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Resumen

Las infecciones por Toxoplasma gondii poseen una elevada prevalencia a nivel mundial, se estima que un
tercio de la poblacidon se encuentra afectada por este pardsito. Si bien este parasito no es capaz de
producir la muerte en individuos inmunocompetentes, las infecciones crénicas causan morbilidad y
mortalidad en pacientes inmunocomprometidos, asi como a alteraciones en el desarrollo fetal en
infecciones que se dan durante el embarazo. Ademas, estas infecciones se dan en otros endotermos como
el ganado, produciendo importantes pérdidas en el sector agroindustrial. Su particular ciclo de vida sucede
en una amplia diversidad de hospederos y su capacidad de invadir una gran cantidad de tipos celulares,
hacen que T. gondii sea un organismo que ha colonizado una gran cantidad de ambientes y que posea una
distribucién global.

Su facil cultivo y su maleabilidad genética hacen que sea un buen modelo de laboratorio dentro del filo
Apicomplexa, propiciando asi la comprensidon de mecanismos que se encuentran en otros parasitos del
filo de mayor importancia clinica como lo es Plasmodium falciparum. La busqueda de blancos terapéuticos
contra estos parasitos ha impulsado la investigacidén para una mejor comprension sobre los mecanismos
de replicacion del parasito. El centrosoma cumple un rol central en los procesos de divisién y de regulacion
del ciclo celular, encontrandose ahi un sinnumero de potenciales blancos moleculares que se podrian usar
para interferir con la proliferacion del parasito. En el presente trabajo, se propone validar un modelo de
centrosoma propuesto para T. gondii buscando una aproximacién a la localizacién y dindmica a lo largo
del ciclo celular de potenciales proteinas ortélogas humanas en T. gondii. Para alcanzar el objetivo se
introdujo a través de recombinacion homdloga y tecnologia CRISPR-Cas, el tag 3HA en el extremo C-
terminal del marco de lectura de las proteinas POC1 y PP1, de esta forma se logré observar su localizacion
celular por inmunohistoquimica y microscopia confocal. Mediante la utilizacion de marcadores del ciclo
celular como centrina, se observd la dinamica de expresion a lo largo del ciclo celular y se logré determinar
qgue PP1 adquiere una localizacidn centrosomal en algin momento de la fase G1. En lo que resta del ciclo,
PP1 se localizé en el nucleo como se ha descrito en trabajos anteriores. POC1 no se logré observar en
ningin momento colocalizar con centrina en el centrosoma, sin embargo, se logré describir una
distribucién nuclear alternante entre una distribucion mas general difusa y una mas discreta en
determinadas regiones de la cromatina. Si bien POC1 en la mayoria de los organismos eucariotas es una
proteina involucrada en el proceso de ensamblaje de cilios y flagelos y en el control de la elongacién de
los microtubulos centriolares, en Apicomplejos esta proteina no estaria codificada en su genoma segun
analisis previos de las secuencias génicas realizado por otros autores. Sin embargo, partiendo de las
observaciones del knock-in del homélogo de POC1 en T. gondii, es posible hipotetizar que esta proteina
se encontraba en el ancestro y que sufrio una divergencia funcional a lo largo de la evolucidn,
posiblemente adquiriendo funciones vinculadas la regulacién de la expresion génica con respecto al ciclo
celular.
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1 Introduccion

1.1 Toxoplasma gondii es el agente etioldgico de la toxoplasmosis

En 1908 Nicolle y Manceaux, investigadores del Institut Pasteur de Tunez, encontraron organismos
unicelulares en tejidos del roedor, Ctenodactylus gondii. En principio pensaron que era Leishmania, ya
gue éste era utilizado como modelo para el estudio de la leishmaniasis. Pero al final se dieron cuenta de
que estaban frente a un nuevo organismo, al cual denominaron Toxoplasma gondii. Segun los autores,
“toxo” hace referencia a la forma arqueada del organismo, “plasma” significa vida, y el epiteto proviene
del hospedero en el cual lo encontraron. El mismo afo, en Brasil, Splendore encontré el mismo parasito
en un conejo el cual también pensd erréneamente que era Leishmania (Dubey, 2014).

1.1.1 Taxonomia

Toxoplasma es un miembro del filo Apicomplexa, el cual fue descrito por primera vez por Levine en
1980. Las relaciones filogenéticas del filo Apicomplexa con otros grupos de protozoarios ha sido una
tarea discutida. Actualmente se encuentran comprendidos dentro del reino Protista y a su vez, en
conjunto con los ciliados y los dinoflagelados forman el infra reino (o superfilo) Alveolata, cuyos
miembros comparten un sistema de alvéolos membranoso periférico los cuales en Apicomplejos se
denomina complejo de membrana interno (IMC). Este filo se definié para protozoarios unicelulares con
un IMC y un complejo apical (anillos polares, roptrias, micronemas, conoide y microtubulos
subpeliculares), todos ellos parasitos intracelulares obligados con reproduccion sexual en sus
hospederos definitivos y, reproduccién asexual de estados haploides por fisién binaria, endodiogenia,
endopoligenia y/o esquizogonia en sus hospederos intermediarios, y locomocién que puede ser por
deslizamiento, flexion del cuerpo, crestas longitudinales y/o cilios. (Levine 1980, emend. Adl et al. 2005).
Los Apicomplejos presentan la particularidad de haber evolucionado a partir de organismos
fotosintéticos de vida libre originados por dos eventos subsecuentes de endosimbiosis. La fuerza
impulsora de la posterior divergencia del linaje Apicomplexa es el cambio completo a un estilo de vida
parasitario, esto condujo a reducciones significativas del contenido genético (Woo et al, 2015). Las
proteinas perdidas incluyen proteinas de flagelos y las necesarias para la fotosintesis. Por otro lado, las
proteinas secretoras necesarias para invadir y sobrevivir dentro de un huésped, y un nuevo aparato de
movilidad adaptado a un citoesqueleto multicapa, destacan las funciones adquiridas durante la
evolucidn del filo Apicomplexa (White & Suvorova, 2018).

