcCLB.506203.2, como en ambos aparecen
miltiples bandas, se decidid correr todo el producto de PCR y cortar la banda del gel correspondiente
al tamano esperado, para luego purificarla, utilizando el kit CFX PCR DNA and Gel Band Purification
(GE Healthcare).
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6.2.3. Produccion de lineas de Trypanosoma cruzi sobreexpresantes de proteinas LRR

Una vez obtenidas las secuencias de interés mediante las reacciones de PCR, las mismas fueron
clonadas en el vector de amplificacion pGEM-T. Luego de realizar la transformacién de bacterias elec-
trocompetentes con el constructo pGEM-T _secuenciaLRR, mediante una extraccién de ADN plasmidico
y posterior secuenciado, se clonaron aquellas secuencias sin errores de amplificacién. Estas secuencias
fueron nuevamente clonadas en sus vectores de destino correspondientes, con el fin de obtener plasmidos
de expresién recombinantes con las secuencias LRR seleccionadas. Luego de un segundo proceso de trans-
formacién de bacterias electrocompetentes, extraccién de ADN plasmidico y secuenciacién del mismo, se
procedié a transfectar pardsitos epimastigotas de la cepa Dm28c con todos los plasmidos de expresion
recombinantes cuya secuencia estuviera libre de cambios, con el fin de obtener lineas sobreexpresantes
de las secuencias LRR de interés. Como resultado de este proceso se establecieron las siguientes lineas
transfectantes:

pDIY-eGFP: Linea control del vector de expresién pDIY-eGFP, expresa los tags 3-Flag, eGFP y HA.

pDIY-TcCMF46: Expresa la proteina sobreexpresante TcCLB.506945.280 (de ahora en més denomi-
nanda TcCMF46, ver 6.4.1) fusionada a los tags 3-Flag y HA.

pDIY-TcPP1r: Expresa la proteina sobreexpresante TcCLB.507867.60 (de ahora en mas denominada
TcPPlr, ver 6.3.1) fusionada a los tags 3-Flag, eGFP y HA.

pDIY-203.20: Expresa la proteina sobreexpresante TcCLB.506203.20 fusionada a los tags 3-Flag,
eGFP y HA.

PTREXn: Linea control del vector de expresion pTREXn, no expresa tags.

PTREXn-TcCMF46HA: Expresa la proteina sobreexpresante TcCMF46 fusionada a HA.

6.2.4. Determinacion de sobreexpresiéon por Western Blot

Una vez establecidas las lineas sobreexpresantes, asi como las lineas control de vectores vacios, se
procedié a realizar extractos proteicos para identificar si las lineas establecidas en cuestién sobreexpre-
san proteinas LRR, asociadas a los tags previamente seleccionados (ver Tabla 9).

Brevemente, para obtener los extractos proteicos totales de las diferentes lineas a evaluar, los parasitos
epimastigotas fueron lisados en una relacién de 2 x 10° parésitos/uL de buffer de lisis “Urea cracking
buffer”. Estos extractos obtenidos fueron separadas por electroforesis en gel de poliacrilamida al ser
expuestos a un campo eléctrico de intensidad constante (25-30 mA por gel), de acuerdo a la técnica
descrita por Laemmli [99]. Al finalizar la corrida, las proteinas separadas por tamano fueron transferidas
a una membranas de nitrocelulosa para inmunodetecciéon por Western blot.

Dicha inmunodeteccién consté en exponer a la membrana a una dilucién 1:500 del anticuerpo que
detecta el tag HA fusionado a todas las proteinas sobreexpresantes. La Figura 20 muestra el resultado
del Western blot obtenido, interrogando la presencia de HA en las siguientes lineas:

Dm28c Wild Type
pDIY-eGFP
pDIY-203.20
pDIY-TcPP1r
pDIY-TcCMF46
pTREXn
pTREXn-TcCMF46

N Ot W=
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Western Blot anti-HA (1:500)

Figura 20 — Identificacién de sobreexpresién por Western blot de lineas transfectantes de 7. cruzi. Inmunodeteccién
de HA (1:500) en Dm28c Wild Type (WT) y en los transfectantes pDIY-eGFP vacio (VV: Vector Vacio), pDIY-
203.20, pDIY-TcPP1r, pDIY-TcCMF46, pTREXn vacio (VV), y pTREXn-TcCMF46HA. En cada carril se sembrd la
cantidad de proteina correspondiente a 10 x 106 parssitos.

Analizando la Figura 20 se puede observar que las lineas Dm28c Wild Type y pTREXn (carriles 1 y
6, respectivamente) no muestran ningtin patrén de bandas, lo que garantiza que las bandas identificadas
contienen, en cada caso, el tag interrogado.

La expresién de los tres tags fusionados en la linea pDIY-eGFP (carril 2) migra a unos 35 kDa,
consistente con su PM tedrico (33 kDa).

La linea pDIY-203.20 (carril 3) presenta dos bandas, donde la banda de mayor tamafio migra por
encima de los 55 kDa, pudiendo ser, por lo tanto, la proteina de fusién (con un PM tedrico final de 62,2
kDa).

Para el caso de pDIY-TcPP1r (carril 4), se detectan dos bandas que migran cercanas a los 100 kDa y
una que migra por encima de los 70 kDa. La banda que migra cercana a los 70 kDa puede ser la proteina
sobreexpresante TcPP1r (cuyo PM tedrico es de 78,7 kDa), mientras que las bandas cercanas a los 100
kDa podrian ser producto de algun tipo de modificaciéon post-traduccional.

En cuanto a pDIY-TcCMF46 (carril 5) y pTREXn-TcCMF46HA (carril 7) se identifica una banda
que migra cercana a los 70 kDa para ambos casos, consistente con sus PM tedricos finales (70,6 kDa
y 67,6 kDa, respectivamente). Se puede observar, ademéds, una pequenia diferencia de migracién, que es
coherente con la presencia del tag 3-Flag en el sobreexpresante pDIY-TcCMF46 que no se encuentran
en pTREXn-TcCMF46HA, siendo la primer proteina sobreexpresante unos 3 kDa maés grande que la
segunda.

Podemos concluir de esta Figura, entonces, que todos los transfectantes expresan la proteina sobre-
expresante en cuestion.

De las lineas establecidas e identificadas como sobreexpresantes, se decide continuar con la caracte-
rizacién de aquellas que sobreexpresan las proteinas TcPP1r y TcCMF46, por lo que en las siguientes
secciones se mostraran los resultados de estudios realizados sobre las siguientes lineas establecidas:

= pDIY-eGFP

= pDIY-TcPPI1r

= pDIY-TcCMF46

=« pTREXn

» pTREXn-TcCMF46HA
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6.3. Proteina TcPP1r: Protein Phosphatase regulatory subunit 1 (TcCLB.507867.60)

Como su nombre lo indica, la proteina TcPP1r (Protein Phosphatase regulatory subunit 1, de acuerdo
con la anotacién), participarfa en la regulacién de la proteina PP1 (Protein Phosphatase 1). Sin embargo,
hasta la fecha no existen datos experimentales acerca de TcPP1r que avalen esta notacién (por eso en la
descripcién aparece como putativa) y nada se sabe acerca de su accién sobre TcPP1.

6.3.1. Analisis in silico de la estructura de TcPP1r

Comparacién de secuencias entre Sds22 de S. pombe y TcPP1r

Buscando en la informacién aportada por la base de datos tritrypdb.org sobre TcPP1r, se identifica
a la proteina Sds22 de Schizosaccharomyces pombe como una proteina con la que comparte cierto grado
de identidad, por lo que decidimos realizar una comparacién de secuencias aminoacidicas entre estas dos
proteinas.

La Figura 21 muestra dicha comparacién entre Sds22 de S. pombe y TcPP1r. En ambas secuencias se
identifican en amarillo aquellos repetidos LRR predichos por el predictor Irrsearch [87] y APSSP2 [106],
mientras que en gris solo los repetidos LRR inferidos a partir del anélisis de la estructura secundaria por
el predictor APSSP2, en funcién de la estructura secundaria que adoptan dichos repetidos.
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TcPPir (Protein phosphatase 1 regulatory subunit, Trypanosoma cruzi: 402 residuos
MSHTAEHGMEEADMKAEKREKLRKGLQALFAAKNTCVHKDSDEESAEEELLSGGQGSRECHTTPEAVLTIDTKSKVIEINNVRLFSLDEVELEKFT

DICISLSLREKNLIHELSPFPEDLAARLEELDLFDNKIRKVRDFFSTIRCMGESTLKENVTGAFGHLTKLDLSYNQIRNIGGLEPLAST|{LRELYLVE
E IKNLDSLLNLELLELGGNRI REIGPGLAKLTKLKQLWLGKNKI|AS IGTSLQTLVS LE ILSLQANRL|TSIEPDNFLGPDANPHLRELYLSE
CIQNLGHL PMVQLIDFSFNPISVINEDVINPRNMPQLIEFWLTDGKIEKWDELGKLSGFKNT|LRTVYLERNPI|EEDKRYRDKVYMOQLPFLE

QIDSWPIVNKGNLEADRKRRA

Prediccion estructura secundaria:
CCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCCCHHHACCCCCCCCCCCCCCCCHHHHCCHHHHCCCCCCCCEEECCCCEEECCCCHHHHHCC
CCEEEECCCCCCCCCCCHHHHHCCCCEEEECCCCCCCCCCHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCEEECCCCCCCCCCCCCCCCCCCCEEEECCC
CCCCCCCHHHCCCCCEEECCCCCCCCCCHHHHHCCCCCEEECCCCCCCCCCCHHHHCCCCCEEECCCCCCCCCCCHHHHCCCCCCCCCEEECCCCC
CCCCCCCCCCCCCEEEEECCCCCCCCCHHHCCHHHCCHHHHHHCCCCCCCCCCCHHHHHCCCCCCCEEEECCCCCCCCHHHHHHHHHHCCCHHHHC
CCCCCCCCCCCCHHHCCC

(a)

SDS22 SCHPO (Protein phosphatase 1 regulatory subunit SDS22 Schizosaccharomyces pombe: 332 residuos)
MSNVSSEDGIAPETQLI IDDPDVQQIDADEDLLDDVPDDVDCVELIQSRIQSMASLGLERFKNiLQSLCLRQNQI KKIESVPET LTELDLYDNLI|VR
IENLDNVKN|LTYLDLSENNIKTIRNINHLKGLENLFFVQNRI RRIENLEGLDR|LTNLELGGNKI|RVIENLDTLVN|LEKLWVGKNKI|TKFENFEKL

OKLSLLSIQSNRIITQFENLACLSHCILRELYVSHNGLTSFSGIEVLENLEILDVSNNMIKHLSYLAGLKN|LVELWASNNEL|SSFQEIEDELSGLKK
LETVYFEGNPLQKTNPAVYRNKVRLCLPQLROIDATIIPKTSKQFP

Prediccion estructura secundaria:
CCCCCCCCCCCHHHHCCCCCCCEEECCCCCCCCCCCCCCEEECCCCCCCCCCHHHHHHCCCCCEEECCCCCCCECCCCCCCCCEEECCCCCCCCCC
HHCCCCCCCEEECCCCCCCCCCCCCCCCCCCEEECCCCCCCCCCCCCCCCCCCEEECCCCCCCCCCCCCCCCCCCEEECCCCCCCCCCCCcecccee
CEEECCCCCCCECCHHHCCCCCCCEEECCCCCCCCCCCCCCCCCCCEEECCCCCCCCCCCCCCCCCCCEEECCCCCCCCCCCCHHHHCCCCCCCEE
ECCCCCCCCCCHHHHCCCCCCCEEECCCCCCCCCCCCCCCCC

(b)

TcCLB.507867.60 SKVIEINNVRLFSLDEVELEKFTDICISLSLRKNLIHELSPFPEDLAAR[LEELDLFDNKIRKVRDFFSTIRCMGESTLKENVTG
SDS22_SCHPO LOSLCLRONQIKKIESVPET-—-—|LTELDLYDNLIVRIENLDNVKN—LTYLDLSFNNIKTIRNINHLKG--—-—--——-—-———-—

TcCLB.507867.60 AFGHLTKLDLSYNQI|RNIGGLEPLAST[LRELYLVENKIKE IKNLDSLLNLELLELGGNRIREIGPGLAKLTKLKOLWLGKNKI
SDS22_SCHPO  ----|LENLFFVONRI|RRIENLEGLDR-|LTNLELGGNKI[RVIENLDTLVNLEKLWVGKNK I|TKFENFEKLQK-|[LSLLSIQSNRI

TcCLB.507867.60 ASIGTSLQTLVS[LEILSLOANRL|ITSIEPDNFLGPDANPH[LRELYLSENGLKCIONLGHLPMVQLIDFSFNPISVINEDVINPR
SDS22_SCHPO  TQFENLACLSHC[LRELYVSHNGIJTSFSGIEVLEN----- [LEILDVSNNMIJKHLSYLAGLKN[LVELWASNNELJSSFQEIEDELS

TcCLB.507867.60 NMPQLIEFWLTDGKI[EKWDELGKLSGFKNT[LRTVYLERNPI[EEDKRYRDKVYMQLPFLEQIDSWPIVNKGNLEADRKRRA
SDS22_SCHPO GLKEK|[LETVYFEGNPL|QKTNPAVYRNK----VRLCLPQLRQIDATIIPKTSKQFP

(c)

Figura 21 — Comparacién de estructura secundaria de las proteinas Sds22 S. pombe (GenBannk accession number
NP_593824.1) y TcPP1r. (a): Secuencia de la proteina Sds22 y prediccién de su estructura secundaria. (b) Secuencia de
las proteina TcPP1r y prediccién de su estructura secundaria.(c): Comparacién entre ambas secuencias. Referencias:
Los guiones representan InDels, marcadas en amarillo se encuentran las regiones HCS de los repetidos LRR predichos
para cada una de las proteinas en lrrsearch.com [87] y segun el predictor de estructura secundaria APSSP2 [106].
Las regiones HCS en amarillo corresponden a aquellas identificadas en ambos predictores, mientras que las que
estdn marcadas en gris corresponden a las que sélo fueron identificadas por APSSP2. En la prediccién de estructura
secundaria, H: Hélice «, C: coiled coil, E: hebra 8

El andlisis comparativo entre la secuencia de TcPPlr (http://tritrypdb.org/tritrypdb/app/
record/gene/TcCLB.507867.60) [82] y Sds22 de S. pombe (GenBank accession number NP_593824.1)
[98], muestra que, si bien presentan una identidad de secuencia de 36 %, existe una importante identidad
a nivel de estructura secundaria. Como muestra la Figura 21, insertando unos pocos “gaps” (indica-
dos con guiones), los repetidos LRR en ambas moléculas predichos por http://lrrsearch.com [87] y
el predictor de estructura secundaria APSSP2 [106], se localizan en los mismos lugares. Estos “gaps”
representan InDels, es decir, deleciones de residuos en la secuencia donde se encuentran los guiones, o
inserciones en la otra secuencia. Por lo tanto, dada la importante similitud estructual entre TcPP1r y
Sds22, es probable que TcPP1r en T. cruzi presente una funcién similar a la descrita en levaduras, por
lo que nuestro siguiente paso fue buscar informacién acerca de esta familia de proteinas.
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Las proteinas de la familia PP1r

Las protefnas de la familia PPr (Protein Phosphatase regulatory) han sido bien caracterizadas en nu-
merosos organismos. Tal es el caso de la subunidad reguladora de fosfatasa Sds22 de Schizosaccharomyces
pombe. La misma es una proteina que consiste casi enteramente en repetidos LRR de 22 residuos [108] (de
hecho, su secuencia es tan caracteristica que define a una de las 9 familias de motivos LRR; el motivo LRR
tipo SDS22). Esta proteina es esencial para la transicién metafase/anafase en S. pombe. Se ha propuesto
que su presencia potencia la actividad de PP1 (proteina tipo Serine/Threonine Protein Phosphatase que
juega un papel crucial en la regulacién de eventos relacionados con la division celular en organismos
eucariotas), evento esencial para la mitosis [108]. La Figura 22 muestra la prediccién de la estructura
tridimensional de Sds22 de S. pombe https://swissmodel.expasy.org/repository/uniprot/P22194
[109]. Al realizar una buisqueda de la localizacién subcelular de Sds22 de S. pombe en la base de da-
tos Uniprot (http://www.uniprot.org/uniprot/P22194 [110]), se observa que la misma se encuentra
localizada en el ntcleo.

(a) (b)

Figura 22 — Estructura tridimensional de la proteina Sds22 de S. pombe. (a) y (b): diferentes vistas de la proteina,
mostrando sus regiones HCS, donde se pueden ver las hebras-3 (indicadas con flechas) en la regién céncava y los VS en
la regién convexa, donde se pueden distinguir motivos tipo a-hélice. El color rojo indica residuos hidrofébicos, mientras
que el azul indica residuos hidrofilicos (https://swissmodel.expasy.org/repository/uniprot/P22194 [109])

6.3.2. Determinacién de sobreexpresion y localizacién subcelular de TcPP1r mediante IFI

Dado que PP1r de levaduras ha sido localizada en el niicleo, quisimos ver si en el caso de T. cruzi la
proteina presentaba una localizacion similar. Para ello se realizé una Inmunofluorescencia Indirecta sobre
parasitos en el estadio epimastigota de pDIY-TcPP1r y su control, pDIY-eGFP, interrogando en ambos
la presencia y localizacién del tag HA. En este ensayo la visualizacion de la proteina sobreexpresante se
debe en parte por inmunodeteccién del tag HA fusionado a la proteina (ver 5.6.2), y por otra parte, por
la deteccién de fluorescencia de la proteina sobreexpresante fuionada a eGFP en el canal verde. Para el
caso de los epimastigotas de la linea pDIY-eGFP, la deteccién de los tags ocurre de la misma forma.
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Figura 23 — Deteccién de expresién de tags en epimastigotas transfectantes pDIY-eGFP. (a) y (b): El canal rojo
muestra la inmunodeteccién del tag HA, el canal verde muestra la expresién de eGFP, el canal de UV muestra al

nicleo y kinetoplasto (AN: Acidos Nucleicos) por tincién con DAPI y el tdltimo canal muestra la superposicién de los
tres anteriores (Merge).