La diversidad de Apicomplejos es algo que todavia permanece en misterio. Segin Adl, sélo el 0.1% de las
especies de Apicomplejos se han identificado, lo que seria cerca de las 6000 especies descritas sobre un
total estimado de 1.2-10 millones de especies superando a los insectos (Adl et al, 2007). El
endoparasitismo unicelular dificulta el trabajo de elucidacion de su filogenia, ademas de que se conocen
muy pocos rasgos que permitan establecer su filogenia, como pueden ser sus ciclos de vida, estadios o
ultraestructura. Esto, sumado a un muestreo sesgado hacia especies de relevancia para la salud humana
y animal dificulta aun mas la recabacion de datos que permitan hacer reconstrucciones filogenéticas y
taxonomia (Morrison, 2009). Tradicionalmente la clasificacién de los apicomplejos estaba basada en
datos fenotipicos como ciclos de vida, rango de huéspedes, tipos de tejidos que parasitan, caracteristicas
morfoldgicas y ultraestructura. Esta modalidad se sigue considerando ya que no se ha llegado a un



consenso sobre su taxonomia basada en datos moleculares (Adl et al, 2005). Por lo tanto, todavia no
existe una filogenia resuelta y robusta que permita hacer una taxonomia sdélida. Actualmente el filo
Apicomplexa se divide en cuatro grupos: los coccidios, los gregarines, los hemosporidios y los
piroplasmidos (Adl et al, 2005; Sogin & Silberman, 1998). La taxonomia de T. gondii es la siguiente: Filo
Apicomplexa (Levine, 1970), Clase Sporozoasida (Leukart, 1879), Subclase Coccidiasina (Leukart, 1879),
Orden Eimeriorina (Leger, 1911), Familia Toxoplasmatidae (Biocca, 1956) y Género Toxoplasma el cual
contiene una sola especie, T. gondii (Figura 1).
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Figura 1. Arbol filogenético basado en datos moleculares y ultraestructurales. Dentro del superfilo Alveolata se
encuentran los Apicomplejos junto con los Dinoflagelado y los Ciliados. Adaptado de Fehling et al, 2007.

1.1.2 Toxoplasmosis

La toxoplasmosis es una infeccién causada por el protozoo Toxoplasma gondii, siendo una de las
zoonosis mas comunes globalmente que afecta a endotermos (Frenkel, 1988). Se estima que un tercio
de la poblacién mundial ha sido infectada por este parasito (Tenter et al 2000). Los cambios ambientales
producidos por el calentamiento global, la réapida urbanizacién, el crecimiento y aumento de la densidad
poblacional, han cambiado la distribucidn y transmision de enfermedades parasitarias incluida la
toxoplasmosis (Patz et al, 2000). Las elevadas temperaturas y los climas humedos en las regiones
tropicales propician la supervivencia de T. gondii, que junto con encarecidas condiciones sanitarias
hacen que sea mds facil la transmision del parasito. Sin embargo también se ha reportado una alta



seroprevalencia del parasito en latitudes mas altas, como en Europa, el cual viene asociado a cuestiones
culturales como es el consumo de carne poco cocinada.