HA

Figura 24 — Deteccién de TcPP1r en epimastigotas transfectantes pDIY-TcPP1r. (a) y (b): El canal rojo muestra la
inmunodeteccién del tag HA, fusionado a la proteina TcPP1r, el canal verde muestra la expresién de eGFP, fusionada
a la proteina TcPP1r, el canal de UV muestra al nicleo y kinetoplasto (AN: Acidos Nucleicos) por tincién con DAPI
y el dltimo canal muestra la superposicién de los tres anteriores (Merge).

Como control negativo se puede observar la imagen (a) de la Figura 50 (ver Seccién 10.2, disponible
en Anexos), que muestra la inmunodeteccién del tag HA en epimastigotas Wild Type de la cepa Dm28c.

La Figura 23 muestra la expresién de los tags de la linea de transfectantes pDIY-eGFP. Se puede

observar que la localizacién de la proteina de fusién parece ser citosélica, flagelar y nuclear, no hallandose
en el kinetoplasto, y su disposicion parece ser de tipo granular. Por otro lado se aprecia que la expresion

65



de dicha proteina de fusién no es homogénea dentro de la linea, habiendo parasitos con una alta tasa de
expresion de tags, mientras otros parasitos tienen una expresion maés leve.

Con respecto a la linea pDIY-TcPPl1r, la Figura 24 muestra la expresion de la proteina TcPPlr,
fusionada a los tags HA (canal rojo) y eGFP (canal verde). La localizacién subcelular de la proteina de
fusién parece ser citosolica y flagelar, con una disposicién méas homogénea que la disposicién de los tags
en la linea control. A su vez, no se encuentra en el kinetoplasto, y a diferencia del control, parece estar
excluida del nicleo.

Por ultimo, en las imagenes se puede observar que la mayoria de los parasitos muestran colocalizacién
de los tags (lo que es esperable), aunque algunos mostraron mayor expresién de uno de ellos. Esto puede
ser indicio de cierto grado de protedlisis. Por otro lado, la expresién de la proteina TcPP1r sobreexpresante
no es homogénea en la linea, al igual que para la linea pDIY-eGFP.

En ambos casos (linea pDIY-eGFP y pDIY-TcPP1r), la heterogeneidad en la expresién puede deberse
a una caracteristica intrinseca del vector de expresion pDIY-eGFP. Se ha reportado para el caso del vector
pTREX (vector derivado de pRIBOTEX del cual derivan directamente todas las versiones del vector
pDIY [78]) que luego de dos semanas de transfeccion, el nimero de pardsitos fluorescentes disminuye
considerablemente, atin en presencia del farmaco de seleccién [111].

6.3.3. Bisqueda de interactores de TcPPl1r

Ya que los motivos LRR constituyen dominios de interaccién proteina-proteina, para aproximarnos
més a conocer la funcién que cumple PP1r en el parasito, y en particular conocer si esta proteina in-
teracciona con PP1 (tal como ha sido descrito en otros organismos), llevamos a cabo un ensayo de
inmunoprecipitacién para identificar las proteinas que interactian con TcPP1r, de forma que la identi-
ficacién de las mismas nos permita aproximarnos mas a la posible funcién y a la localizacién subcelular
de esta proteina.

Brevemente, para la realizacién de este ensayo, epimastigotas de las lineas pDIY-eGFP y pDIY-
TcPPI1r fueron tratados con buffer de lisis conteniendo 0,5% o 1% de NP40 y centrifugados para la
obtencién de extractos proteicos citosdlicos. La carga relativamente baja de detergente y de iones de este
buffer permite que se mantengan muchas de las interacciones no covalentes entre proteinas, incluyendo
aquellas entre la proteina sobreexpresante TcPP1r y sus interactores.

Una vez realizada la extraccion de proteinas citosélicas, se procedio a la Inmunoprecipitacion, donde
los extractos interactuaron con beads magnéticos conjugados a anticuerpos anti-HA. Durante este tiempo
se espera que el tag HA fusionado a la proteina TcPP1r sobreexpresante (asociada a sus interactores) se
una a su anticuerpo (conjugado a lo beads magnéticos). Dicha unién (HA-anticuerpo-bead) permite que
se pueda capturar y purificar del extracto citosolico a la proteina TcPP1r y sus posibles interactores.

Los productos de Inmunoprecipitacién de pDIY-eGFP y pDIY-TcPP1r fueron evaluados por Wes-
tern blot, utilizando el anticuerpo que detecta HA, permitiéndonos identificar la proteina de fusién en el
material de inmunoprecipitacién.

La Figura 25 muestra el resultado obtenido del Western blot realizado para identificar la eficiencia
de la inmunoprecipitacién:
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Figura 25 — Evaluacién de eficiencia de Inmunoprecipitacién por Western blot. Los carriles impares contienen las
muestras Flow through (FT), mientras que los carriles pares contienen las muestras de las inmunoprecipitaciones. El
primer par de carriles comprende el tratamiento con NP40 0,5 %, mientras que el segundo par es correspondiente al
tratamiento con NP40 1 %. La inmunodeteccién fue realizada con el anticuerpo anti-HA (dilucién 1:900).

Una vez evaluada la Inmunoprecipitacién, se seleccionaron los extractos correspondientes al trata-
miento con buffer de lisis IP con 1% de NP40, dado que como se muestra en la Figura 25, no se logré
extraer la proteina de interés. Para ambas lineas se prosiguié con la evaluaciéon del patréon de bandas
mediante tincién con Coomassie. Mediante la realizacién de otro gel, los extractos fueron separados por
electroforesis, llevando a cabo una corrida corta, de forma que los productos de inmunoprecipitacién se
separen menos de 3 cm. Posteriormente, cada carril fue cortado en tres porciones, generando tres bandas
por muestra (con dos réplicas por linea).

La Figura 26 muestra el gel tenido con Coomassie, donde las flechas indican las bandas diferenciales
de pDIY-TcPP1r con respecto a pDIY-eGFP.
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Figura 26 — Extractos de inmunoprecipitacion de pDIY-eGFP y pDIY-TcPP1r tenidos con Coomassie Blue G-250.
Las muestras evaluadas corresponden a las inmunoprecipitaciones de extractos obtenidos mediante el tratamiento con
NP40 1%. Las flechas indican bandas diferenciales que se encuentran en la linea sobreexpresante y no en la linea
control.

Posteriormente, cada porcion de gel fue digerida con Tripsina, obteniéndose péptidos de las proteinas
que fueron inmunoprecipitadas. Dichos péptidos fueron extraidos del gel y analizados con el Espectréme-
tro de masa LTQ Velos + ETD, en la Unidad de Bioquimica y Protedmica Analiticas (UByPA) del
Instituto Pasteur de Montevideo, con el asesoramiento técnico de Rosario Duran y Madelén Portela.

Los resultados obtenidos de este procedimiento fueron analizados con el programa PatternLab for
Proteomics [102], que analiza datos de proteémica obtenidos por métodos tipo ”Shotgun”, que permiten
analizar proteinas de forma indirecta, a través de la obtencién de datos de los péptidos generados por
la protedlisis con Tripsina de dichas proteinas. Estos péptidos permiten, a la vez, una identificacién y
cuantificacién de las proteinas presentes en una muestra determinada. La identificacién se logra compa-
rando los datos de masa sobre carga (m/z) generados experimentalmente con espectros tedricos presentes
en bases de datos que se usan como referencia, mientras que la cuantificacién es brindada mediante la
aplicacién de algoritmos como el “Peptide Spectrum Matching” (PSM), y filtros estadisticos, generando
andlisis de muestras estadisticamente significativos [102].

En nuestro caso, para realizar las bisquedas generamos una base de datos de las cepas CL Brener
Esmeraldo y Non Esmeraldo-like de Trypanosoma cruzi, ademas de agregar manualmente la proteina
GFP (que se espera esté presente).

La Tabla 10 muestra los datos obtenidos de analizar dos réplicas biolégicas para cada linea. La tabla

contiene aquellas proteinas que se encontraron en ambas réplicas de pDIY-TcPP1r, pero no estaban
presentes en ninguna réplica del control.
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Protein ID Descripcion Caracteristicas a destacar

Tc00.1047053506201.30  Serine/threonine-protein phosphatase ~ Subunidad beta de PP1 [104]
Tc00.1047053508815.110 Serine/threonine-protein phosphatase  Subunidad catalitica de PP1 [104]
Tc00.1047053510629.420 Protein phosphatase 1, regulatory Alelo de PP1r en CL Brener Non Esmeraldo-like
subunit
Tc00.1047053507867.60 Protein phosphatase 1, regulatory TcPPlr
subunit
Tc00.1047053506203.20 Dynein light chain, putative

Tabla 10 — Posibles interactores de TcPP1r. Los resultados que se observan en la Tabla son producto del anélisis de la
Co-Inmunoprecipitacién de pDIY-eGFP y pDIy-TcPP1r (con dos réplicas biolégicas por ensayo). Las proteinas que se
encuentran en la Tabla son proteinas que fueron identificadas en ambas réplicas sobreexpresantes, y no se encontraron
en ninguna réplica control. Los datos asociados a las proteinas se obtuvieron de la base de datos http://tritrypdb.org
(82].

Inicialmente, la identificacién de TcPP1r, demuestra que la Inmunoprecipitacién fue exitosa.

De las 5 proteinas identificadas; dos de ellas corresponden a proteinas PP1 de Trypanosoma cruzi;
una de ellas es PP15 [104] y la otra corresponde a la subunidad catalitica de PP1. La presencia de estas
proteinas sugiere que estas subunidades de TcPP1 interaccionan con TcPPlr y, por lo tanto TcPPlr
participaria en la formacién de la holoenzima PPP1, actuando como una unidad reguladora o PPP1R
[112].

Por otro lado, se ha demostrado que la proteina PP18 es particularmente abundante en células es-
permaticas, tanto en el soma como en el flagelo, en células como las neuronas esta generalmente asociada
a microtibulos, y durante la interfase suele presentar localizacién citoplasméatica y nucleolar [112]. Estos
datos refuerzan lo analizado anteriormente en los estudios de localizacién celular y en los ensayos de
infeccion; esta proteina se localiza en el citoplasma y el flagelo, y podria participar en la modulacién
de actividades citosélicas de TcPP1 como la reorganizacion del citoesqueleto o la traduccién de proteinas.

La ultima proteina identificada es TcCLB.506203.20, una proteina que estd descrita como una cadena
liviana de dinefna. La presencia de esta proteina en el interactoma de TcPP1r reafirma la hipétesis de
una posible modulacién de la dindmica del citoesqueleto, mediada por la interaccién TcPP1/TcPPlr,
bajo forma de PPP1 [112].

Determinacion de viabilidad con Calyculina A

De nuestros resultados de co-inmunoprecipitacién surge que PP1r podria, a través de la interaccién con
PP1, regular la actividad de ésta ltima. Ya que se conoce que Calyculina A es un inhibidor especifico
de PP1 en varios organismos, incluido T. cruzi, se decidié realizar un ensayo que probara si la linea
sobreexpresante de TcPP1r presenta una diferencia con respecto a la linea control (pDIY-eGFP) en la
respuesta a Calyculina A. De existir tal diferencia, la misma puede ser un indicador de la accién de
TcPP1r sobre TcPP1.

En T. cruzi, el uso de Calyculina A demostré que TcPP1 es importante para los procesos de divisién
celular y mantenimiento de la forma celular; en cultivos de epimastigotas, en presencia de este farmaco en
concentraciones cercanas a su IC_50 (10 nM), los pardsitos detienen su replicacién, y se generan cambios
en su morfologia [104].

Con estos antecedentes, se decidié realizar este ensayo (ver Método 5.8.2) para identificar si los so-
breexpresantes de TcPP1r presentan una respuesta diferente ante el efecto de este fairmaco inhibidor de
TcPP1.

Brevemente, epimastigotas transfectantes de las lineas pDIY-eGFP y pDIY-TcPP1r fueron expuestos
a concentraciones de Calyculina A en el rango de 1-15 nM durante 72 h. Pasado ese tiempo, la actividad
de los parésitos fue medida mediante el ensayo de viabilidad con Resazurina (ensayo colorimétrico cuan-
titativo que usa la oxidacién/reduccién de la Resazurina como indicador de la citotoxicidad de diversos
compuestos), determinando la supervivencia de ambas lineas a las concentraciones de Calyculina A a la
que fueron expuestos.
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Los resultados obtenidos de dicho ensayo, se observan en la Grafica 27
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Figura 27 — Ensayo de supervivencia a Calyculina A de epimastigotas sobreexpresantes de TcPP1r. Se grafica el
porcentaje de crecimiento (con respecto a la linea crecida en ausencia de fdrmaco) con respecto al logaritmo de la
concentracién nanomolar de Calyculina A. Marcados con asteriscos se encuentran aquellos datos estadisticamente
significativos (p-Valuej0,05

Estos resultados muestran una pequena diferencia entre la supervivencia de pDIY-TcPP1r con respec-
to a pDIY-eGFP, donde los pardsitos sobreexpresantes parecen ser mas susceptibles a este farmaco. Estos
resultados sugieren que TcPP1r actia inhibiendo a TcPP1, disminuyendo asi la capacidad replicativa de
epimastigotas ante la presencia de un inhibidor de TcPP1.

6.3.4. Ensayos funcionales de TcPP1r

Dados los resultados obtenidos en los ensayos anteriormente analizados, que sugieren fuertemente la
existencia de interaccién entre TcPP1r y TcPP1, y que la misma seria de tipo reguladora, se realizaron
una serie de ensayos funcionales, para determinar si existen diferencias producidas por la sobreexpresion
de esta proteina sobre ciertos procesos que ocurren a lo largo del ciclo de Trypanosoma cruzi, en los
cuales podria participar este complejo (bajo la forma de holoenzima PPP1). Dentro de estos procesos a
estudiar se encuentran la tasa de crecimiento de epimastigotas, la capacidad replicativa en amastigotas,
la capacidad de invasién y la capacidad infectiva.

Curvas de crecimiento de epimastigotas sobreexpresantes de TcPP1r

Ya que se ha descrito en otros organismos que estas proteinas reguladoras de la actividad fosfatasa
estan implicadas en procesos relacionados con el ciclo celular, se realizaron curvas de crecimiento de epi-
mastigotas de Trypanosoma cruzi, con la finalidad de identificar si la sobreexpresién de TcPP1r afecta
de alguna manera la capacidad replicativa de parasitos en este estadio.

Para ello, brevemente, se partiéo de cultivos de parésitos epimastigotas con una concentraciéon de
1 x 108 parasitos/mL y se conté en cdmara de Neubauer cada 24 horas horas durante 13 dias.

Las lineas interrogadas en este ensayo fueron las siguientes:
= Dm28c Wild Type

s pDIY-eGFP
= pDIY-TcPPI1r
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La Figura 28 muestra los resultados obtenidos.
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Figura 28 — Curvas de crecimiento de epimastigotas sobreexpresantesde TcPP1r. Como controles se observan las
curvas de epimastigotas Dm28c Wild Type y la de pDIY-eGFP.

Estos resultados demuestran que todas las lineas estudiadas presentan una curva de crecimiento simi-
lar. No se encuentran diferencias significativas en las curvas de crecimiento del transfectante sobreexpre-
sante con respecto a su control, ni con respecto a Dm28c Wild Type, lo que indica que la sobreexpresion
de TcPP1r no afectaria el proceso de replicacién, al menos en el estadio epimastigota.

Estos datos son consistentes con los obtenidos en la localizacién celular de la proteina sobreexpresante,
la cual no fue encontrada en el nicleo, donde ocurren la mayor parte de los procesos reguladores del ciclo
celular.

Ensayos de infeccién

Con el objetivo de identificar la influencia de la proteina TcPP1r en procesos como la capacidad de
invasién, de replicacion en el estadio amastigota y la capacidad infectiva de los parasitos, se realizaron
ensayos de infeccién (ver Método 5.7.3) para las linea transfectante pDIY-PP1r y su control, pDIY-eGFP.

Brevemente, cultivos de células HelLa fueron incubadas durante 4 horas con tripomastigotas celu-
lares. Una vez transcurrida la interaccion, se removié el medio conteniendo los tripomastigotas que no
invadieron células y se mantuvieron los cultivos durante 72 horas, momento en el cual fueron fijados y
montados para su posterior procesamiento por microscopia de fluorescencia. Para cada linea transfectante
se realizaron tres réplicas biolégicas

Para cada linea se obtuvieron los siguientes datos:

= Numero de células HeLa infectadas
= Numero de amastigotas totales

Los resultados obtenidos se muestran en las graficas de la Figura 29.
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Figura 29 — Ensayos de infecciéon de sobreexpresantes TcPP1r. Los datos graficados corresponden al anélisis por
microscopia de fluorescencia de un aproximado de 300 células por réplica para cada linea, donde se analizan los
pardmetros %infeccion (a), ndmero de amastigotas/célula (b) e indice de infeccion (c)

Al comparar los datos obtenidos para pDIY-TcPPlr, con respecto a su control, se obtuvieron los
siguientes resultados:

Porcentaje de células infectadas: (p-value: 0,43)
s 28 % de células infectadas con pDIY-eGFP.
s 23% de células infectadas con pDIY-TcPP1r.

Numero de amastigotas por célula: (p-value: 0,65)
s 85 amastigotas pDIY-eGFP por célula infectada.
= 7.5 amastigotas pDIY-TcPP1r por célula infectada.

Indice de infeccién: (p-value: 0,64)
s pDIY-eGFP tiene un indice de infeccién de 0,49.
s pDIY-TcPPI1r tiene un indice de infeccién de 0,43.

Si bien estos datos no son estadisticamente significativos, se observé para todos los pardmetros ana-
lizados, que la linea sobreexpresante de TcPP1r mostré tener una capacidad infectiva levemente menor
que la linea control. Estos datos sugieren que la sobreexpresion de TcPP1r podria influir levemente en
la capacidad infectiva de los parésitos, ya sea inhibiendo la capacidad de sobrevida y/o replicativa de
los parasitos en el estadio amastigota o inhibiendo la capacidad infectiva en el estadio tripomastigotas.
Una posibilidad de dicho efecto puede ser que aquellos procesos en los que participe TcPP1 incidan
indirectamente en el ciclo celular o el proceso infectivo, por lo que su sobreexpresiéon no genere cambios
significativos en dichos procesos.
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6.4. Proteina TcCMF46: Component of Motile Flagella 46 (TcCLB.506945.280)

La proteina con ID TcCLB.506945.280, es uno de los pocos casos de cambio de notaciéon desde el
comienzo del proyecto, ya que la misma estaba anotada como “Hypothetical protein”, para cambiar luego
a “Component of Motile Flagella 46”. Esta proteina, de ahora en mas llamada TcCMF46 (Component
of Motile Flagella 46 de T. cruzi), serfa por lo tanto una proteina asociada al flagelo. Sin embargo, no ha
sido estudiada experimentalmente en T. cruzi hasta la fecha, por lo que su anotacién se debe al estudio
de su ortdloga en T. brucei, donde ha sido caracterizada su localizacién y parcialmente su funcién.

6.4.1. Analisis in silico de la estructura de TcCMF46

Como su nombre lo indica, TcCMF46 (Component of Motile Flagella 46) es una proteina que per-
teneceria al flagelo, estructura que participa activamente en procesos como la motilidad del parasito, la
nutricién y la citocinesis (ver 1.2.6). Sin embargo, como ya se mencioné anteriormente, dicha notacién no
corresponde a estudios experimentales realizados en esta proteina, sino que deriva de estudios realizados
en la proteina homdéloga en T. brucei; ThCMF46.

Cuando en la base de datos tritrypdb.org [82] se busca informacién acerca de TcCMF46 (http://
tritrypdb.org/tritrypdb/app/record/gene/TcCLB.506945.280#InterPro) [82] y ThCMF46 (http:
//tritrypdb.org/tritrypdb/app/record/gene/Th927.6.5030#InterPro) [82], se identifica otra pro-
teina con la que presentan cierta identidad de secuencia; DRC3 del alga verde unicelular Chlamydomonas
reinhardtii. Esta alga presenta dos flagelos, y es un organismo de referencia para el estudio de esta es-
tructura dada la existencia de mutantes establecidos para diferentes secuencias asociadas al flagelo [32]
y el hecho de que el nicleo estructural (la estructura 942) de cilias y flagelos se encuentra conservado
desde protistas hasta mamiferos [31].

Con estos antecedentes, se realizé una comparacién a nivel de secuencia de las proteinas TcCMF46,
TbCMF46 y DRC3 de C. reinhardtii (GenBank accession number EDP03601) [98], que se muestran en
la Figura 30, utilizando el predictor http://lrrsearch.com [87], con el fin de identificar la localizacién
de los repetidos LRR en cada una.
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DRC3 (Chlamydomonas reinhardtii: 524 residuos)
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TbCMF46 (Trypanosoma brucei: 552 residuos)
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TcCLB.506945.280 (Trypanosoma cruzi: 553 residuos)
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Figura 30 — Comparacién de estructura secundaria de las proteinas DRC3 de C. reinhardtii, TbCMF46 y TcCMF46.
(a) Secuencia de la proteina DRC3 y prediccién de su estructura secundaria. (b) Secuencia de las proteina ThCMF46
y prediccién de su estructura secundaria. (c) Secuencia de las proteina TcCMF46 y prediccién de su estructura
secundaria. Referencias: Marcadas en amarillo se encuentran las regiones HCS de los repetidos LRR predichos para
cada una de las proteinas en Irrsearch.com [87] y segun el predictor de estructura secundaria APSSP2 [106], mientras
que en gris estan marcados aquellos repetido predichos solamente por APSSP2 y en verde aquellos predichos sélo por
Irrsearch.com. En la prediccién de estructura secundaria, H: Hélice «, C: coiled coil, E: hebra £.

En cuanto al tamano, las tres son similares, teniendo TcCMF46 553 residuos, ThbCMF46 552 residuos,
mientras que DRC3 presenta 524 residuos.
A nivel de alineamiento, TcCMF46 y TbCMF46 comparten un 70 % de su secuencia, mientras que
TcCMF46 y DRC3, comparten un 26 % de su secuencia (datos no mostrados). Sin embargo, a nivel de
estructura secundaria, es evidente la relacién entre estas proteinas. Mientras que DRC3 presenta 6 repe-
tidos LRR descritos, TbCMF46 presenta 7 repetidos y TcCMF46 presenta 8. El primer posible repetido
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de DRC no parece estar en las demds proteinas, pero todas comparten la localizacion de los repetidos
2-5 (tomando como referencia a DCR3). Todos los repetidos presentes en ThCMF46 se encuentran en
TcCMF46 (ver Figura 30), y TcCMF46 presenta uno més. Esto demuestra que, si bien esta proteina
no se encuentra altamente conservada a nivel de secuencia en estos tres organismos (aunque la relacién
evolutiva entre T. brucei y T. cruzi queda de manifiesto por el alto grado de identidad), si lo hace a
nivel de estructura secundaria, lo que le brinda en tltima instancia su funcién.

Tomando este andlisis en consideracion, decidimos buscar informacion acerca de la funcién y locali-
zacion subcelular que DRC3 presenta en C. reinhardtii, con el fin de tener un primer acercamiento hacia
la posible funcién y localizaciéon de TcCMF46.

DRC3 es una proteina que pertenece al complejo N-DRC o “Nexin-Dynein Regulatory Complex” [32],
antes llamado DRC [113]. Este es un complejo macromolecular formado por al menos 12 proteinas [32].
Como se mencioné en la Seccién 1.2.6, los N-DRC estan conectados con los brazos externos de dineinas
(“outer dynein arms” u ODAs) a través de conectores de brazos externos de dineinas y regula tanto
los ODAs como los brazos internos de dinefnas (“Inner Dynein Arms” o IDAs). Dichos complejos son
importantes nexos en el axonema, dado que conecta cada doblete de microtibulos (“Doublet MicroTu-
bule” o DMT) con sus DMTSs vecinos, a través de uniones con nexina [32], [34]. Es esta conexién entre
N-DRC, IDAs, ODAs y el “Radial Spoke” (RS) la que produce el doblamiento del flagelo, y con él, su
desplazamiento.

La Figura 8 [32] en la Seccién 1.2.6, muestra la estructura de N-DRC en el axonema en un corte
transversal, indicando la posicién de DRC3 en verde.

Estos datos, junto con el andlisis comparativo entre TcCMF465, ThbCMF46 y DRC3 sugieren que
TcCMF46 serfa una proteina asociada al flagelo, particularmente al axonema, y que participaria en la
regulacién de su motilidad.

6.4.2. Generacion del anticuerpo policlonal anti-TcCMF46

Dado que la proteina TcCMF46 es una de las seleccionadas para realizar estudios funcionales y de
localizacion subcelular, se decidié generar un anticuerpo policlonal de la misma en conejo. Para ello, se
analizé la secuencia de la proteina en busca de un péptido que tuviera cualidades antigénicas y poco
grado de identidad con proteinas de mamiferos. Una vez elegido el péptido, el laboratorio Genescript
generd y purifico el anticuerpo.
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Western Blot anti-TcCMF46

Figura 31 — Determinacién de especificidad del anticuerpo policlonal anti-TcCMF46 por Western blot. Dilucién final
de uso para Western blot 1:5800. Extractos totales de epimastigotas Dm28c Wild Type (WT), pDIY-eGFP (VV:
Vector Vacio) pDIY-TcCMF46, pTREXn VV (Vector Vacio) y pTREXn-TcCMF46HA. En todos los casos se sembré
la cantidad de protefna correspondiente a 10 x 106 parasitos. La banda que se observa en los carriles 3 y 5 corresponden
a la proteina TcCMF46 sobreexpresante.

Luego de una puesta a punto, se eligié la dilucién 1:5800 para inmunodeteccién de la proteina sobre-
expresante mediante ensayos de Western blot. Sin embargo, la proteina endégena no pudo ser detectada
por Western blot, aunque aumentaramos la cantidad de antigeno por muestra.

La Figura 31 muestra un Western blot 1:5800 del anticuerpo policlonal sobre extractos totales de
preteinas, donde se detecta la proteina sobreexpresante en pDIY-TcCMF46 y pTREXn-TcCMF46HA,
ya que las bandas corren a la altura esperada (70,6 kDa y 67,6 kDa, respectivamente), y con la diferencia
de tamano ya comentada anteriormente entre estas proteinas sobreexpresantes. Se observa ademas que
no hay deteccién de TcCMF46 en Dm28c Wild Type (carril 1), en pDIY-eGFP (carril 2), ni pTREXn
(carril 4), donde la marca corresponderia inicamente a la expresién de la proteina endégena.

6.4.3. Determinacién de sobreexpresion y localizacién subcelular de TcCMF46 mediante
IFI

Con la finalidad de identificar la localizacién subcelular de la proteina TcCMF46 en diversas etapas
del ciclo de Trypanosoma cruzi, se realizaron diversos ensayos de Inmunofluorescencia Indirecta, con el
anticuerpo policlonal anti-TcCMF46, el cual permitié la identificacién de la localizacién subcelular de
la proteina endégena en pardsitos no sobreexpresantes (Dm28c Wild Type, pDIY-eGFP y pTREXn),
ademds de la localizacién de la proteina sobreexpresante. Esto permite a su vez, identificar si para el
caso de los sobreexpresantes, dicha sobreexpresién de la proteina la deriva hacia otras regiones celulares.

Utilizando los antecedentes de su notacién, para identificar si la proteina presenta una disposicion
asociada al citoesqueleto, se decidié realizar los ensayos de Inmunofuorescencia Indirecta interrogando a
la vez la localizacién de la proteina TcCMF46 y de a-Tubulina, uno de los principales componentes del
citoesqueleto, al ser la unidad fundamental de los microtibulos (ver Seccién 1.2.5).

Para la Inmunofluorescencia Indirecta, se utilizé la dilucién 1:870 del anticuerpo policlonal anti-
TcCMF46 para la imnunodeteccién de la proteina TcCMF46, y las imagenes fueron obtenidas con un
ajuste fijo de pardmetros para que fueran comparables entre las diferentes lineas.

Los controles realizados para determinar la especificidad de los anticuerpos utilizados se encuentran
en la Seccién Anexos (Figuras 50 y 52).
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Determinacion de localizaciéon subcelular de TcCMF46 en epimastigotas

Nuevamente, siguiendo los pasos del método 5.6.2, se realizd la Inmunofluorescencia con el anticuerpo
policlonal de conejo anti-TcCMF46 en epimastigotas de las siguientes lineas:

Dm28c Wild Type (ver Figura 32)

» pTREXn (ver Figura 33)
pDIY-TcCMF46 (ver Figura 34)

» pTREXn-TcCMF46HA (ver Figura 35)

Se analiz6 primero la localizacién de la proteina enddgena en las lineas Dm28c Wild Type y pTREXn.
Para todos los casos se usé como referencia la imagen (a) de la Figura 5 [25], que muestra una representa-
cién 2D y 3D de la estructura del estadio epimastigota, para identificar la posible localizacion subcelular
de la proteina.
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Figura 32 — Deteccién de TcCMF46 en epimastigotas Wild Type Dm28c¢. (a) y (c): El canal rojo muestra la inmu-
nodeteccién de la proteina TcCMF46, el canal verde muestra la inmunodeteccién de a-Tubulina, el canal UV muestra
al nicleo y kinetoplasto (AN: Acidos Nucleicos) por tincién con DAPI y el ultimo canal muestra la superposicién de
los tres anteriores (Merge). (b) y (d): Corresponden a las imdgenes (a) y (c), respectivamente, pero sin el canal verde,
con el fin de identificar la relacién de localizacién entre el kinetoplasto y la proteina TcCMF46.
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Figura 33 — Deteccién de TcCMF46 en epimastigotas transfectantes pTREXn. (a) y (c): El canal rojo muestra la
inmunodetecciéon de la proteina TcCMF46, el canal verde muestra la inmunodeteccién de a-Tubulina, el canal de
UV muestra al nicleo y kinetoplasto (AN: Acidos Nucleicos) por tincién con DAPI y el dltimo canal muestra la
superposicién de los tres anteriores (Merge). (b) y (d): Corresponden a las imégenes (a) y (c), respectivamente, pero
sin el canal verde, con el fin de identificar la relacién de localizacién entre el kinetoplasto y la proteina TcCMFEF46.

Inicialmente se pudo identificar que en IFI se detecta la proteina enddgena, a pesar de no detectarse
en los ensayos de Western blot.

En estas lineas, se observé que la proteina endégena colocaliza mayoritariamente con a-Tubulina. Se
puede determinar ademads, que su concentracién es mayor a los lados de la célula, rodeando el niucleo
y el kinetoplasto (en el caso de los epimastigotas, el kinetoplasto se encuentra en una posicién anterior
con respecto al nucleo [114], [115], lo que se puede observar en la imagen (a) de la Figura 5 [25]). Esta
localizacién se puede apreciar con nitidez en la imagen (c) de la Figura 32.

También en algunos casos se la puede ubicar en la regién que corresponde al bolsillo flagelar, por
delante del kinetoplasto (ver imdgenes (a) y (b) de Figura 32). Es por ello que para cada foto se realizé
una superposicion sin a-Tubulina, que pudiera identificar la relacién espacial entre TcCMF46, el nicleo
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y el kinetoplasto, e identificar que efectivamente estos tres componentes tienen una relacién espacial.
Retomaremos esta idea en andlisis posteriores.

TcCMF46

10pm

(a): pDIY-TcCMF46

: imagen (a) sin canal verde

.

): pDIY-TcCMF46

TcCMF46

TcCMF46

-

): Imagen (c) sin canal verde

Figura 34 — Deteccién de TcCMF46 en epimastigotas transfectantes pDIY-TcCMF46. (a) y (c): El canal rojo muestra
la inmunodeteccién de la proteina TcCMF46, el canal verde muestra la inmunodeteccién de a-Tubulina, el canal de
UV muestra al nicleo y kinetoplasto (AN: Acidos Nucleicos) por tincién con DAPI y el dltimo canal muestra la
superposicién de los tres anteriores (Merge). (b) y (d): Corresponden a las imédgenes (a) y (c), respectivamente, pero
sin el canal verde, con el fin de identificar la relacién de localizacién entre el kinetoplasto y la proteina TcCMF46.
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Figura 35 — Deteccién de TcCMF46 en epimastigotas transfectantes pTREXn-TcCMF46HA. (a) y (c): El canal rojo
muestra la inmunodeteccién de la proteina TcCMF46, el canal verde muestra la inmunodetecciéon de a-Tubulina, el
canal de UV muestra al nicleo y kinetoplasto (AN: Acidos Nucleicos) por tincién con DAPI y el dltimo canal muestra
la superposicién de los tres anteriores (Merge). (b) y (d): Corresponden a las imdgenes (a) y (c), respectivamente, pero
sin el canal verde, con el fin de identificar la relaciéon de localizacién entre el kinetoplasto y la proteina TcCMF46.
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En cuanto a pDIY-TcCMF46 (ver Figura 34) y pTREXn-TcCMF46HA (ver Figura 35), claramente
hay un mayor nivel de expresion que en las lineas no sobreexpresantes, Incluso se observa mas intenso el
flagelo en estas lineas, lo que indica que hay mayor cantidad de proteina alli. Por otro lado, el patrén de
localizacion en las lineas sobreexpresantes es practicamente igual al de la proteina endégena; colocaliza-
cién mayoritaria con a-Tubulina, y mayor concentracién a los lados de la célula, rodeando el nticleo y el
kinetoplasto.