La transmision de toxoplasmosis adquirida se da por carnivorismo o por la ingesta de ooquistes
provenientes de las heces de felinos infectados (Weinman & Chandler, 1954; Hutchison, 1965), asi como
de manera vertical por via transplacentaria. Se ha demostrado que formas enquistadas de T. gondii que
se encuentran en la carne cruda o poco cocida una vez que son ingeridas, la cobertura que recubre al
quiste se degrada por accion de los jugos gastricos y es liberada una forma del parasito llamada
bradizoito que resiste lo suficiente como para pasar a través del sistema digestivo e infectar al individuo.
En el caso de herviboros, la alta prevalencia se explica por la ingesta de alimentos contaminados con
ooquistes. Los animales que entran en contacto con agua, suelos o vegetales contaminados tienen la
posibilidad de infectarse con T. gondii a través de la ingesta accidental de los ooquistes. Los ooquistes
son formas de resistencia que tiene el parasito y que son liberados en las heces de los félidos. La ingesta
de bradizoitos enquistados en carne junto con la contaminacion de alimentos y ambientes con ooquistes
explica la alta prevalencia de infecciones con T. gondii en humanos y otros animales endotermos. Otra
forma menos frecuente que se ha reportado es a través del transplantes de érganos (Ryning et al, 1979).
En general, se considera que las primoinfecciones son asintomaticas en individuos inmunocompetentes,
y evolucionan a infecciones crénicas latentes. Sin embargo, recientemente se han caracterizado cepas
denominadas “atipicas” que logran establecer infeccién sintomatica y hasta causar la muerte, en
individuos inmunocompetentes. Asi mismo, una infeccién congénita puede ser adquirida luego de una
infeccion materna durante el embarazo. La gravedad de los sintomas depende de la genética de la cepa,
y el estadio del embarazo en el cual se contrae la infeccidn. El espectro de sintomas que pueden darse
en la toxoplasmosis congénita van desde visidon levemente reducida hasta retinocoroiditis con pérdida
total de la visidn, convulsiones, calcificaciones intracerebrales e hidrocefalia en los casos mas severos.
Esta condicidn es Unica de la toxoplasmosis congénita en humanos y no ha sido reportada en otros
animales (Sabin, 1942). En infecciones durante el embarazo de pequefios rumiantes se producen
abortos o alteraciones en el desarrollo fetal. La infeccidon con T. gondii es considerada una de las causas
mas importantes de pérdidas reproductivas en ganado pequefio (Belluco et al., 2016). En el mundo se
han publicado dos estudios reportados en Gran Bretafia y Uruguay sobre el impacto econdmico que
acarrean los abortos en ovinos, en Uruguay se estimaba en el 1993 una pérdida de entre 1.4 y 4.68
millones de ddlares solo teniendo en cuenta los abortos (Freyre et al, 1997).

Las infecciones crdénicas en pacientes inmunocomprometidos son de gran riesgo ya que pueden
reactivarse y conducir a una infeccién aguda produciendo morbilidad y mortalidad. Tal es el caso de los
pacientes con SIDA, cuando aparecid la epidemia en la década de los 80 una de las principales causas de
los decesos fueron cuadros de encefalitis producidos por reactivacién de infecciones con T. gondii
(Porter & Sande, 1992; Luft & Remington, 1983).

1.2 Ciclo de vida

El ciclo de vida de T. gondii a grandes rasgos se puede interpretar como dos ciclos que se solapan: uno
sexual y otro asexual. En estos existen multiples posibilidades que permiten la sobrevida y transmision
del parasito, ya que T. gondii es un organismo que puede prescindir de una u otra etapa para su
transmision y ademas posee un rango de hospedadores muy amplio. En el hospedador definitivo, por
definicion, es donde se da la etapa sexual del ciclo y en este caso ocurre en los félidos. Cualquier



individuo de la familia Felidae puede ser hospedador definitivo para T. gondii. Mientras que el
hospedador intermediario puede ser cualquier célula nucleada de un animal endotermo (mamiferos y
aves) incluido los mismos félidos.

En un ciclo asexual se pueden distinguir dos estadios. El taquizoito es de forma alargada y arqueada, con
un extremo anterior mds agudo y uno posterior. El taquizoito posee varios organelos comunes a otros
tipos celulares como mitocondrias, reticulo endoplasmatico liso y rugoso, aparato de Golgi y un nucleo
central o posterior. Ademas posee organelos especificos de este grupo como el apicoplasto, roptrias,
micronemas y granulos densos, todos ellos implicados en el proceso de invasion de la célula hospedera.
El taquizoito es un estadio facil de cultivar y propagar en lineas celulares de uso frecuente en el
laboratorio, por lo que es el estadio mejor conocido. Como su nombre lo define, taqui- quiere decir que
es la forma mas activa del parasito con una alta tasa proliferativa. Este es capaz de invadir cualquier
célula nucleada de un endotermo mediante un proceso activo y una vez dentro de ella se aloja en una
vacuola denominada vacuola parasitéfora donde queda protegido de ser atacado por las defensas de la
célula (Dubey, 2014). En el interior de la vacuola el parasito se reproduce de forma asexual por
endodiogenia, proceso por el cual se forman dos células hijas dentro de la célula parental, consumiendo
a esta ultima. Los eventos de endodiogenia se dan cada 6 a 8 horas in vitro hasta que la célula hospedera
qgueda llena de parasitos (cerca de 64 a 128 individuos). Por ultimo, ésta es lisada por un mecanismo
activo, denominado “egreso,” liberando los parasitos al medio (Radke & White, 1998; Blader et al,
2015). Esta proliferacion dispara una respuesta inmune produciendo una infeccién aguda en el huésped
la cual expone al pardsito a un ataque por parte del sistema inmune. La forma en que el parasito evita
ser descubierto, es diferencidndose en “bradizoitos” y formar quistes tisulares, siendo la respuesta
inmune la desencadenante de esta diferenciacién. La forma latente de la infeccidn, el bradizoito, es
ligeramente diferente del taquizoito. El bradizoito se encuentra dentro de quistes tisulares mayormente
en el tejido muscular y nervioso del hospedero, constituyendo una infeccidn crénica. Dentro de los
tejidos se incluyen ojos, musculo cardiaco y esquelético, y cerebro; ademds, en menor medida, se
pueden encontrar en drganos viscerales (Sogin & Silberman, 1998). Sin embargo, el bradizoito no es un
organismo estatico, regularmente rompe su vacuola parasitofora (quiste tisular) y lisan su célula
hospedera para invadir nuevas células (Halonen & Weiss, 2013). El bradizoito constituye una estrategia
del pardsito para ocultarse dentro del hospedador sin ser detectado por el sistema inmune, a la espera
de que el individuo sufra una caida en el mismo que propicie la diferenciacién de los bradizoitos en
taquizoitos (reactivacion) permitiendo asi la proliferacion del parasito. Asimismo, los quistes tisulares
pueden ser ingeridos por algin depredador del huésped, los bradizoitos son liberados por las enzimas
del tracto digestivo e infectan el enteroepitelio para posteriormente diferenciarse en taquizoitos y asi
establecer nuevamente una infeccion aguda que se propaga por los distintos tejidos de un nuevo
hospedero. De esta forma se completa la fase asexual del ciclo.