La proteina homdloga en Trypanosoma brucei (TbCMF46), presenta una funcién y localizacién que
estdn asociadas especificamente al flagelo del pardsito (de alli su nombre: Component of Motile Flagella
46 [41]). Sin embargo, TcCMF46 no parece tener una localizacién exclusiva en el flagelo, aunque si estd
presente. Esto puede ser resultado de la divergencia evolutiva entre estos organismos; si bien ambas pro-
tefnas tienen un alto grado de homologia (70 %, ver Seccién 6.1.3) y se ubican asociadas al citoesqueleto,
sus funciones y localizacién pueden haber variado (al menos sutilmente) una vez que estos organismos
tomaron caminos evolutivos diferentes.

Determinacién de localizacién subcelular de TcCMF46 en tripomastigotas

Las imagenes de tripomastigotas celulares de las lineas pTREXn y pTREXn-TcCMF46HA fueron ob-
tenidas realizando ensayos de interaccién con células HeLa. Brevemente, cultivos de células HeLa fueron
infectados con tripomastigotas celulares, manteniendo una relacién parasito:célula de 5:1, permitiendo la
interaccion durante 30 minutos. Una vez finalizada la interaccién, los cultivos fueron fijados y se procedio
a realizar ensayos de Inmunofluorescencia Indirecta, interrogando las proteinas TcCMF46 y a-Tubulina.
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Figura 36 — IFI de interaccién de células HeLa y tripomastigotas celulares pTREXn y pTREXn-TcCMF46HA. (a)
y (¢): El canal rojo muestra la inmunodeteccién de la proteina TcCMF46, el canal verde muestra la inmunodetecciéon
de a-Tubulina, el canal de UV muestra al nicleo y kinetoplasto (AN: Acidos Nucleicos) por tincién con DAPI y el
dltimo canal muestra la superposicién de los tres anteriores (Merge). (b) y (d): Corresponden a las imégenes (a) y
(c), respectivamente, pero sin el canal verde, con el fin de identificar la relacién de localizacién entre el kinetoplasto
y la proteina TcCMF46.

Al igual que en epimastigotas, la proteina endégena en tripomastigotas colocaliza en gran parte con
a-Tubulina. Sin embargo, no es clara la relacion espacial que se logra observar en epimastigotas entre la
proteina y el kinetoplasto (el cual, en el caso de los tripomastigotas, se sitia posterior al nicleo [114],
[115], ver la imagen (b) de la Figura 5 [25]). Para el caso de la linea sobreexpresante, la localizacién de la
proteina parece se mas homogénea en toda la célula (ver imégenes (c) y (d) de Figura 36), lo cual puede
ser un efecto de la propia sobreexpresion.
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Determinacion de localizacion subcelular de TcCMF46 en amastigotas

En este andlisis se tomd como referencia de la estructura y localizacién de organelos en amastigotas, la
imagen (c) de la Figura 5 [25]. En este estadio, al igual que en epimastigotas, el kinetoplasto se encuentra
en posicién anterior con respecto al nicleo [114], [115].

Para identificar la localizacién de la proteina TcCMF46 en amastigotas de las lineas pTREXn y
PTREXn-TcCMF46HA, se realizaron ensayos de Inmunofluorescencia Indirecta en las siguientes situa-
ciones:

» Invasién de células HeLa (4 horas horas post-interaccién): Figura 37

» Infeccién de células HeLa (72 horas post-invasion): Figura 38

» Infeccién de células HeLa (96 horas post-invasion): Figura 39

En todos los casos, cultivos de células HeLa fueron infectados con tripomastigotas celulares, man-
teniendo una relacién parasito:célula de 5:1, permitiendo la interaccién durante 4 h. En el ensayo de
invasién, los parasitos fueron removidos y los cultivos fijados inmediatamente, procediéndose al ensayo
de IFI, mientras que en los ensayos de infeccion, los cultivos fueron mantenidos durante 72 o 96 h, para
luego ser fijados y procederse al ensayo de Inmunofluorescencia Indirecta. En todos los casos se realizé
la inmunodeteccion interrogando las proteinas TcCMF46 y a-Tubulina.
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Figura 37 — IFI de invasién de células HeLa con amastigotas intracelulares pTREXn y pTREXn-TcCMF46HA. (a)
y (¢): El canal rojo muestra la inmunodeteccién de la proteina TcCMF46, el canal verde muestra la inmunodetecciéon
de a-Tubulina, el canal de UV muestra al nicleo y kinetoplasto (AN: Acidos Nucleicos) por tincién con DAPI y el
dltimo canal muestra la superposicién de los tres anteriores (Merge). (b) y (d): Corresponden a las imégenes (a) y
(c), respectivamente, pero sin el canal verde, con el fin de identificar la relacién de localizacién entre el kinetoplasto
y la proteina TcCMF46.
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Figura 38 — IFI 72 horas pos-invasién de células HeLa con amastigotas intracelulares pTREXn y pTREXn-
TcCMF46HA. (a) y (c): El canal rojo muestra la inmunodeteccién de la proteina TcCMF46, el canal verde muestra la
inmunodeteccién de a-Tubulina, el canal de UV muestra al nicleo y kinetoplasto (AN: Acidos Nucleicos) por tincién
con DAPI y el tltimo canal muestra la superposicién de los tres anteriores (Merge). (b) y (d): Corresponden a las
iméagenes (a) y (c), respectivamente, pero sin el canal verde, con el fin de identificar la relacién de localizacién entre
el kinetoplasto y la proteina TcCMF46.
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Figura 39 — IFI 96 horas pos-invasién de células HeLa con amastigotas intracelulares pTREXn y pTREXn-
TcCMF46HA. (a) y (c). Las imégenes (a) y (b) corresponden a la linea pTREXn, mientras que la imagen (c) corres-
ponde a pTREXn-TcCMF46HA. En (a) y (c), el canal rojo muestra la inmunodeteccién de la proteina TcCMF46,
el canal verde muestra la inmunodeteccién de a-Tubulina, el canal de UV muestra al nicleo y kinetoplasto (AN:
Acidos Nucleicos) por tincién con DAPI y el tltimo canal muestra la superposicién de los tres anteriores (Merge).
(b): Corresponde a las imagen (a) pero sin el canal verde, con el fin de identificar la relacién de localizacién entre el
kinetoplasto y la proteina TcCMF46.

Para el caso de los amastigotas en los ensayos de invasién, al igual que sucede con los tripomastigotas,
sélo se logra determinar la colocalizacion casi completa con a-Tubulina, pero no se ve una clara relaciéon
espacial con el nicleo o el kinetoplasto (esto ocurre tanto con la linea pTREXn, como con pTREXn-
TcCMF46HA).

Sin embargo, si analizamos las imédgenes a las 72 y 96 horas post-infeccién, al igual que en epi-
mastigotas, en amastigotas intracelulares se puede ver una disposicién mas concentrada en la region
correspondiente al bolsillo flagelar (ver imédgenes (a) y (b) de Figura 38), pero a diferencia de lo obser-
vado en los estadios anteriores, no hay una clara colocalizacién con a-Tubulina, e incluso parece tener
cierta disposicién citosélica y granular. Esto ocurre en ambas lineas, por lo que no se debe a un efecto
de la sobreexpresion de la proteina sobreexpresante o de la fusion a tags.

6.4.4. Determinacion de localizacion subcelular de TcCMF46 por Western Blot

Con los antecedentes obtenidos mediante IFI, que mostraron una colocalizacién con a-Tubulina, y con
ello, su asociacién al citoesqueleto, llevamos a cabo el método de extraccién de proteinas de citoesqueleto
para la linea sobreexpresante (pTREXn-TcCMF46HA) y su control (pTREXn), detallado en 5.5.2.

La Figura 40 muestra los Western blot con el anticuerpo anti-HA, realizados sobre los extractos de
citoesqueleto de pTREXn-TcCMF46HA y pTREXn a diferentes concentraciones de Tritén X-100.
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Como control de presencia de proteinas en el extracto citosélico, se realizé la inmunodeteccion de la
proteina Superdxido dismutasa B o SODB, utilizando un anticuerpo especifico generado previamente en
el laboratorio, que se aprecia en los Western blot inferiores de ambas imagenes. Esta es una conocida
metaloenzima citosélica ubicua en organismos aerdbios, que participa en la detoxificacién de radicales
superoxido, catalizando su conversién a oxigeno y peréxido de hidrégeno [116].
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Figura 40 — Determinacién de localizacién subcelular de TcCMF46 por Western blot. Inmunodeteccién con anti-HA
(imégenes superiores, dilucién 1:900) y anti-SodB (imdgenes inferiores, dilucién 1:3000) de transfectantes pTREXn
(a) y pTREXn-TcCMF46HA (b) de extractos de citoesqueleto (CE) y extractos citosélicos (CS) a diferentes concetra-
ciones de Tritén X-100. Como control se siembra extractos de pardsitos sin tratamiento con Tritén X-100 (extractos
totales: ET). En ambos casos se sembré la cantidad de protefna correspondiente a 10 x 108 pardsitos para los extractos
totales y de citoesqueleto, mientras que se sembré un aproximado de 50 x 108 pardsitos para los extractos citosélicos.

En la imagen (b) de la Figura 40 se puede identificar que la proteina TcCMF46HA se encuentra tanto
en la muestra de extractos totales de proteinas (ET), como en las fracciones de citoesqueleto (CE) de
todas las muestras tratadas con Tritén X-100, sin importar la concentracién de dicho detergente usada
para la extraccién de citoesqueleto. Por otro lado, no se la encuentra en las fracciones citosdlicas (CS)
correspondientes.

La presencia de SODB se puede identificar mayoritariamente en la fraccién citosdlica y en menor
medida en la fraccién de citoesqueleto. Esto prueba que la falta de deteccion de TcCMF46HA en esta
fraccién se debe a que se encuentra asociada al citoesqueleto, y no en el citosol. Otra cosa a destacar de
estos resultados, especialmente observando los extractos correspondientes a pTREXn (imagen (a) de la
Figura 40) es que, si bien SODB se encuentra en todos los extractos (citosdlicos y de citoesqueleto) a
medida que aumenta la concentracion de Tritén X-100, disminuye la cantidad de SODB en los extractos
de citoesqueleto y aumenta en los de citosol. Esto demuestra que, a mayores concentraciones de este
detergente, mejor es la separacion de proteinas del citoesqueleto y del citosol, y por ende, mayores deben
ser las fuerzas de interaccion en las proteinas que se mantienen unidas al citoesqueleto.

Los resultados obtenidos mediante este ensayo confirmaron lo observado en la Inmunofluorescencia
indirecta; TcCMF46 es una proteina asociada al citoesqueleto del parésito.

6.4.5. Determinacién de localizacion subcelular de TcCMF46 en “ghosts” o fantasmas de
epimastigotas mediante IFI

Ya en la Seccién 6.4.4, se determind que la proteina sobreexpresante TcCMF46HA se encuentra
asociada al citoesqueleto en epimastigotas, y se corroboré en la Seccién 6.4.3 que dicha localizacién la
presenta la proteina endégena, y se mantiene en los estadios amastigota y tripomastigota celular.

Para lograr una mejor caracterizacion de la asociacién de CMF46 con el citoesqueleto decidimos
realizar estudios de Inmunofluorescencia Indirecta que permitieran identificar la localizacién subcelular
de la proteina en ausencia de material citosdlico, quedando solamente el material asociado al citoesqueleto.
En este procedimiento (modificado del protocolo de Robinson [30]), los pardsitos en estadio epimastigota
son tratados con concentraciones de 0,005% (Figura 41), 0,2% (Figura 42) o 0,5% (Figura 43) de
Tritén X-100 en buffer MME, obteniéndose lo que Bordier denominé en 1982 como “Plasma membrane
cytoskeleton complex” o “Ghosts” [117] (ver Método 5.5.2). Posteriormente, siguiendo los pasos del
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método 5.6.2, se realizé la Inmunofluorescencia con el anticuerpo policlonal de conejo anti-TcCMF46 y
con el anticuerpo monoclonal de ratén anti-a-Tubulina

.
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(d): Imagen (c) sin canal verde

Figura 41 — Citoesqueleto de epimastigotas pTREXn y pTREXn-TcCMF46HA obtenidos con 0,005 % Triton X-100.
Las imdgenes (a) y (b) corresponden a la linea pTREXn, mientras que las imdgenes (c) y (d) corresponden a pTREXn-
TcCMF46HA. (a) y (c): El canal rojo muestra la inmunodeteccién de la proteina TcCMF46, el canal verde muestra la
inmunodeteccién de a-Tubulina, el canal de UV muestra al nicleo y kinetoplasto (AN: Acidos Nucleicos) por tincién
con DAPI y el dltimo canal muestra la superposicién de los tres anteriores (Merge). (b) y (d): Corresponden a las
iméagenes (a) y (c), respectivamente, pero sin el canal verde, con el fin de identificar la relacién de localizacién entre
el kinetoplasto y la proteina TcCMF46.
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Figura 42 — Citoesqueleto de epimastigotas pTREXn y pTREXn-TcCMF46HA obtenidos con 0,2 % Triton X-100.
Las imdgenes (a) y (b) corresponden a la linea pTREXn, mientras que las imdgenes (c) y (d) corresponden a pTREXn-
TcCMF46HA. (a) y (c): El canal rojo muestra la inmunodeteccién de la proteina TcCMF46, el canal verde muestra la
inmunodeteccién de a-Tubulina, el canal de UV muestra al nicleo y kinetoplasto (AN: Acidos Nucleicos) por tincién
con DAPI y el dltimo canal muestra la superposicién de los tres anteriores (Merge). (b) y (d): Corresponden a las
imagenes (a) y (c), respectivamente, pero sin el canal verde, con el fin de identificar la relacién de localizacién entre
el kinetoplasto y la proteina TcCMF46.
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Figura 43 — Citoesqueleto de epimastigotas pTREXn y pTREXn-TcCMF46HA obtenidos con 0,5 % Triton X-100.
Las imégenes (a) y (b) corresponden a la linea pTREXn, mientras que las imagenes (c) y (d) corresponden a pTREXn-
TcCMF46HA. (a) y (c): El canal rojo muestra la inmunodeteccién de la proteina TcCMF46, el canal verde muestra la
inmunodeteccién de a-Tubulina, el canal de UV muestra al nicleo y kinetoplasto (AN: Acidos Nucleicos) por tincién
con DAPI y el ltimo canal muestra la superposicién de los tres anteriores (Merge). (b) y (d): Corresponden a las
imdgenes (a) y (c), respectivamente, pero sin el canal verde, con el fin de identificar la relacién de localizacién entre
el kinetoplasto y la proteina TcCMF46.

Inicialmente se puede observar cémo, a medida que se aumenta la concentracién de Triton X-100, se
pierde la morfologia celular.

En la concentracién més baja utilizada (0,005 % Triton X-100) los epimastigotas se pueden diferenciar
unos de otros, si bien todos perdieron su forma caracteristica. Esto se debe a la presencia del corset
subpelicular de microtibulos [30], [26], que probablemente mantenga su estructura a esta concentracién
de detergente.
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A medida que se aumenta la concentracion de detergente, las tnicas estructuras que se mantienen
y se pueden identificar son flagelos, nucleos y kinetoplastos. Se puede observar, ademas, que, si bien la
mayoria de las células perdieron la forma, el flagelo se mantiene unido al kinetoplasto, y este al ntcleo,
por lo que en la mayoria de los casos, independientemente de la concentracion de detergente utilizada,
se mantienen los tres componentes unidos.

Analizando ahora la localizacion de la proteina TcCMF46 en las Figuras correspondientes al trata-
miento de la linea pTREXn (que muestran la disposicién de la protefna enddégena), se identifica con
claridad que la misma se encuentra en su mayor concentracién en la region del bolsillo flagelar. Si bien
esto es visible en los diferentes tratamientos con Triton X-100, es mas marcado en las imdgenes (a) y (b)
de las Figuras 42 (linea pTREXun tratada con 0,2% de Tritén X-100) y 43 (linea pTREXn tratada con
0,5% de Tritén X-100).

Ademas de esta localizacién, TcCMF46 parece estar asociada también al flagelo y al corset subpeli-
cular de microtiibulos, colocalizando con a-Tubulina. Esto es especialmente notorio en las imégenes (a)
y (b) de la Figura 41 (linea pTREXn tratada con 0,005 % de Tritén X-100). Sin embargo, su disposicién
parece ser mas granular que la de a-Tubulina.

Para el caso de los ensayos con pTREXn-TcCMF46HA, se observa bédsicamente el mismo patrén de
localizacién que con pTREXn, y con excepcién de las imdgenes (c) y (d) de la Figura 43 (linea pTREXn-
TcCMF46HA tratada con 0,5 % de Tritén X-100), no es claro el mayor nivel de expresién de TcCMF46.
Para este ultimo caso, su sobreexpresion parece haberla derivado hacia el flagelo, dado que se la ve en
mayor abundancia en esta estructura, con respecto a su control.

6.4.6. Ensayos funcionales de TcCMF46

Continuando con la caracterizacion de TcCMF46, se realizé una serie de ensayos funcionales, para
determinar la accién de esta proteina sobre ciertos procesos que ocurren a lo largo del ciclo de Trypa-
nosoma cruzi, como replicacién (en epimastigotas y amastigotas), capacidad de invasién y capacidad
infectiva, entre otros.

Curvas de crecimiento de epimastigotas sobreexpresantes de TcCMF46

Con el objetivo de determinar si la sobreexpresion de TcCMF46 afecta de alguna manera la capacidad
replicativa de parésitos en el estadio epimastigota, realizamos el ensayo de curva de crecimiento de epi-
mastigotas. Para ello, brevemente, se partié de cultivos de pardsitos epimastigotas con una concentracion
de 1 x 105 pardsitos/mL y se cont6 en cdmara de Neubauer cada 24 horas durante 13 dfas.