Por otro lado, existe la fase sexual que se da exclusivamente en los félidos. Esta comienza cuando un
gato consume carne o visceras de un animal infectado con quistes tisulares, taquizoitos, o es expuesto
en un ambiente contaminado con ooquistes. El periodo prepatente se define como el intervalo de
tiempo que existe entre que el gato ingiere T. gondii en alguno de sus estadios y libera los ooquistes al
medio, su duracion varia en funcién del estadio del parasito que infecta: de 3 a 10 dias en el caso de
quistes tisulares y de 19 dias o mads en el caso de taquizoitos y ooquistes (Dubey & Frenkel, 1972, 1976;
Dubey, 1996). Los bradizoitos contenidos en los quistes tisulares son liberados por accién de proteasas
presentes en el estdmago e intestino delgado, estos son capaces de resistir el pasaje por el tracto



digestivo hasta llegar al intestino delgado, donde penetran en el enteroepitelio e inician ciclos de
reproduccion sexual y asexual (Dubey & Frenkel, 1972). Dentro de las células epiteliales T. gondii se
diferencia en un nuevo estadio conocido como esquizonte. Este es el nombre que recibe la célula
parental que produce los precursores de los gametos, los merozoitos. A su vez los merozoitos se
diferencian en gametos femeninos y masculinos (macro y microgametos, respectivamente). El gameto
masculino tiene dos flagelos que los utiliza para nadar y llegar al gameto femenino a fecundarlo.
Posteriormente se forma una pared alrededor del gameto fertilizado para dar lugar a la formacién de
ooquistes, estructuras de resistencia que son liberadas al lumen del intestino del gato mediante la
ruptura de las células epiteliales una vez maduros. En el lumen, los ooquistes permanecen sin esporular
hasta que son expulsados con la heces del gato. Una vez en el exterior, los ooquistes esporulan,
dando
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Figura 2. Ciclo de vida de T. gondii. En el mismo se pueden distinguir dos fases. Por un lado una fase asexual en
donde los parasitos se replican clonalmente en cualquier hospedero endotermo, los bradizoitos liberados de los
quistes o esporozoitos de los ooquistes invaden las células del hospedero y se diferencian en taquizoitos para asi
amplificar su poblacion. Luego los mismos vuelven a diferenciarse en bradizoitos y se enquistan, preferentemente
en tejidos del cerebro, higado y musculo. La fase asexual se completa cuando los quistes tisulares son liberados al
medio a través de depredacion e ingesta de la carne contaminada. La fase sexual se da exclusivamente en félidos y
una vez que los bradizoitos llegan al intestino delgado luego de la ingesta de ooquistes presentes en el ambiente o
de carne con quistes, estos se diferencian en taquizoitos o en macro y microgametos. Estos dos ultimos son los
gametocitos que se van a fecundar para dar lugar a un cigoto que, posteriormente se va a diferenciar en ooquiste.
Los mismos son expulsados con las heces del gato y una vez fuera esporulan generando ocho esporozoitos por
ooquiste, que una vez que se distribuyen contaminando el ambiente pueden ser consumidos accidentalmente por



cualquier endotermo incluido los félidos y completando una fase sexual o asexual dependiendo del huésped.
llustracion realizada por Mariana Ruiz Villareal.

lugar a ocho esporozoitos, volviéndose de esta forma infeccioso. La esporulacion es acompafiada de un
cambio en la morfologia del ooquiste de esférico a ovoide. Finalmente, los ooquistes quedan libres en el
ambiente, contaminando el suelo, el agua, plantas, que luego son ingeridos accidentalmente por algin
endotermo, para asi comenzar con una nueva fase asexual o sexual en el caso de los félidos.

Existe un solapamiento donde se pueden cruzar ambos ciclos, como previamente se habia mencionado y
se puede observar en la figura 2. Una posibilidad es la recién mencionada, en donde se produce el
pasaje de ooquistes desde el hospedador definitivo a un hospedador intermediario diferenciandose los
esporozoitos en taquizoitos, penetrando en el organismo a través del intestino y cumpliendo un ciclo
asexual. La otra opcidn es que los quistes tisulares que permanecen en el hospedador intermediario
sean ingeridos por un félido a través de la depredacion, de esta forma se produce el cruce desde un ciclo
asexual con un hospedador intermediario hacia un ciclo sexual con el hospedador definitivo. Los quistes
tisulares son reactivados por los fluidos del tracto digestivo del gato y los bradizoitos liberados se alojan
y diferencian en el enteroepitelio del gato para continuar con el ciclo (Black & Boothroyd, 2000; Dubey,
2014).

1.3 Ciclo litico

En la fase asexual del ciclo de vida de T. gondii los esporozoitos que se diferenciaron a taquizoitos
durante su pasaje por el tracto digestivo de un endotermo, logran colonizar el resto del organismo a
través de la invasién de la célula hospedera, replicandose dentro de ésta y el posterior egreso mediante
la lisis. De esa forma el taquizoito se va propagando entre las células del hospedero mediante sucesivos
ciclos de invasion, replicacion vy lisis, denominado ciclo litico. El ciclo litico y los dafios tisulares que
genera, son los principales protagonistas en una infeccion aguda con T. gondii.

1.3.1 Invasion

Una vez dentro del hospedador, el pardsito es capaz de desplazarse sobre superficies mediante
movimientos de deslizamiento. La ejecucién del movimiento inicia con la exocitosis de micronemas en el
apice conteniendo moléculas de adhesion las cuales se insertan en la membrana del parasito, a su vez
estas proteinas reconocen glucosaminoglicanos de la matriz de las células hospederas. La insercion de
estas moléculas en la membrana anclan en la cara citoplasmatica filamentos de actina que, propulsados
por miosina son deslizados en direccion basal. A medida que el pardsito va avanzando a su paso, en su
region basal se produce la liberacion de la interacciones catalizados por proteasas rhomboid (Brossier et
al, 2005). La invasidn es un proceso activo, que depende de distintos componentes celulares siendo
realizada por el zoito, forma no replicativa que se encuentra fuera de la célula. Al igual que un
taquizoito, es una célula extremadamente polarizada, su extremo apical es el sitio por donde se inicia la
invasién. Este contiene el centro organizador de microtubulos (MTOC) que dirige la dinamica del
citoesqueleto, las roptrias y micronemas, y en el extremo mas apical se encuentra el conoide formado a
partir de un polimero de tubulina que se extiende durante la invasién.

En T. gondii, asi como en todos los apicomplejos, existen organelos secretores exclusivos para la funcion
invasora. Ellos son: roptrias, micronemas y granulos densos; son secretados en dicho orden y el



contenido de ellas estan involucrados en la adhesién, motilidad y formacién de la vacuola parasitéfora
(Striepen et al, 2007). El primer paso es el reconocimiento de la superficie celular por parte del
taquizoito. Este es mediado principalmente por una familia de proteinas ancladas en toda la superficie
del taquizoito denominada SAG1. Estas reconocen proteoglicanos sulfatados de la potencial célula
hospedera (He et al, 2002), sin embargo SAG1 no es la Unica proteina implicada ya que cepas mutantes
Sag  conservan la capacidad de adhesion aunque lo hacen de forma menos eficiente. Seguido del
reconocimiento inicial, se inicia la formacion de interacciones mas estrechas mediante la secrecion de
proteinas contenidas en las micronemas y roptrias en el apice del pardsito, denominadas uniones
moviles (moving junction, MJ). A grandes rasgos, las roptrias secretan proteinas Ilamadas RONs
formando un complejo que atraviesa la membrana y se ancla al citoesqueleto del hospedero. Por otro
lado las micronemas secretan la proteina AMA1 (Straub et al, 2007; Mital et al, 2005) la cual permanece
unida a la superficie del pardsito formando una interaccién cooperativa con el complejo de RONs para
formar la MJ (Kafsack et al, 2007).

Una vez que el pardsito establece contacto con la célula hospedera se forma un anillo sobre la
membrana de la Ultima por el cual el pardsito se transloca. Inmediatamente el pardsito comienza a
invaginar la membrana de la célula hospedera para internalizarse. Como resultado de esta invaginacion
se forma una vacuola que contiene al pardsito durante su estadia intracelular, denominada vacuola
parasitéfora, cuya membrana se origina a partir de la membrana plasmatica del hospedero. Esta
membrana sufre las modificaciones necesarias para la sobrevida del pardsito. Durante la formacién de la
vacuola parasitéfora las MJ cumplen la funcién de excluir proteinas transmembrana de la membrana
precursora de la vacuola y asi evitar el reconocimiento por parte de la maquinaria intracelular
involucrada en el trafico vesicular, que potencialmente podria exocitar la vacuola con los parasitos
(Mordue et al, 1999). La membrana que forma la vacuola parasitéfora tiene la capacidad de reclutar el
reticulo endoplasmatico y las mitocondrias del hospedero (Prochet-Hennere & Nicolas, 1983; Sinai et al,
1997) cubriendo gran parte de la superficie vacuolar externa y estableciendo una intima interaccién que
provee a los pardsitos de factores tréficos (Sinai et al, 1997; Trotter & Voelker, 1994).