El ensayo se realizd sobre las siguientes lineas:
= DM28C Wild Type

= pDIY-eGFP

= pDIY-TcCMF46

= pTREXn
s pTREXn-TcCMF46HA

La Figura 44 muestra los resultados obtenidos.
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Figura 44 — Curvas de crecimiento de epimastigotas sobreexpresantes de TcCMF46. Se observan las curvas de
crecimiento de las lineas sobreexpresantes de TcCMF46 en ambos vectores; pDIY-eGFP y pTREXn. Como control
se observa, ademads de las lineas controles de vectores, la curva de epimastigotas Dm28c Wild Type.

Los resultados de este ensayo muestran que no se observaron diferencias significativas en las curvas
de crecimiento de los transfectantes sobreexpresantes con respecto a Dm28c Wild Type, ni con respecto
a las lineas control de vectores, lo que indica que TcCMF46 no estarfa participando en el proceso de
replicacion, al menos en el estadio epimastigota.

Ensayos de infeccién

Una vez analizado el efecto de la sobreexpresion de TcCMF46 en la replicacién del estadio epimastigo-
ta, se prosiguié con ensayos funcionales que permitieran el analisis de la influencia de dicha sobreexpresion
en otros procesos, esta vez en el contexto de la infeccién, como su capacidad infectiva, la capacidad de
invasién del parasito en el estadio tripomastigota celular, asi como de replicacién en el estadio amastigota
intracelular.

Al igual que en los ensayos de infeccién para el estudio de TcPP1r, cultivos de células HeLa fueron
incubados durante 4 horas con tripomastigotas celulares. Una vez transcurrida la interaccién, se removié
el medio conteniendo los tripomastigotas que no invadieron células y se mantuvieron los cultivos durante
72 horas, momento en el cual fueron fijados y montados para su posterior procesamiento por microscopia
de fluorescencia. Para cada linea transfectante se realizaron tres réplicas bioldgicas.

Las lineas transfectantes estudiadas fueron:

= pDIY-eGFP

= pDIY-TcCMF46

= pTREXn

s pTREXn-TcCMF46HA

Para identificar la influencia de la sobreexpresién de TcCMF46 en los procesos anteriormente men-
cionados, se analizaron pardmetros como el %infeccion (ver Ecuacién 1), promedio de amastigotas/célula
(ver Ecuacién 2) e indice de infeccion (ver Ecuacién 3).

Para cada linea se obtuvieron los siguientes datos:

= Numero de células HeLa infectadas
= Numero de amastigotas totales

Los resultados obtenidos se muestran en las graficas de la Figura 45.
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Figura 45 — Ensayos de infeccién de lineas sobreexpresantes de TcCMF46. Los datos graficados corresponden al
analisis por microscopfa de fluorescencia de un aproximado de 300 células por réplica para cada linea (a): Géfica
de %infeccion (b): Géfica de nimero de amastigotas/célula (c) Géafica de indice de infeccion. En todas las graficas se
marcan con un asterisco aquellos datos que son estadisticamente significativos (p-Value<0,05)

Al comparar cada linea sobreexpresante con su control, se obtienen los siguientes datos:

Z%infeccion en las lineas de pDIY: (p-value: 0,49)

s pDIY-eGFP presenta un 27,9 % de células infectadas.

s pDIY-TcCMF6 presenta un 32,6 % de células infectadas.
Zinfeccion en las lineas de pTREXn: (p-value: 0,002)

» pTREXn presenta un 32,3 % de células infectadas.

s pTREXn-TcCMF46HA presenta un 56,1 % de células infectadas.

Numero de amastigotas por célula en las lineas de pDIY: (p-value: 0,74)

= pDIY-eGFP presenta un promedio de 8,5 amastigotas por célula infectada.

= pDIY-TcCMF46 presenta un promedio de 9,2 amastigotas por célula infectada.
Numero de amastigotas por célula en las lineas de pTREXn: (p-value: <0,0001)
= pTREXn presenta un promedio de 7,0 amastigotas por célula infectada.

s pTREXn-TcCMF46HA presenta un promedio de 10,2 amastigotas por célula infectada.

Indice de infeccion en las lineas de pDIY: (p-value: 0,41)

= pDIY-eGFP tiene un indice de infecciéon de 0,78 .

s pDIY-TcCMF46 tiene un indice de infeccién de 1,1.

Indice de infeccion en las lineas de pTREXn: (p-value: 0,0004)
s pTREXn tiene un indice de infeccién de 0,67.

= pTREXn-TcCMF46HA tiene un indice de infeccién de 1,8.

Analizando los datos se pudo determinar en todos los casos un aumento en los pardmetros de infeccién
estudiados entre los sobreexpresantes y sus controles respectivos. Estos datos indican entonces, que las
lineas sobreexpresantes de TcCMF46 son més infectivas que las lineas control; infectan mayor cantidad
de células, presentan una mayor tasa de replicacién dentro las células, generando mayor cantidad de

amastigotas por célula, y presentan, por lo tanto, un mayor indice de infeccién.
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Ensayos de invasién celular

Dado que en los ensayos de infeccién los valores con mayor diferencia fueron los de porcentaje de célu-
las infectadas ( % infeccion), se decidié realizar ensayos de invasién (ver Método 5.7.2), para identificar
si estas diferencias se debian a diferencias en la capacidad de invasién de los tripomastigotas sobreex-
presantes de TcCMF46, con respecto a su control. Este ensayo se realiza tinicamente con pTREXn y
pPTREXn-TcCMF46HA, ya que es la dupla cuyos resultados del ensayo de infeccién fueron estadistica-
mente significativos.

Brevemente, cultivos de células HeLa fueron infectados con tripomastigotas celulares, manteniendo
una relacién parasito:célula de 5:1, permitiendo la interaccién durante 4 horas. Pasado dicho tiempo, los
parasitos fueron removidos y los cultivos fijados inmediatamente. El nimero de células infectadas y el
nimero de amastigotas por célula fue determinado con microscopio de epifluorescencia y las imégenes
fueron analizadas con el programa Icy [101], mediante la visualizacién de los kinetoplastos y niicleos de
los parasitos tenidos con DAPI, asi como nticleos de las célula HeLa. Para cada réplica, se contabilizé un
aproximado de 300 células totales.

De forma similar al analisis de infeccién, del ensayo de invasién se determinan los siguientes parame-
tros:

= Numero de células HeLa
= Numero de células HeLa infectadas

Estos datos fueron utilizados para analizar el %invasion, de la misma manera que se determiné

el %infeccion en el ensayo de infeccién (ver Ecuacién 1). Los resultados se pueden observar en la Gréfica
46.
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Figura 46 — Ensayos de invasién de pTREXn-TcCMF46HA. Al igual que para los ensayos de infeccién, se analizé
por microscopia de fluorescencia un aproximado de 300 células por réplica para cada linea, determindndose asi el %
invasion para cada linea.

Los datos obtenidos para %invasién muestran la misma tendencia que en el ensayo de infeccién. Si
bien estos resultados no son estadisticamente significativos (p-value: 0,056) se confirma la hipdtesis que
TcCMF46 participa en la invasion del parésito a la célula de mamifero, dado que su sobreexpresién le
otorga mayor capacidad de invadir células a los parasitos tripomastigotas.

Amastigogénesis
Una vez analizados los pardametros obtenidos en los ensayos de infeccién, identificamos que existe
una mayor diferencia en los porcentajes de infeccién que en el promedio de amastigotas/célula cuando

comparamos a las lineas sobreexpresantes con sus controles respectivos. Con el fin de identificar si esta
menor diferencia se debe a un efecto de la sobreexpresién de TcCMF46 sobre la capacidad de los parésitos
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de realizar el cambio de estadio tripomastigota a amastigota en condiciones axénicas, se realizo el ensayo
de amastigogénesis.

La Figura 47 muestra el analisis de datos del Método 5.7.6. De los datos obtenidos, se grafico el Ratio
Amastigotas/tripomastigotas, para las lineas transfectantes:

= pTREXn
= pTREXn-TcCMF46HA

4
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pTREXn-TcCMF46HA
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Figura 47 — Ensayos de amastigogénesis de lineas transfectantes de T cruzi. Se puede observar para los transfectantes
pTREXn y pTREXn-TcCMF46HA el viraje de estadio tripomastigota celular a amastigota para los tiempos 0, 2 horas
y 4 horas. Para cada caso se realizan 4 réplicas bioldgicas.

Al comparar cada linea sobreexpresante con su control, se obtienen los siguientes datos:

Ratio Amastigota/Tripomastigota 2 horas (p-value: 0,41):
= 1,3 para pTREXn.
= 0,76 para pTREXn-TcCMF46HA.

Ratio Amastigota/Tripomastigota 4 horas (p-value: 0,25):
= 2,1 para pTREXn.
s 1,1 para pTREXn-TcCMF46HA.

Si bien estos datos no son estadisticamente significativos, muestran que tanto a las 2 horas como
a las 4 horas de incubar los tripomastigotas a 37 °C, pTREXn-TcCMF46HA tiene una menor tasa de
amastigogénesis que su control, lo que indica que la proteina TcCMF46 podria regular negativamente
la capacidad de los parédsitos de diferenciarse del estadio tripomastigota a amastigota en condiciones
axénicas.

6.4.7. Busqueda de interactores de TcCMF46

Para lograr identificar posibles interactores de TcCMF46 que nos permitan aproximarnos més a su
posible funcién y a la localizacién subcelular de esta proteina, realizamos ensayos de “pull-down” o
co-inmunoprecipitacion.

Brevemente, epimastigotas de las lineas pTREXn y pTREXn-TcCMF46HA fueron tratados para
la obtencién de extractos nativos enriquecidos en citoesqueleto. Nuevamente, se espera que la carga
relativamente baja de detergente y de iones de este buffer permita que se mantengan interacciones no
covalentes entre la proteina sobreexpresante TcCMF46HA y sus interactores.
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La Co-Inmunoprecipitacién fue llevada a cabo con “beads” magnéticos conjugados a anticuerpos
anti-HA, con el fin de capturar y purificar los complejos conteniendo a la proteina TcCMF46HA y sus

interactores.
Los productos de Inmunoprecipitaciéon fueron evaluados por Western blot, utilizando el anticuerpo

que detecta HA, permitiéndonos identificar la proteina de fusién en el material de inmunoprecipitacion.

La Figura 48 muestra el resultado obtenido del Western blot realizado:

pTREXn pTREXn-TcCMF46

NP40 NP40 NP40 NP40
0,5% 1% 0,5% 1%

FT 1P FT IP FT IP FT IP kDa
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Figura 48 — Evaluacién de eficiencia de Inmunoprecipitacién por Western blot. Los carriles impares contienen las
muestras “Flow Through” (FT), mientras que los carriles pares contienen las muestras de las inmunoprecipitaciones
(IP). Para cada transfectante, el primer par de carriles comprende el tratamiento con NP40 0,5 %, mientras que el
segundo par es correspondiente al tratamiento con NP40 1%. La inmunodeteccién fue realizada con el anticuerpo

anti-TcCMF46 (dilucién 1:5800).

Como puede observarse en la Figura 48, a pesar de que a ambas concentraciones de NP-40 utilizadas,
no toda la proteina logra ser inmunoprecipitada puesto que también estd presente una cierta proporcion
en el material no unido, en particular con 1% NP-40 se logra inmunoprecipitar una mayor cantidad de
TcCMF46. Por lo tanto elegimos esta ultima condiciéon para los posteriores ensayos.

Una vez evaluada la Inmunoprecipitacién, se realizaron ensayos de co-inmunoprecipitacién en las
condiciones antes senaladas y parte de los productos fueron analizados por electroforesis en gel de poli-
acrilamida y tincién con azul de Coomassie, donde el patrén de bandas en la linea sobreexpresante fue

comparado con el de la linea control.

La Figura 49 muestra la evaluaciéon de ambos extractos, mediante la tincién con Coomassie, donde
las flechas indican las bandas diferenciales de pTREXn-TcCMF46HA con respecto a su control.
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Figura 49 — Extractos de inmunoprecipitacién de pTREXn y pTREXn-TcCMF46HA tenidos con Coomassie Blue G-
250. Las muestras evaluadas corresponden a las inmunoprecipitaciones de extractos obtenidos mediante el tratamiento
con NP40 1%. Las flechas indican bandas diferenciales que se encuentran en la linea sobreexpresante y no en la linea

control.

Los resultados obtenidos fueron analizados con el programa PatternLab for Proteomics [102], utilizan-
do como referencia las bases de datos utilizadas de las cepas CL Brener Esmeraldo y Non Esmeraldo-like
de Trypanosoma cruzi.

La Tabla 11 muestra el anélisis de resultados curados con la lista de proteinas que fueron identificadas
como presentes en el material co-inmunoprecipitado a partir de la linea sobreexpresante de TcCMF46 y
ausentes en la linea control.

Protein ID

Descripcién

Caracteristicas a destacar

Tc00.1047053511211.170
Tc00.1047053511367.360

Tc00.1047053506135.9

Tc00.1047053509105.140
Tc00.1047053505763.19

Tc00.1047053509065.60

Tc00.1047053510099.120

Tc00.1047053506529.360

Tc00.1047053508413.68

Tc00.1047053511385.30

T'c00.1047053503719.20
Tc00.1047053511391.120

Tc00.1047053511257.10

Tc00.1047053506983.39

Tc00.1047053506945.280

Heat shock protein 70 (HSP70)
Elongation factor 1 alpha

Heat shock 70 kDa protein, putative
(Fragment)

Heat shock protein 85, putative
Plasma membrane ATPase (Frag-
ment)/ P-type H+-ATPase, putative
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydro-
genase

D-isomer specific 2-hydroxyacid
dehydrogenase-protein, putative
Cytochrome C oxidase subunit IV, pu-
tative
Kinetoplastid
KMP-11
Vacuolar-type proton translocating py-
rophosphatase 1, putative

40S ribosomal protein SA
Glutamamyl carboxypeptidase,
tative

DNAK protein, putative (Fragment),
HSP70 peptide-binding domain
Calpain-like cysteine peptidase, pu-
tative

Uncharacterized protein

membrane protein

pu-

Heat Shock protein

Localizacién en vacuola contrictil [118] y acidocal-
cisomas [119]

Heat Shock protein

Heat Shock protein

Localizacién en vacuola contractil [118] y acidocal-
cisomas [119]

GAPDH, participa en glucdlisis

GAPDH, dominio de unién a NAD
Complejo IV de cadena respiratoria mitocondrial

PLC (Phosfolipase C) dominio beta, localizacién
en vacuola contractil [118]

Localizacién en vacuola contrictil [118] y acidocal-
cisomas [119]

Proteina ribosomal subunidad 40S
Metalopeptidasa dependiente de Zn, citosdlica

Heat Shock protein
Localizacién en vacuola contractil [118] y acidocal-

cisomas [119]
TcCMF46

Tabla 11 — Posibles interactores de TcCMF46. Los resultados que se observan en la Tabla son producto del anélisis de
la Co-Inmunoprecipitacién de pTREXn y pTREXn-TcCMFE46 (con dos réplicas biolégicas por ensayo). Las proteinas
que se encuentran en la Tabla son proteinas que fueron identificadas al menos en una de las réplicas sobreexpresantes,
y no se encontraron en ninguna réplica control. Los datos asociados a las proteinas se obtuvieron de la base de datos
http://tritrypdb.org[82].
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La presencia de TcCMF46 en ambas réplicas de la linea pTREXn-TcCMF46HA, pero no en el control,
muestra que la Inmunoprecipitacién fue exitosa.
De las 15 proteinas identificadas:

s 4 pertenecen a la familia multigénica Heat Shock Proteins (hp).

= 5 de ellas estan descritas con localizacién en la vacuola contractil y acidocalcisomas, siendo una de
ellas una proteina del kinetoplasto.

= 1 es mitocondrial.

= 2 pertenecen a la proteina GAPDH, citosdlica.

Las proteinas pertenecientes a la familia multigénica Heat Shock Proteins (hp) son proteinas abun-
dantes en los ensayos de purificacién por afinidad, encontrandose dentro de las familias méas frecuentes
dentro del “Contaminant Repository for Affinity Purification” (CRAPome) [120], por lo que no centra-
remos nuestro andlisis en estas proteinas.

Vacuolar-type proton translocating pyrophosphatase 1 (TcVP1)

TcVP1 es uno de los principales componentes de los acidocalcisomas, responsables en gran medida
del bajo pH en los mismos, generado por el bombeo de protones [119]. También se la encuentra en el
Complejo de la Vacula Contractil, principalmente asociada al espongioma, formando unas “clavijas” de
unos 15 nm [45], cuando ante la respuesta a un estrés osmoético, los acidocalcisomas se fusionan con la
misma. Su presencia probablemente genere el gradiente electroquimico que permite el movimiento de
iones a través de la vacuola, propiciando la osmorregulacién [118].

Calpain-like cysteine peptidase

Es una cistein-peptidasa dependiente de calcio, que participa en una variedad de procesos regulados
por calcio como transduccion de senales, reordenamiento del citoesqueleto, fusién de membranas, proce-
sos regulados por condiciones ambientales y apoptosis. Este tipo de proteinas estan también asociadas
al citoesqueleto, principalmente en la zona de anclaje del flagelo. Se ha propuesto que su funcién es
asegurar que el flagelo se mantenga unido a la célula a través de conexiones con el corset subpelicular de
microtubulos [121].