1.3.2 Egreso

El egreso tiene varias formas de desencadenarse que van a depender de la presencia o no de una
respuesta inmunoldgica y del estado microambiental celular. El dafio producido por una respuesta de las
células T CD8" citotdxicas sobre la célula huésped conduce a una caida de K* intracelular, lo que
desencadena la salida de los taquizoitos (Persson et al, 2007). Por otro lado, existen mecanismos
independientes de una respuesta inmune que amenace la integridad de la célula hospedera, que se
basan en sensar cambios en la concentracidn de moléculas del ambiente a medida que el parasito se va
replicando. Cuando se llega a determinado umbral de concentracidn (algo que indica que el parasito se
ha dividido lo suficiente) se dispara el mecanismo de egreso mediante lisis celular. Uno de ellos
involucra el acido abscisico (ABA) el cual se va acumulando en la vacuola parasitéfora a medida que el
pardsito se va replicando. Cuando la concentracidon de ABA supera cierto umbral, los pardsitos accionan
el egreso. El 4cido fosfatidico recientemente se ha encontrado de que también cumple un rol similar al
del ABA (Bisio et al, 2019). Se ha propuesto que el mecanismo de sefalizacidon que acciona el egreso esta
mediado por Ca®* y cGMP (Nagamune et al, 2008).



1.4 Polaridad y ultraestructura celular del taquizoito

Debido a su facil cultivo in vitro el taquizoito es una de las formas invasivas de T. gondii mejor estudiada.
Como ya se menciond, el taquizoito posee organelos comunes a otros organismos eucariotas como son
reticulo endoplasmatico, ribosomas, un nucleo rodeado por una envoltura nuclear y una unica
mitocondria de morfologia tubular, siendo este Ultimo un rasgo particular de estos organismos. Por otro
lado, T. gondii tiene estructuras u organelos que son caracteristicos de los apicomplejos, dentro de los
gue se incluyen organelos membranosos como roptrias, micronemas, granulos densos, el apicoplastoy
el peliculo. El apicoplasto surge como una novedad dentro de los Apicomplejos como producto de una
endosimbiosis secundaria, se piensa que este deriva de los cloroplastos de las algas rojas las cuales
fueron fagocitadas por el ancestro de los Apicomplejos. A pesar de ser un vestigio de cloroplasto, los
apicoplastos no tienen actividad fotosintética; en cambio se cree que participan en la sintesis de acidos
grasos e isoprenoides (Roos et al, 2002). Un conjunto de sacos membranosos denominados
individualmente como alvéolos rodea al organismo por debajo de la membrana plasmatica, formando
con esta ultima un complejo que se denomina peliculo, un rasgo comun a todos los alveolados. Los
alvéolos derivan de vesiculas procedentes del sistema reticulo endoplasmatico-Golgi. Los alvéolos
adyacentes se unen para formar un continuo denominado complejo de membrana interna (IMC) que es
interrumpido en el extremo apical, por donde sobresale el conoide, y el extremo basal (Ferguson &
Dubremetz, 2014).

Figura 3. Estructura del taquizoito. En la misma se
pueden observar los organelos secretores con funcién
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1.4.1 Dando forma a la polaridad

La forma del taquizoito es arqueada, con un extremo apical agudo y un extremo basal mas ancho,
determinado por un citoesqueleto de microtubulos corticales que se encuentra nucleado en el apice y se
extiende hasta dos tercios de la longitud de la célula por debajo del IMC. El complejo apical es una
estructura comun a los Apicomplejos constituyendo uno de los dos MTOC que posee el taquizoito,
conocido como el conoide, clave en el proceso de invasidn y proliferacion (Morrissette & Sibley, 2002).
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El conoide es la estructura central sobre el cual esta formado el complejo apical, consiste en un polimero
de tubulina en forma de cinta enrollada en forma espiralada. Durante la replicacién, el primer indicio de
la formacién de las células hijas es la aparicion de sus conoides y sus complejos apicales, los cuales
constituyen el foco por donde se inicia el ensamblaje de sus citoesqueletos (Francia et al, 2012).

1.4.2 Un arsenal exclusivo: micronemas, roptrias y granulos densos

Ademas del conoide como principal elemento mecanico durante la invasion, existen en T. gondii un
juego de organelos membranosos cuyos contenidos estan implicados en el proceso de movilidad,
invasién y establecimiento de la vacuola parasitéfora, como se especificd anteriormente. Las
micronemas, roptrias y granulos densos, son secretados de forma secuencial durante el proceso de
invasion (Sibley, 2003).

Las micronemas se ubican mas apicalmente por detras del conoide, almacenan proteinas ligando que
una vez secretadas mediante la movilizacién del Ca** intracelular, se unen a receptores de la superficie
de la célula hospedera. Estas se denominan conjuntamente como MICs (micronemal) (Lovett & Sibley,
2003). Las MIC se pueden observar mediante microscopia electrénica de barrido como vesiculas
electréon densas.

En direccién mas basal, le siguen la roptrias. De forma alargada, se extienden desde el conoide hacia el
nucleo. Se puede diferenciar una region bulbosa mas ancha hacia el nucleo y una region angosta llamada
cuello hacia el conoide. Su contenido también se observa electron denso, en donde se incluyen
proteinas que una vez secretadas, se unen de forma cooperativa a proteinas procedentes de las
micronemas (AMAs) para asi formar las “moving junctions”, protagonistas del movimiento de
deslizamiento (denominado en inglés “gliding”) que desencadena en una invasion de la célula hospedera
exitosa (Opitz & Soldati, 2002). Ademas las proteinas de las roptrias participan en el reclutamiento de
membrana del hospedero para la formacion de la vacuola parasitofora (Sinai & Joiner, 2001).