Elongation factor 1 alpha

El Factor de Elongacién 1 alfa (EF-1a), mediante unién a GTP, recluta aminoacil-tRNA al sitio A del
ribosoma, participando asi de la elongacion de la proteina durante el proceso de traduccion. Sin embargo,
han sido descritas ademds numerosas funciones no canoénicas para esta proteina, como unién a actina,
organizacién del citoesqueleto, y anclaje de la maquinaria traduccional al citoesqueleto, permitiendo la
localizacién de ciertos ARNm en zonas especificas de la célula. Estudios demuestran que esto podria
ocurrir durante la respuesta a estrés, asocidndose a represores de la traduccién y actuando asi como
regulador post-traduccional [122].

Plasma membrane ATPase/ P-type H+-ATPase

Es una proteina del tipo bomba de protones, cuya accion genera un gradiente electroquimico que
produce la energia requerida para llevar a cabo el transporte secundario de sustancias. Segin estudios
realizados por Viera et al [123], P-type H4+-ATPasa no colocaliza con TcVP1, dado que la primera se
encuentra principalmente en la membrana plasmética y reservosomas, mientras que la segunda pertenece
a acidocalcisomas y el complejo de la vacuola contracitl. Sin embargo, Huang, et al [119], en su andlisis
proteémico de acidocalcisomas si encuentra la proteina en estos organelos.
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7. Discusion

7.1. Analisis bioinformatico: Biisqueda y seleccion de proteinas LRR. in silico

Las proteinas con repetidos LRR son familias muy extendidas en toda la escala evolutiva. En T. cruzi
es una familia muy poco explorada, con muy pocos estudios experimentales. No obstante, en muchos
otros organismos, tales como Leishmania spp estas proteinas participan en numerosos procesos celulares
importantes. De hecho, para este tltimo parasito, se han identificado proteinas con repetidos LRR que
participan activamente en el proceso de infeccién; tal es el caso de PPG (Proteophosphoglycan) o PSA
2 (Promastigote Surface Antigen 2) [72].

Nuestra bisqueda en las bases de datos de 7. cruzi arrojé como resultado 63 secuencias en cuya des-
cripcién aparece la palabra LRR o la referencia “Leucine rich repeat”, donde gran parte de las mismas
estan hasta ahora anotadas como hipotéticas, mientras que de las que han sido anotadas en su mayoria
lo estan por su posible relacion con proteinas de funcién més estudiada en otros organismos. Por lo tanto
hasta ahora la enorme mayoria de las proteinas LRR de este organismo son de funcién desconocida, lo
que muestra el escaso estudio de este importante grupo de proteinas. Todo esto hace que sea necesario
abordar el estudio de estas proteinas y sus posibles roles en el ciclo de vida y en el proceso infectivo del
parasito.

Una vez identificadas las secuencias LRR, decidimos seleccionar aquellas que nos dieran indicios de
ser factores de virulencia o estar asociados de alguna forma al proceso infectivo del parasito. Para ello
tomamos como referencia un grupo particular de proteinas: las Internalinas de Listeria monocytogenes.

Esta bacteria grampositiva es un parasito intracelular cuyo mecanismo de invasion es similar al de T.
cruzi: invade una variedad de células eucariotas y se aloja transitoriamente en una vacuola. Es sabido que
las Internalinas son importantes factores de virulencia, ya que participan en procesos como la invasion
y persistencia en diferentes tipos de células fagociticas y no fagociticas, y le permiten atravesar diversas
barreras inmunolégicas [68], [69], [70], [124].

Una caracteristica a destacar que hace de las Internalinas nuestras proteinas de referencia es que son
proteinas con repetidos LRR, donde el propio motivo LRR es esencial para la funcién de las mismas como
factor de virulencia. Tal es el caso de InlA e InlB, para las cuales sus motivos LRR son la plataforma de
interaccion con E-Cadherina y el receptor Met, respectivamente, y donde dichas interaciones son las que
activan las diversas cascadas de senalizaciéon que promueven la internalizacién de la bacteria en la célula

hospedera [68], [69], [70], [124].

El punto de partida de nuestro estudio fue entonces la bisqueda de secuencias de T. cruzi con ho-
mologias con las Internalinas. Los resultados obtenidos no mostraron importantes niveles de identidad
de secuencia entre las secuencias LRR halladas en T. cruzi y las Internalinas, dado que todas presenta-
ron una identidad con estas proteinas menor al 40 %. Sin embargo, dada la versatilidad de los motivos
LRR, esto no necesariamente implica una baja identidad de estructura secundaria. Por otro lado, si se
encontraron secuencias que llevan repetidos LRR relacionados con los presentes en Internalinas. Este
ultimo aspecto se logré identificar tras un andlisis manual de las secuencias seleccionadas. Para ello se
identificaron inicialmente los repetidos presentes en cada secuencia, utilizando el predictor Irrsearch.com
por un lado, y el predictor de estructura secundaria APSSP2 por el otro. Una vez identificados los repe-
tidos, utilizando como referencia las secuencias consenso definidas para las diversas familias de proteinas
LRR [49], [50], [51], [57], [58], se los clasific6 manualmente. Los resultados obtenidos mostraron que la
mayoria de las secuencias con identidad mayor al 30 % con alguna Internalina presentan repetidos de tipo
SDS22. Esto es esperable, ya que es el tipo de repetidos que presentan todas las internalinas [66], [67], [69].

De las 17 secuencias seleccionadas, 5 presentan un solo tipo de repetidos LRR. Esto dato es interesante,
va que los estudios realizados sobre las proteinas con repetidos LRR a lo largo de la escala evolutiva,
indican que la mayoria de ellas contienen un solo tipo de repetido (como ejemplo los “Toll-Like Receptors”
o TLRs, “NOD-Like Receptors” o NLRs, y las Internalinas A, B, C y H, entre otras). Incluso los primeros
estudios estructurales senalaban que de haber proteinas que presentaran diferentes tipos de repetidos,
las mismas serian una excepcién, lo que llevé a la conclusién inicial de que todas las familias de proteinas
LRR tienen origenes evolutivos diferentes (ver Seccién 1.3.4). Sin embargo, para el caso de T. cruzi, que
las proteinas LRR presenten repetidos de diferentes familias, mas que la excepcién, parece ser la regla.
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En sintonia con lo anterior, la relacién evolutiva entre repetidos LRR se pone de manifiesto en 10 de
las 17 proteinas, las cuales presentan dos tipos de repetidos, donde uno de ellos es del tipo SDS22, siendo
el otro del tipo Tipico o Bacteriano. Incluso hay 2 proteinas, TcCLB.504867.50 y TcCLB.506941.70, que
presentan tres tipos de repetidos (del tipo SDS22, Bacteriano y Tipico). Estos resultados estan en linea
con los estudios evolutivos que han demostrado la relacién evolutiva entre estas tres familias de proteinas
LRR [52], [54], [57].

Para finalizar con el andlisis bioinformatico, nuestro estudio se centré en un pequeno grupo de pro-
teinas que vimos estan mayoritariamente relacionadas con la dindmica de citoesqueleto y la senalizacion.
Se conoce la importancia que tiene la dindmica del citoesqueleto en los procesos de invasién y persis-
tencia de T. cruzi en el hospedero, asi como en los procesos relacionados con la divisién celular. Entre
los componentes del citoesqueleto, encontramos ciertas estructuras tnicas en tripanosomas y organismos
emparentados, especialmente componentes del flagelo, como son el PFR o “Paraflagellar Rod” o el FAZ
o “Flagellum Attachment Zone”, que son especialmente importantes por dos motivos; son estructuras
esenciales para que procesos como la divisién celular o el movimiento flagelar ocurran adecuadamente,
y por otro lado, el hecho de que sean estructuras propias del flagelo de estos parasitos, le brinda la
oportunidad al sistema inmune del hospedero de identificar proteinas presentes en ellas como antigenos.
Tal es el caso de la proteina PAR4 de T. cruzi, que es reconocida por linfocitos CD8+ [29].

Estos aspectos convierten a aquellas proteinas identificadas como posibles participantes de la dindmi-
ca del citoesqueleto (ya sea siendo proteinas integrales y/o moduladoras del mismo), en interesantes
blancos para el diseno de estrategias antiparasitarias.

Por esta razén, nuestro trabajo se centré en profundizar el estudio sobre dos de estas proteinas;
TcPP1r o Protein Phosphatase 1 regulatory subunit y TcCMF46 o Component of Motile Flagella 46;
dos proteinas que no tienen datos experimentales previos mas alla de los aportados por su anotacién.

7.2. Clonado y sobreexpresién de secuencias LRR

Dada la ausencia de anticuerpos especificos que permitan detectar las secuencias seleccionadas en
diferentes ensayos in vitro, la estrategia elegida fue clonar las secuencias en vectores de expresion para
proteinas fusionadas a tags y estudiar el efecto de su sobreexpresion en el parasito.

El vector pDIY-eGFP presenta integrados numerosos tags que pueden expresarse fusionados a la
proteina sobreexpresante, permitiendo la deteccién de dicha proteina al interrogar los tags en cuestion.
Por otro lado, el vector pTREXn no presenta tags asociados, por lo que la generacién de la secuencia
sobreexpresante se realizé desde la amplificacién, al incluir el tag HA al “primer Reverse” del gen. Como
resultado, se obtuvo una secuencia fusionada a HA en el extremo C-ter.

Ambas estrategias presentan como ventaja la capacidad de detectar la expresién, localizacion e in-
teractores de proteinas que no presentan anticuerpos especificos para su detecciéon. Como desventaja,
el o los tags asociados pueden promover la protedlisis de la proteina sobreexpresante, derivarla a otros
destinos celulares o al cumplimiento de otro rol en la célula. Algo similar ocurre con la estrategia de
estudiar la funcién y localizacion de proteinas mediante sobreexpresion; ya que ésta puede promover la
protedlisis de la proteina, o incluso puede impedir la viabilidad de la linea transfectante, si su actividad
o concentraciéon en la célula estd altamente regulada.

Como una primera aproximacién al estudio funcional y caracterizacién de proteinas que no presentan
ningun estudio experimental previo, la estrategia elegida es interesante, ya que la misma es relativamente
facil de implementar. Sin embargo, una vez que se profundiza mas en los estudios de las proteinas en
cuestion, y que dichos estudios sugieren que son blancos interesantes para diseno de farmacos antipa-
rasitarios, es necesario el abordaje de nuevas estrategias, como lo es la obtencion de “knockout” o la
aplicacién de la tecnologia de CRISPR/Cas9 para una mejor aproximacién [125], [126], [127]. Los resul-
tados obtenidos a partir de este proyecto tienen a este tipo de estrategias dentro de las perspectivas a
futuro para un estudio més profundo y detallado de las proteinas TcPP1r y TcCMF46, sus funciones y
su rol en el ciclo de vida de T. cruzi.
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7.3. Proteina TcPP1r: Protein Phosphatase 1 regulatory subunit

Las proteinas de la familia PPr (Protein Phosphatase regulatory) han sido bien caracterizadas en
numerosos organismos. Tal es el caso de Protein Phosphatase regulatory subunit Sds22 de Schizosaccha-
romyces pombe; una proteina que consiste casi enteramente en repetidos LRR de 22 residuos [108]. Esta
proteina es esencial para la transicién metafase/anafase en S. pombe. Se ha propuesto que su presencia
potencia la actividad de PP1, facilitando la defosforilacién dependiente de PP1 (pero no sustituyéndola),
evento que es esencial para diversos procesos en la mitosis [108]. En nuestro caso, la secuencia PP1r de
T. cruzi comparte un 36 % de identidad de secuencia con la Sds22 de Schizosaccharomyces pombe. Sin
embargo, nuestro andalisis comparativo de estructura primaria y secundaria de ambas secuencias mostré
la conservacién en la mayoria de sus repetidos LRR, lo que sugiere que hay una alta identidad estructural
entre TcPP1r y la proteina Sds22 de este organismo modelo.

La proteina PP1 (blanco de PP1r) pertenece al grupo de las Serine/Threonine Phosphatase (STPs).
Estas proteinas son las responsables de la defosforilacién de los residuos de serina y treonina del 96-99 %
de las proteinas eucariotas. Este gran grupo de proteinas puede subdividirse en tres subgrupos, en funcién
de su centro catalitico y preferencia por sustratos; PPPs (Phosphoprotein Phosphatases), PPMs (Metallo-
dependent Protein Phosphatases), y Serine/Threonine Phosphatase con motivo DxDxT/V (DxDx-STPs).
Por su parte la familia PPP se divide en tipo 1 (PP1), tipo 2A (PP2A) y las cercanamente relacionadas
PP4 y PP6, tipo 2B (PP2B o también llamada PP3), y los subgrupos PP5 y PP7 [128]. Por lo tanto,
dentro de las Serine/Threonine Phosphatase, PP1 pertenece a la familia de las PPPs (Phosphoprotein
Phosphatases).

PP1 es una proteina de expresién ubicua en células eucariotas [129]. En mamiferos se ha demostrado
que estas proteinas, en conjunto con kinasas, juegan un papel crucial en la regulacién de eventos relacio-
nados con la division celular, meiosis, apoptosis, sintesis proteica, metabolismo celular, reorganizacion del
citoesqueleto y regulacién de proteinas de canal y receptores de membrana. Esto ocurre porque modifi-
caciones post-traduccionales como la fosforilacién reversible de residuos de serina y treonina, constituyen
importantes reguladores en eucariotas superiores, controlando un amplio rango de procesos intracelulares
[129], [130], [131], [132]. En parasitos epimastigotas de T. cruzi fueron detectadas dos proteinas PP1-like,
TcPPla y TcPPfS, ambas homélogas a PP1 humana. Utilizando inhibidores de Serine/Threonine Pro-
tein Phosphatase, como Calyculina A, se demostrd que PP1 es importante para los procesos de division
celular y mantenimiento de la forma celular [104].

Las proteinas PP1 no se encuentran libres en la célula, sino que se encuentran asociadas a proteinas
reguladoras bajo la forma de holoenzimas llamadas PPP1 (Phpsphoprotein phosphatase 1). En este con-
texto de holoenzima, PP1 adquiere el nombre de PPP1C (subunidad catalitica), mientras que TcPP1r
serfa una subunidad reguladora (denominada PPP1R) [112], [133], por lo que la ubicacién de PP1 deberia
dar cuenta también de la ubicacién de TcPP1r.

Para conocer si la proteina TcPP1r cumple una funcién similar a Sds22 en S. pombe, en primer lugar
quisimos conocer su localizacién subcelular. Para eso mediante IFI comparamos la localizacién de los
tags en la linea control y en la linea sobreexpresante.

La linea que expresa GFP fusionado a tags muestra una localizaciéon homogénea tanto citosoélica como
nuclear. En cambio, la linea sobreexpresante de PP1r fusionada a GFP y tags muestra una expresion
mas heterogénea entre los pardsitos distribuyéndose principalmente en el citosol y flagelo, y quedando
excluida del nicleo.

En organismos como S. pombe [134] o mamiferos [135], PP1 presenta una disposicién mayoritaria-
mente nuclear a lo largo del ciclo celular [136]. Sin embargo, se ha reportado también que en células
de mamifero, diferentes isoformas de PP1 pueden adquirir localizaciones diferentes al nicleo en funcién
de los blancos que poseen [137], y se conoce ademds que PP1 puede participar en procesos que ocurren
fuera del ntcleo, como el reordenamiento del citoesqueleto de actina durante la mitosis, o la traduccion
de proteinas [133]. Por otro lado, la interaccién de PPP1C con las diferentes PPP1R permite no sélo
modular la actividad de la holoenzima, sino también induce a que las pocas isoformas de PP1 que hay
reportadas tengan una alta especificidad, tanto de sustrato como de compartimento [112]. Por lo tanto, la
presencia de la proteina TcPP1r sobreexpresante en el citosol y el flagelo podria dar cuenta de una fun-
cién reguladora de TcPP1r sobre PP1 en la modulacién de procesos que ocurren fuera del ntcleo, como
los mencionados anteriormente. Asimismo, su sobreexpresién puede derivar a la proteina sobreexpresante
a otros destinos celulares o cumplir funciones diferentes a las de la proteina enddégena.
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Por otro lado, la fusién de tags como eGFP también podrian explicar su ausencia en el nicleo. Sin
embargo, Bloecher y Tatchell [136] demostraron la localizacién nuclear de una proteina PP1 denominada
Glc7p fusionada a GFP en Saccharomyces cerevisiae, por lo que la presencia (al menos) de GFP, no es
impedimento para la exportacion de proteinas al nicleo.

En sintesis, la ausencia de la proteina sobreexpresante PP1r en el niicleo no parece deberse a un
efecto de los tags asociados, pero dicha ausencia no implica que la proteina enddégena no se ubique
alli, ya que lo que detectamos fue la sobreexpresién de una proteina de fusién. Por otro lado, la propia
sobreexpresién puede estar jugando un papel importante, ya que probablemente los eventos regulados
por la holoenzima PPP1 en el nicleo son mas sensibles a las concentraciones de estas enzimas, y por lo
tanto su sobreexpresion no tiene efecto sobre los eventos que alli ocurren, pero si sobre los eventos que
las involucran y que ocurren por fuera del ntcleo.

En un futuro, para confirmar la localizaciéon subcelular de TcPP1r, serd necesaria la generacion de
un anticuerpo especifico para la proteina endégena, o la creaciéon de una nueva linea transfectante que
nos permita confirmar la localizacién subcelular de la proteina en el parasito.

Nuestros estudios de Co-Inmunoprecipitacién nos permitieron identificar posibles interactores de
TcPP1r. Demostramos que este regulador co-inmunoprecipita con TcPP1 por lo tanto muy probable-
mente sea un regulador de su actividad, a través de la interacciéon de ambas bajo la forma de holoenzima
PPP1.

Existen muy pocos estudios funcionales sobre PP1 de T. cruzi. Dos secuencias con homologia con
la subunidad catalitica de PP1 de mamiferos fueron clonadas y en parte caracterizadas. La secuencia
TcPP1j (con un 54 % de identidad y un 74 % de similitud con la subunidad PPP1C de mamiferos) ex-
presada en forma recombinante mostré actividad fosfatasa hacia Fosforilasa a y su actividad fue inhibida
por Calyculina A en extractos de epimastigotas y tripomastigotas metaciclicos. Por el contrario TcPPla
(con un 61% de identidad conservada con la subunidad PPP1C de mamiferos y un 77 % de similitud)
no mostré dicha actividad enzimatica. El uso de Calyculina A demostré que TcPP1 es importante para
los procesos de divisién celular y mantenimiento de la forma celular; en cultivos de epimastigotas, en
presencia de este farmaco en concentraciones cercanas a su ICsq (10 nM), los parésitos detienen su re-
plicacién, y se generan cambios en su morfologia [104].

Tomando estos antecedentes bibliograficos y nuestros resultados que sugieren fuertemente la interac-
cion entre TcPP1r y TcPP1, decidimos realizar estudios de viabilidad celular, para identificar el efecto
inhibitorio de Calyculina A en una linea que sobreexpresa una proteina reguladora del blanco de este
farmaco. Dichos ensayos mostraron que la linea sobreexpresante de TcPPlr sélo fue ligeramente méas
sensible a este inhibidor al compararla con la linea control. Estos resultados sugieren que TcPP1r podria
actuar inhibiendo a TcPP1, disminuyendo asi la capacidad replicativa de epimastigotas ante la presencia
de un inhibidor de TcPP1. Esta actividad inhibitoria de TcPP1r sobre TcPP1 coincidiria asi con la
actividad descrita de proteinas PP1r en otros protozoarios pardsitos como Tozoplasma gondii [130] y
Plasmodium falciparum [132] (ver Seccién 6.3.1).

Ya que se conoce que PP1 y sus proteinas reguladoras asociadas pueden regular estados de fosforilacion
en el nicleo controlando la entrada en mitosis. Con los resultados que indican que TcPPI1r interactia
con TcPP1, y que dicha interaccion seria de tipo inhibitoria, quisimos identificar si la sobreexpresion de
TcPP1r en epimastigotas alteraba de alguna manera su capacidad de replicacién.

Las curvas de crecimiento de la linea sobreexpresante no mostré diferencias en la capacidad replicativa
con respecto a la linea control. Estos resultados son consistentes con los obtenidos en la localizacién celular
de la proteina sobreexpresante, la cual no fue encontrada en el nicleo, donde ocurren la mayor parte de
los procesos reguladores del ciclo celular.

En la misma linea que el andlisis de localizacién subcelular de la proteina sobreexpresante, la falta de
efecto significativo sobre la replicacién de epimastigotas puede deberse a los mismos factores enunciados
en el analisis anterior; su sobreexpresion puede generar modificaciones en su distribucion y con ello sus
funciones en la célula (lo que lleva a que no detectemos efectos de la sobreexpresién sobre su funcién o
funciones principales), o puede deberse a que aquellos procesos en los que TcPP1r regula la actividad de
TcPP1 no incluyan los procesos relacionados directamente con el ciclo celular y la replicacion.

Por su parte, los resultados de los ensayos de infeccién indicaron que para todos los parametros

analizados, la linea sobreexpresante de TcPP1r mostré tener una capacidad infectiva levemente menor
que la linea control. Estos resultados concuerdan con los obtenidos por los ensayos de viabilidad con
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Calyculina A, que indican que la modulacién de TcPP1r sobre TcPP1 seria de tipo inhibitoria. Los
datos de los ensayos de infecciéon sugieren que la sobreexpresion de TcPP1r podria influir sutilmente
en la capacidad infectiva de los pardsitos, ya sea inhibiendo la capacidad de sobrevida y/o replicativa
de los paréasitos en el estadio amastigota o inhibiendo la capacidad infectiva en el estadio tripomastigotas.

Un resultado que puede ayudar a vislumbrar la actividad moduladora de TcPPlr sobre TcPP1
es el hallazgo de la proteina identificada como TcCLB.506203.20 en el interactoma de TcPPlr, una
proteina descrita como una cadena liviana de dineina. La presencia de esta proteina en el interactoma
de TcPP1r reafirma la hipdtesis de una posible modulacién de la dindmica del citoesqueleto, mediada
por la interaccién TcPP1/TcPPlr, bajo forma de PPP1 [112].

Si bien los estudios reportados acerca de la modulacién de PP1 sobre la dindmica del citoesqueleto
se encuentran relacionados en su mayoria con la mitosis y citocinesis (modulando el citoesqueleto de
microtubulos durante la formacién del huso mitético y del citoesqueleto de actina durante la formacion
del anillo contréctil de actina, sucesos que no ocurren durante la replicacién de T. cruzi), se conoce
que la dinamica general del citoesqueleto esta estrechamente controlada por la fosforilacién reversible de
protefnas, proceso que claramente involucra la regulacién por parte de PPP1 [133].
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7.4. Proteina TcCMF46: Component of Motile Flagella 46

TcCMF46 (Component of Motile Flagella 46) es una proteina que, segin su anotacién, perteneceria al
flagelo, estructura que participa activamente en procesos como la motilidad del pardsito, la nutricién y la
citocinesis (ver 1.2.6). Sin embargo, esta anotacién no corresponde a estudios experimentales realizados
en esta proteina, sino que deriva de estudios realizados en la proteina homéloga en T. brucei; ThCMF46.

En organismos “knockdown” para ThCMF46, se observan defectos en la citocinesis, que resultan en
la formacién de agrupamientos de células parcialmente divididas. Junto con la citocinesis defectuosa, se
observan defectos a nivel de la propagacién de la onda propulsora a lo largo del flagelo, llevando a una
completa pérdida del movimiento de propulsién del pardsito. Sin embargo, no se observan diferencias
significativas a nivel morfolégico en el flagelo [41]. Estos datos sugieren que ThbCMF46 no serfa una
protefna estructural del flagelo (que participe en la formacién y estructura del axonema), sino por el
contrario, estaria formando parte de los complejos proteicos que participan en la motilidad del mismo
(va sea motilidad propiamente dicha, o su regulacién). Sin embargo, su funcién en este organismo no ha
sido completamente identificada.

Tanto TcCMF46 como TbCMF46 presentan cierta identidad de secuencia con DRC3 del alga verde
unicelular Chlamydomonas reinhardtii, una proteina perteneciente al complejo N-DRC o “Nexin-Dynein
Regulatory Complex” [32], el cual estd conectado con los brazos externos de dineina (“outer dynein arms”
u ODAs) y regula tanto los ODAs como los brazos internos de dineina (“Inner Dynein Arms” o IDAs)
dentro del axonema del flagelo. Dichos complejos (ODAs e IDAs) son importantes nexos en el axonema,
dado que conecta cada doblete de microtiibulos (“Doublet MicroTubule” o DMT) con sus DMTs vecinos,
a través de uniones con nexina [32], [34]. La conexién entre N-DRC, IDAs, ODAs y el “Radial Spoke”
(RS) produce el doblamiento del flagelo, y con él, su desplazamiento.

Nuestro andlisis comparativo de las tres secuencias proteicas mostrd, como era esperable, un alto
grado de identidad de secuencia entre TcCMF46 y TbCMF46 (70 % de identidad de secuencia), no asf
entre ambas proteinas con DRC3, las cuales presentaron una identidad menor al 30 %. Sin embargo,
cuando se analizd la estructura secundaria de las tres proteinas, se observd que las tres comparten un
alto nivel de similitud estructural, conservandose en gran medida la cantidad y ubicacién de los repetidos
LRR. Dicha conservacién de la estructura secundaria es lo que permite inferir que (al menos en parte)
la funcién de TcCMF46 y TbCMF46 podria estar relacionada con la de DRC3.

A diferencia del estudio de la proteina TcPPlr, la generacién de un anticuerpo especifico para
TcCMF46 permitié no sélo la deteccién de la proteina sobreexpresante, sino también la deteccién de
la proteina enddégena en las lineas control (ya sea la linea Wild Type Dm28c, como la linea control
pTREXn), enfoque especialmente importante en los ensayos de localizacién subcelular. La deteccién de
la proteina endégena evita el sesgo que acarrea la identificacion de localizaciéon por sobreexpresién y fu-
sién de proteinas a tags. Ademds permite identificar si dicha sobreexpresién y/o fusién a tags le confiere
a la proteina sobreexpresante nuevos destinos celulares.

Tomando en cuenta los antecedentes bibliograficos y el analisis comparativo in silico entre TcCMF46
y TbCMF46, nuestro primer planteo fue realizar diferentes ensayos de localizacién celular con el fin de
identificar si, al igual que su homdloga, TcCMF46 es una proteina perteneciente al flagelo. Estos ensa-
yos incluyeron la inmunodeteccién mediante Western blot de la proteina sobreexpresante en fracciones
de citoesqueleto, Inmunofluorescencia Indirecta interrogando la localizacién de la proteina en diferen-
tes estadios (epimastigotas, tripomastigotas celulares y amastigotas) e Inmunofluorescencia Indirecta
interrogando la localizacién de la proteina en diferentes condiciones (inmunodeteccién de la proteina
mediante IFI en fantasmas de epimastigotas).

En los analisis de localizacién subcelular en epimastigotas de las lineas Dm28c Wild Type y pTREXn
se observd que la proteina enddgena colocaliza mayoritariamente con a-Tubulina, con una mayor con-
centracion a los lados de la célula, rodeando el nicleo y el kinetoplasto, localizaciéon que puede deberse
a una relaciéon de esta proteina con el corset subpelicular de microtibulos. Ademads se la puede ubicar
en la regién que corresponde al bolsillo flagelar, regién comprendida entre el kinetoplasto y la base del
flagelo. En cuanto a la localizacién de la proteina TcMF46 sobreexpresada y enddgena en la linea so-
breexpresante, se identifica el mismo patrén de localizacién que en las lineas control, pero con mayor
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concentracién, especialmente en el flagelo, lo que descarta la posibilidad de que la sobreexpresién de la
proteina le brinda otro destino celular, aunque parece derivarla hacia el flagelo.

Dado que en estos organismos, tanto el flagelo como el citoesqueleto en general sufren remodelaciones
durante su ciclo de vida, decidimos caracterizar la localizacién de la proteina en diferentes estadios.

Al igual que en epimastigotas, la proteina endégena en tripomastigotas colocaliza en gran parte con
a-Tubulina. Sin embargo, no es clara la relacién espacial que se logra observar en epimastigotas entre
la proteina y el kinetoplasto. Para el caso de la linea sobreexpresante, al igual que en epimastigotas, la
localizacion de la proteina parece estar mas concentrada en el flagelo.

No ocurre lo mismo cuando analizamos las imégenes de amastigotas, donde encontramos cambios
en la disposicion de TcCMF46. Para este estadio, ademéas de verse una disposicién méas concentrada en
la regién correspondiente al bolsillo flagelar (al igual que en epimastigotas) y encontrarse también en
el citoesqueleto subpelicular, a diferencia de lo observado en los estadios anteriores, parece tener cierta
disposicién citosdlica y granular. Esto ocurre en ambas lineas, por lo que no se debe a un efecto de la
sobreexpresion de la proteina. Esta tltima disposicién puede deberse a un reordenamiento de proteinas
asociadas al citoesqueleto durante la diferenciacién del estadio tripomastigota a amastigota durante el
ciclo infectivo, y principalmente a los cambios que ocurren en el flagelo. Es probable que haya proteinas
asociadas a la estructura y regulacion del flagelo sintetizadas y almacenadas en regiones del citosol, listas
para ensamblarse y con ello producir rdpidamente el alargamiento del flagelo cuando se gatilla la dife-
renciacion al estadio tripomastigota celular.

El ensayo de inmunodetecciéon por Western blot de extractos de citoesqueleto confirmaron que
TcCMF46 es una proteina asociada al citoesqueleto del parasito. Se puede determinar ademas que dicha
asociacién es fuerte, manteniéndose en todas las concentraciones de Triton X-100 utilizadas, indicando
incluso que podria ser una proteina integral del citoesqueleto.

Se puede confirmar, por lo tanto, mediante estos ensayos, que la proteina TcCMF46 es una proteina
con una fuerte asociacion al citoesqueleto, ubicdndose en el corset subpelicular de microtibulos y en el
flagelo, aunque no exclusivamente en este tltimo como ocurre con su homéloga en T. brucei ThbCMF46
[41]. Por otro lado, parece estar nucleada en la regién del bolsillo flagelar, donde se la puede ver en mayor
concentracion. Si se toma como referencia la estructura celular de los epimastigotas, el bolsillo flagelar
estd en asociacion directa con el kinetoplasto, en posicién anterior al mismo y a otras estructuras como
el Complejo de la Vacuola Contractil (CVC), por lo que la asociacién observada entre TcCMF46 y el
kinetoplasto probablemente se deba a que la proteina se encuentra concentrada en la region del bolsillo
flagelar o del Complejo de la Vacuola Contractil.

El ensayo de andlisis de curva de crecimiento de parésitos epimastigotas, realizado con las lineas
sobreexpresantes de TcCMF46, mostré que no hubo diferencias significativas en las curvas de crecimiento
de los transfectantes sobreexpresantes con respecto a Dm28c Wild Type, ni con respecto a las lineas
control de vectores, lo que indica que TcCMF46 no estaria participando en el proceso de replicacion, al
menos en el estadio epimastigota.

Una posible explicacién es que TcCMF46 sea una proteina estructural del citoesqueleto, en lugar
de ser una proteina reguladora, como estd reportado para TbCMF46 en T. brucei, la cual cumpliria
funciones de regulacién de los complejos de dineina en el axonema del flagelo (organismos “knockdown”
para TbCMF46, muestran defectos en la citocinesis y a nivel de la propagacién de la onda propulsora a
lo largo del flagelo, pero no muestran cambios morfoldgicos en el flagelo [41]). Esta hipdtesis implicaria
que la funcién que cumple en T. cruzi es diferente a la que cumple su homéloga en T'. brucei, lo que esta
en linea con los estudios de localizacién celular, que también indican una diferencia de localizacién entre
TcCMF46 y TbCMF46 (hallandose la primera asociada al corset subpelicular de microtiibulos, al flagelo
y la regién donde se ubican el bolsillo flagelar y el kinetoplasto, mientras que la segunda esté localizada
unicamente en el flagelo [41]). Estas posibles diferencias, tanto de localizacién, como de funciones pueden
derivar de las estrategias de supervivencia e infeccion que cada parasito ha adquirido luego de su separa-
cién evolutiva. Mientras que T. brucei se mantiene como un parasito extracelular durante todo su ciclo,
T. cruzi se ha adaptado a la vida intracelular en gran parte de su ciclo infectivo. En cuanto al flagelo y
sus funciones, por ejemplo, esta diferencia es evidente; en T. cruzi, el estadio tripomastigota no es repli-
cativo, por lo que no se observa la importancia del flagelo a nivel de la citocinesis y morfogénesis que se
evidencia en T. brucei, pero si en el estadio epimastigota [42]. Es esperable, por lo tanto, que si bien varios
componentes guardan una fuerte relacién evolutiva, los diferentes caminos evolutivos tomados por estos
parasitos les brinden a esos componentes funciones diferentes como producto de la adaptacién a las condi-
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ciones particulares de cada uno durante su ciclo de vida. Tal parece ser el caso de TcCMF46 y TbCMF46.

Mediante los ensayos de infeccion realizados se pudo determinar que en todos los casos hubo un
aumento en los parametros de infeccion estudiados en los sobreexpresantes con respecto a sus controles
respectivos, indicando entonces que las lineas sobreexpresantes de TcCMF46 son mas infectivas que
las lineas control; infectan mayor cantidad de células, presentan una mayor tasa de replicacién dentro
las células, generando mayor cantidad de amastigotas por célula. Aunque esta tendencia se observé en
ambas lineas, (tanto la expresada en el vector pDIY como en el vector pTREXn), los resultados fueron
estadisticamente significativos solo en el caso de la linea sobreexpresante en pTREXn. Esto puede ser
producto de las diferencias en los niveles de expresién entre ambas lineas.

Analizando maés en profundidad los pardmetros obtenidos por los ensayos de infeccién, se observa
una mayor diferencia en el porcentaje de células infectadas que en el promedio de amastigotas intrace-
lulares por célula infectada. Nuevamente, la sobreexpresién de TcCMF46 parece tener poco efecto sobre
el proceso de replicacién, o al menos ser menor con respecto a su efecto sobre la capacidad invasiva
de tripomastigotas. Es probable, en este escenario, que su sobreexpresion facilite en alguna medida la
capacidad de los tripomastigotas de invadir células, més que la capacidad de amastigotas y epimastigotas
de replicarse.