Por ultimo, los granulos densos se ubican mas posterior con respecto a las roptrias y micronemas, y a
diferencia de estos ultimos, se ha observado la presencia y secrecion de los mismos de forma continua a
lo largo de su desarrollo intracelular, incluso en estadios no invasivos como el bradizoito (Dubremetz et
al, 1993; Cesbron-Delauw et al, 1996). En base a esto, se ha propuesto que las secrecion de los granulos
densos (GRAs proteins) son relevante para el establecimiento del microambiente dentro de la vacuola
parasitéfora mediante modificaciones de la membrana que contribuyen a la captacién de nutrientes y la
eliminacion de proteinas que dirigen la fusion de los lisosomas (Mercier et al, 2005; Sibley et al, 1995),
ademas otras GRAs se dirigen al citoplasma y al nucleo del huésped, para asi reprogramar vias
regulatorias en pro de facilitar la sobrevida y desarrollo intracelular del parasito (Hakimi, Olias, & Sibley,
2017). Dentro de las modificaciones que introduce el parasito, se encuentra el reclutamiento de las
mitocondrias y del reticulo endoplasmatico del huésped alrededor de la vesicula parasitéfora (Pernas et
al, 2014; Sinai et al, 1997).

1.5 Un organismo modelo del filo Apicomplejos

Dentro del filo Apicomplejo, T. gondii ha demostrado ser un buen modelo representativo. Es una especie
gue se puede mantener y aislar en cultivo facilmente, sin un gran riesgo bioldgico. Una buena eficiencia
en las transfecciones y una dotacion cromosdémica haploide, asi como la secuencia y anotacién de su
genoma, posibilitd que manipulaciones genéticas puedan realizarse (Kim & Weiss, 2004). Mediante
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transfecciéon es posible introducir secuencias de epitopes tags o genes reporteros adyacentes a la
secuencia de una proteina, o la produccién de proteinas heterdlogas. La introduccién de marcaciones
con GFP o epitopes tags como HA (hemaglutinina), c-myc o BB2 (Striepen et al., 1998; Bastin et al., 1996)
ha permitido el rastreo, localizacién y estudio de la biogénesis de proteinas y organelos. Sin embargo, al
ser parasitos intracelulares obligados existe un limitacion en la utilizacion de marcadores de seleccion
gue permitan poner en evidencia a los transfectantes, ya que las drogas empleadas deben lograr
atravesar el ambiente intracelular de la célula hospedera. Se encuentran disponibles cloranfenicol
acetiltransferasa (cat), dihidrofolato reductasa (DHFR), hipoxantina xantina guanina fosforibosil
transferasa (HXGPRT), bleomicina (ble) y triptéfano (trp) (Kim & Weiss, 2004).

Se ha logrado generar sistemas heterdlogos en los cuales se expresan genes de otras especies de
apicomplejos que no se pueden cultivar facilmente o directamente no se puede hacer, y que ademas la
expresion de tales proteinas no puede darse de forma apropiada en otros organismos como bacterias o
levaduras debido a que procesos post traduccionales que determinan su estructura nativa no pueden
darse correctamente. Tal es el caso de Cryptosporidium parvum que hasta recientemente no habia sido
posible cultivarlo in vitro ni transfectarlo, pero mediante la expresion de algunos de sus genes en T.
gondii se did a conocer la funcionalidad y la bioquimica de sus proteinas. Plasmodium, el agente
etioldgico de la malaria, si bien es posible cultivarlo, la generacion de sistemas heterdlogos en T. gondii
gue expresan proteinas del primero podrian ser potenciales sistemas para la generaciéon de vacunas
contra la malaria (Birkholtz et al, 2008; Narayan et al, 2018).

En conclusién, T. gondii posee un fenotipo que se presta para la realizacién de manipulaciones
experimentales, siendo un organismo representativo del filo Apicomplexa por su facil manipulacion.

1.6 Ciclo celular de Toxoplasma

La exploracién del ciclo celular y de divisién celular en parasitos Apicomplejos ha sido un punto clave
para entender los mecanismos de patogénesis, ya que el aumento del numero de pardsitos, producto de
la divisién celular, y la consecuente lisis de la célula hospedera constituye el principal mecanismo a
través del cual estos organismos causan dafo celular y tisular.