La misma tendencia muestran los datos obtenidos para los ensayos de invasion, dado que la sobreex-
presién de TcCMF46 le otorga a los pardsitos tripomastigotas mayor capacidad de invasion. Es probable
que su sobreexpresion propicie una respuesta mas rapida a procesos de reorganizacion del citoesqueleto
del parésito durante la invasién, en respuesta a senales de segundos mensajeros, como el aumento de la
concentracién de Ca?* intracelular en el parasito, el cual demostré ser un mecanismo importante para
el proceso invasivo de T. cruzi [138], [139].

Retomando los resultados obtenidos con respecto al promedio de amastigotas intracelulares por célu-
la infectada, se decidié realizar el ensayo de amastigogénesis para determinar si la sobreexpresién de
TcCMF46 influye en la capacidad de los parasitos de diferenciarse del estadio tripomastigota a amas-
tigota en condiciones axénicas. Los datos obtenidos parecen indicar que la linea sobreexpresante de
TcCMF46 presenta una menor capacidad de diferenciacién de la forma tripomastigota a amastigota con
respecto a su control, lo que indica que la proteina TcCMF46 podria regular negativamente la capaci-
dad de los parasitos de diferenciacion del estadio tripomastigota a amastigota en condiciones axénicas.
La escasa diferencia entre el nimero de amastigotas por célula del sobreexpresante y su control en los
estudios de infeccién in vitro puede ser un efecto de disminucién en la capacidad de cambio de esta-
dio tripomastigota a amastigota dentro de la célula, lo que podria afectar el inicio de la replicacién de
amastigotas.

Estos datos pueden estar relacionados con los diferentes niveles de expresion entre los estadios amas-
tigota y tripomastigotas (celular y metaciclico) identificados en estudios transcriptémicos, los cuales
indican que los estadios tripomastigotas expresan entre 3 y 4 veces mas ARNm de TcCMF46 que el
estadio amastigota [140]. En este contexto, se puede hipotetizar que la sobreexpresién de esta proteina
podria retrasar el proceso de diferenciacion hacia la forma amastigota, comprometiendo la viabilidad del
parasito y su capacidad replicativa dentro de la célula. Sera necesario corroborar esta hipdtesis con mas
experimentos asi como también estudiar la velocidad de replicacién de las formas amastigotas en ambas
lineas.

El andlisis del interactoma permitié identificar algunas proteinas que fueron claves para reafirmar lo
ya observado en ensayos como los de localizacién subcelular. Dicho interactoma incluye proteinas propias
de acidocalcisomas y del Complejo de la Vacuola Contréctil (CVC). Su interaccién con TcCMF46 implica
que esta ultima participaria en el trafico vesicular entre estos dos tipos de organelos, trafico que juega un
papel crucial cuando el parasito se enfrenta a un estrés hiposmdético, mediando el mecanismo denominado
RVC (Regulatory Volume Decrease: descenso regulador del volumen). Este mecanismo permite que la
célula vuelva a su volumen normal luego de un incremento del mismo como resultado de un estrés
hiposmético [44]. Parte del proceso se debe a la liberacién de osmolitos e iones, mientras otra parte
se produce a través de la liberacién de agua mediada por el Complejo de la Vacuola Contractil y los
acidocalcisomas [45].

Brevemente, en los acidocalcisomas, el P; proveniente de la hidrélisis de poliP y de sustancias osméti-
camente activas, es transferido a la vacuola contréctil, generando un gradiente favorable para el ingreso
de agua a la vacuola y de alli al exterior de la célula. Para ello, en condiciones hiposméticas, los acido-
calcisomas se fusionan al espongioma y le transfieren acuaporinas (proteinas de canal que participan del
transporte de agua), a través de las cuales el agua es eliminada de la célula a nivel del Complejo de la
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Vacuola Contractil. La fusién de acidocalcisomas a la vacuola se produce por la activacién de una ruta
de senalizacién dependiente de AMPc y de microtibulos [44].

Con estas referencias, al encontrar en el interactoma de TcCMF46 proteinas pertenecientes tanto a
acidocalcisomas como al CVC, junto con la demostracién de que TcCMF46 presenta una fuerte asociacién
con el citoesqueleto, se puede especular que esta proteina podria estar participando en procesos de trafico
vesicular, como es el movimiento de acidocalcisomas y su fusién con el Complejo de la Vacuola Contréctil
mediada por AMPc y microtibulos.

Dicha hipétesis se fortalece al contrastarla con los resultados de localizacion celular de TcCMF46, los
cuales ubican a la proteina en mayor concentracion en la regién del bolsillo flagelar, sitio de anclaje del
CVC [44]. Por lo tanto, es probable que dicha localizacién se deba a la participacién de TcCMF46 en el
trafico vesicular asociado al Complejo de la Vacuola Contréactil y sus alrededores.

Los resultados obtenidos mediante diversos ensayos en lineas sobreexpresantes de TcCMF46 implican
que la proteina estaria cumpliendo un rol en el proceso invasivo del parasito en estadio tripomastigota
celular, quizds mediado por mecanismos de senalizacién celular. En este contexto, es probable que el
mecanismo de sefializacién celular asociado sea el de concentracién de Ca?*t intracelular.

Su presencia en el citoesqueleto, ya sea en el corset, como en el flagelo, asi como su participacion en el
trafico vesicular puede generar que la sobreexpresion de la proteina potencie este efecto de la senalizacion
mediada por Ca?*. Se conoce que dicha sefializacién es importante tanto para el proceso de invasién,
como para la diferenciacién del estadio epimastigota a tripomastigota metaciclico, o sea, promueve la
diferenciacion a un estadio infectivo no replicativo [138], [139]. Esta localizacién probablemente este
directamente relacionada con la mayor capacidad de invasién de la linea sobreexpresante, ya que una
mayor expresion puede producir un mayor trafico vesicular, lo que se podria traducir en una respuesta
maés répida y/o potenciada a este mecanismo de senalizacién celular.

Lalocalizacién de TcCMF46 en el flagelo la convierte en un importante blanco de estudio. En parasitos
tripanosomaétidos, el flagelo permite su locomocién, ademés de participar en procesos esenciales como la
divisién celular (como por ejemplo en la segregacién de componentes subcelulares durante la misma),
invasién de células hospederas, persistencia en el hospedero, siendo esencial durante el ciclo de vida para
la patogénesis de la enfermedad y el desarrollo del parasito en el hospedero [39], [41].

Muchos componentes de las cilias y flagelos se encuentran conservados a lo largo de la escala evolutiva
desde los protistas unicelulares hasta humanos. A pesar de la conservacién evolutiva que se observa
de estas estructuras, los pardsitos tripanosomatidos presentan a nivel del flagelo una estructura més
compleja que la mayoria de las estructuras flagelares eucariotas. la presencia de estructuras propias del
género Trypanosoma como son el PFR (“Paraflagellar Rod”) y el FAZ (“Fagellum Attachment Zone”);
mientras la primera es una estructura reticular a modo de regla que se extiende a lo largo del axonema
dentro de la membrana flagelar, la segunda es una estructura del citoesqueleto que conecta al esqueleto
del flagelo con el citoesqueleto de la célula a través de la membrana tanto del flagelo como de la célula.
Ambos han demostrado ser esenciales para locomocién y viabilidad de los pardsitos [31], [35], [36]. Este
tipo de caracteristicas convierte el estudio de componentes de estructuras basadas en microttibulos en el
parasito, en un blanco al que apuntar en estrategias antiparasitarias.

Aunque hay antecedentes en T. brucei, hasta ahora no se conoce si la proteina de T. cruzi puede
cumplir un papel similar en la motilidad flagelar. Ya que se conoce que la motilidad de T. cruzi es
importante para completar el ciclo de vida y establecer el proceso de infeccién, por lo que se puede
especular que cambios en la motilidad o en la velocidad de nado puedan ser responsables del fenotipo
mas infectivo observado con los sobreexpresantes de TcCMF46.

Para comprobar esto serd necesario realizar estudios como ensayos de sedimentacién y/o andlisis de
video-microscopia para estudios cuantitativos de las distancias de nado en las formas flageladas de T cruzi
vivas. Estos ensayos pueden permitir confirmar si esta proteina cumple un papel en el funcionamiento y
movimiento flagelar.

Sin duda, el abordaje de sobreexpresion de proteinas para conocer su funcién tiene sus limitaciones,
debido a que no siempre se obtienen fenotipos evidentes. El papel que cumple esta proteina en la estruc-
tura y funcién flagelar de T. cruzi podria dilucidarse mediante estrategias de pérdida de funcién, como
el abordaje de “knockout” de genes mediante la metodologia recientemente usada en este pardasito de
CRISPR/Cas9 [125], [126], [127]. Estos abordajes cobran especial importancia debido a la ausencia en
este parasito de la maquinaria de ARN interferente. Serd interesante en el futuro aplicar estos abordajes
para avanzar en la caracterizaciéon funcional de TcCMF46, de TcPP1r y de otras proteinas con repetidos
ricos en leucina cuyas funciones hasta ahora no han sido estudiadas.
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8.

Conclusiones

A través del analisis bioinformatico, se identificaron 63 secuencias con repetidos ricos en leucina
anotadas en la base de datos de la cepa CL Brener Esmeraldo-like de Trypanosoma cruzi. La
mayoria de estas proteinas estan anotadas como hipotéticas, desconociéndose su funcién.

La busqueda de secuencias relacionadas con las internalinas de Listeria monocytogenes permitio
seleccionar 9 proteinas de 7. cruzi con LRRs del tipo de los presentes en las Internalinas, repetidos
del tipo SDS22.

La mayoria de las proteinas seleccionadas estan anotadas o presentan dominios relacionados con
funciones de reordenamiento del citoesqueleto o senalizacion.

Se abordaron estudios que permitieron aproximarnos a la funcién de dos proteinas LRR de T. cruzi:
la subunidad regulatoria de Proteina Fosfatasa 1 (TcPP1r) y el componente del flagelo mévil 46
(TcCMF46).

El andlisis comparativo de la estructura secundaria realizado entre TcPP1r y Sds22 de S. pombe
mostré un alto nivel de identidad estructural entre ambas proteinas.

La busqueda de interactores de TcPP1r en ensayos de co-inmunoprecipitacion evidenciaron que
esta proteina interacciona con TcPP1, por lo que posiblemente TcPP1r actiia como un regulador
de la actividad fosfatasa de TcPP1.

Estudios de viabilidad celular utilizando Calyculina A, un firmaco inhibidor de Tc¢PP1, mostraron
una correspondencia entre la sobreexpresiéon de TcPP1r y un aumento en la susceptibilidad de los
parasitos a dicho farmaco, indicando un posible efecto inhibitorio de TcPP1r sobre TcPP1.

La sobreexpresion de TcPP1r como una proteina de fusién a tags en parasitos, permitioé evidenciar
una correlacion entre el aumento de la expresion de esta proteina y una disminucion de su capacidad
infectiva.

Estudios de localizaciéon en la linea sobreexpresante sugieren que TcPP1r tiene una localizacién
citosélica y flagelar mientras que se encuentra excluida del nicleo.

La proteina TcCMF46 presenté una alta identidad estructural con DRC3 de Chlamydomonas,
una proteina que forma parte del complejo regulatorio nexina-dineina del axonema del flagelo,
un complejo altamente conservado en organismos eucariotas, que participa en la regulaciéon del
movimiento flagelar.

Estudios de localizacion realizados en este trabajo mostraron que esta proteina en epimastigotas
y tripomastigotas de T. cruzi se encuentra asociada al citoesqueleto, presentando una alta co-
localizacion con a-Tubulina, mientras que en las formas amastigotas hay cambios de localizacion,
también se encuentra en el citosol, evidenciando los reordenamientos del citoesqueleto que ocurren
durante la diferenciacién hacia este estadio intracelular. En epimastigotas y amastigotas se observa
también una mayor concentracion de esta proteina en la regién asociada al bolsillo flagelar.

Las lineas sobreexpresantes mostraron una mayor concentracién de proteina asociada al flagelo
con respecto a sus controles, lo que indica que la sobreexpresion de TcCMF46 la deriva hacia esta
estructura.

El estudio del interactoma de TcCMF46 permiti6 identificar varios componentes de acidocalcisomas
y del Complejo de la Vacuola Contractil, lo que sugiere que esta proteina podria tener un papel
en los cambios asociados al citoesqueleto o tréafico vesicular que influyen en el funcionamiento de
estos organelos.

La sobreexpresiéon de TcCMF46 evidencié que el aumento de esta proteina se correlacioné con
mayores indices de infeccién, principalmente debido a una mayor capacidad de invasion.

Estudios de amastigogénesis in vitro indicaron que la linea sobreexpresante de TcCMF46 presenta
una menor capacidad de diferenciacién hacia la forma amastigota, lo que puede sugerir que esta
proteina esté inhibiendo procesos de reordenamiento del citoesqueleto necesarios para su diferen-
ciacion.
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9.

Perspectivas

Profundizar en el andlisis bioinformadtico, abordando una busqueda de secuencias, con el fin de
identificar proteinas con motivos LRR que no estén anotadas como tales.

Abordar estudios funcionales sobre otras proteinas LRR identificadas en este proyecto, que por su
anotacion, son un interesante blanco de estudio.

Realizar estudios de actividad fosfatasa sobre la linea pDIY-TcPP1r, para confirmar si el tipo de
regulacién que ejerce sobre TcPP1 es de tipo inhibitoria.

Generar un anticuerpo que detecte la proteina TcPP1r enddgena, con el fin de confirmar su loca-
lizacién subcelular.

Realizar ensayos de andlisis de motilidad sobre las lineas sobreexpresantes de TcCMF46, para
identificar si existe un efecto de TcCMF46 sobre la motilidad del flagelo de los parasitos.

Realizar ensayos de estrés osmotico sobre las lineas sobreexpresantes de TcCMF46, para determinar
si hay un efecto en la sobreexpresion de esta proteina ante la respuesta a un estrés hiposmotico.

Generar lineas ”knockout”, tanto de TcPP1r como de TcCMF46, para confirmar los efectos iden-
tificados en nuestros ensayos mediante la pérdida de funcion.
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10. Apéndices

10.1. Controles de IFI de epimastigotas

Para determinar la especificidad de la inmunodeteccion, se realizaron los siguientes controles en
parésitos epimastigotas:

» Dm28c Wild Type (ver Figura 32).
» pTREXn (ver Figura 33).
= pTREXn-TcCMF46HA (ver Figura 35).

La Figura 50 muestra los controles mencionados anteriormente.
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Figura 50 — Control de especificidad de anticuerpos en epimastigotas. (a) Control de especificidad de inmunodeteccién
del tag HA sobre epimastigotas Wild Type de la cepa Dm28c. (b) Control de especificidad de inmunodeteccién de
la proteina TcCMF46 HA sobre epimastigotas pTREXn-TcCMF46HA. Para este caso, se incuba a los parasitos con
el suero pre-inmune (dilucién 1:870) y luego con el anticuerpo secundario anti-Rabbit conjugado a Cy3 (dilucién
1:1000). (c¢) Control de especificidad del anticuerpo anti-Rabbit conjugado a Cy3. En este caso, se incuba a los
pardsitos Uinicamente con el anticuerpo secundario anti-Rabbit conjugado a Cy3 (dilucién 1:1000).
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10.2. Controles de IFI de ensayos de invasion e infeccién en células HeLa

La Figura 52 muestra los controles realizados sobre los siguientes ensayos in vitro

» Infecciones con pTREXn interrogados con suero pre-inmune.
= Infecciones con pTREXn interrogados con el anticuerpo secundario, sin el anticuerpo primario.
= Infecciones con pTREXn-TcCMF46HA interrogados con suero pre-inmune.

s Infecciones con pTREXn-TcCMF46HA interrogados con el anticuerpo secundario, sin el anticuerpo
primario.
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Figura 51 — Control de especificidad de anticuerpos en ensayos in vitro. (a) y (c) Control de especificidad del anti-
cuerpo contra la proteina TcCMF46 en células infectadas con pTREXn y pTREXn-TcCMF46HA, respectivamente.
Se incuba a los parésitos con el suero pre-inmune (dilucién 1:870) y luego con el anticuerpo secundario anti-Rabbit
conjugado a Cy3 (dilucién 1:1000). (b) y (d) Control de especificidad del anticuerpo secundario anti-Rabbit conju-
gado a Cy3 (dilucién 1:1000) en células infectadas con pTREXn y pTREXn-TcCMF46HA, respectivamente. En este
caso, se incuba a los pardsitos tnicamente con el anticuerpo secundario anti-Rabbit conjugado a Alexa 546 (dilucién
1:1000).

120



I U-|:m .
I Uim
I Clim
L l]im

Figura 52 — Control de especificidad de anticuerpos en ensayos in vitro. (a) y (c¢) Control de especificidad del anti-
cuerpo contra la proteina TcCMF46 en células infectadas con pTREXn y pTREXn-TcCMF46HA, respectivamente.
Se incuba a los pardsitos con el suero pre-inmune (dilucién 1:870) y luego con el anticuerpo secundario anti-Rabbit
conjugado a Cy3 (dilucién 1:1000). (b) y (d) Control de especificidad del anticuerpo secundario anti-Rabbit conju-
gado a Cy3 (dilucién 1:1000) en células infectadas con pTREXn y pTREXn-TcCMF46HA, respectivamente. En este
caso, se incuba a los pardsitos tnicamente con el anticuerpo secundario anti-Rabbit conjugado a Alexa 546 (dilucién
1:1000).
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