El ciclo celular en taquizoitos de T. gondii comienza con la fase G1 (gap 1), que en su principio esta
abocado a la sintesis de proteinas y componentes de los RNAs, seguido de un cambio en la produccién
hacia componentes necesarios para la sintesis de ADN. Al igual que en otros eucariotas, los cromosomas
de Toxoplasma son replicados en la fase S. Luego le sigue una presunta muy acotada o ausente G2. De
todos modos la carencia de un G2 discernible es algo frecuente en eucariotas unicelulares, incluyendo
los apicomplejos. Por ultimo, en la fase M los cromosomas segregan en la mitosis y se forma la progenie
celular (Radke et al, 2001; Striepen et al, 2007). En esta ultima fase es donde existen particularidades en
cuanto a la organizacién nuclear y celular. Existe un mecanismo de mitosis ampliamente usado por la
mayoria de los grupos eucariotas unicelulares, incluidos los Apicomplejos, en donde la mayor parte de la
envoltura nuclear permanece integra a lo largo de toda la mitosis (Speer & Dubey, 1981; Makarova &
Oliferenko, 2016). Este mecanismo recibe el nombre de mitosis semi-cerrada, la apertura de la envoltura
nuclear se da sobre el huso mitético, y posteriormente esta se cierra luego de la mitosis. A diferencia de
lo que ocurre en citocinesis convencional, en donde la divisién fisica de la célula madre es conducida
mecanicamente por un anillo contractil, la citocinesis en organismos Apicomplejos es llevada a cabo por
“budding”. Este consiste en el ensamblaje de las células hijas dentro del citoplasma o sobre la superficie
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de la célula progenitora. En funcion de cdmo se da la reorganizacién celular al momento de generar las
células hijas (budding), se puede distinguir tres mecanismos que se dan en apicomplejos: endodiogenia,
endopoligenia y esquizogonia. Los primeros dos mecanismos tienen en comun que el ensamblaje de las
hijas se da dentro de la célula parental, lo que las diferencia es el nUmero de rondas de replicaciéon del
ADN que se da antes de que se individualice la progenie. La endodiogenia, consiste en una ronda de
duplicacion del ADN y mitosis seguida del ensamblaje de dos células hijas dentro de la célula
progenitora y la posterior citocinesis. En la endopoligenia, la célula del parasito pasa por varias rondas
de replicaciéon sincrénicas del material genético, formando un nucleo poliploide que posteriormente
realizard una ultima ronda de replicacion para asi dar lugar a la gemacion de los nucleos hijos y al
ensamblaje de las células hijas. Por Ultimo, en la esquizogonia, la célula del pardsito se transforma en un
sincitio a través de varias rondas asincrdnicas de mitosis y cariocinesis, salvo la ultima ronda, en donde
todos los nucleos se replican al mismo tiempo para luego dar lugar al ensamblaje en simultaneo de
todas las células hijas la cuales geman desde el plasmalema de la madre (Ferguson et al, 2008).

Una vez que las células hijas se han formado estas emergen de la vacuola parasitéfora lisandola y a la
célula que la contiene. Notablemente, una misma especie dentro del filo tiene la capacidad de
replicarse por multiples mecanismos. El mecanismo de “eleccion” varia segun el nicho celular y la forma
evolutiva en el que se encuentre el pardsito. Toxoplasma realiza endodiogenia y endopoligenia, siendo
el ultimo el mecanismo utilizado en la mayor parte de sus hospederos y estadios de su ciclo de vida.

Los mecanismos de regulacién del ciclo celular en apicomplejos es sujeto de intensa investigacién
actualmente. Es una incognita cémo la célula del parasito sortea los mecanismos de las células
eucariotas para evitar replicar el ADN mas de una vez por ciclo celular. Mas aun, en el caso de la
esquizogonia, en la cual los nucleos se replican de manera asincrénica dentro de un mismo citosol (con
excepcion de la ultima ronda de replicacidn) sugiere que estos no estan sujetos a la regulacion de
factores citosélicos solubles. Por otro lado, es claro que una de las principales caracteristicas de la
division es la habilidad de posponer la citocinesis para dar lugar a varias rondas de replicacién y divisién
nuclear.

Se ha descrito que parte de la regulacién del avance del ciclo celular en apicomplejos es dado por el
complejo formado por el centrosoma y el huso mitético, el cual tiene el poder de controlar de forma
independiente la cariocinesis y la citocinesis por medio de anclajes fisicos. Durante la mitosis los
cromosomas no se condensan en cromatidas individualizadas, la forma en que sortean el problema de la
segregacion es manteniendo de forma permanente durante todo el ciclo celular una union fisica entre
los cromosomas y el centro organizador de microttubulos (MTOC)

Este fendmeno permite explicar la capacidad de los apicomplejos de desacoplar o descoordinar de
manera programada las diferentes fases de su ciclo celular. A su vez, se han descrito quinasas que se
piensa funcionan de manera homodloga a las quinasas dependientes de ciclinas (CDKs), que en
apicomplejos se denominan CRKs (White & Suvorova, 2018). Esta diversidad de mecanismos permiten
controlar la escala de proliferacién. Ademas permiten que a partir de una sola célula se pueda producir
una progenie numerosa, importante durante la propagacion del parasito y la colonizacidon de nuevas
células del hospedero. Esta capacidad de colonizar es la que le otorga una amplia distribucién ambiental
(Francia & Striepen, 2014).
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1.6.1 Regulacion

En un ciclo celular convencional, la principal premisa que lo rige es un evento de duplicacion del material
genético por cada ronda de divisién celular; para ello consta de puntos de control que basicamente
corrobora que funciones como el crecimiento celular, la completa replicacién de los cromosomas y el
correcto anclaje de los cromosomas al huso mitético, se hayan dado. Sobre fines de G1, previo al inicio
de la replicacion los taquizoitos de T. gondii pueden decidir seguir por el camino de una replicacion del
material genético por cada division celular (tal es el caso de la endodiogenia), o realizar varias rondas de
replicacién para luego generar una progenie multiple como en el caso de la endopoligenia y la
ezquizogonia. Se ha demostrado en taquizoitos que el centrosoma, de estructura bipartita, juega un
papel importante en la toma de esta decisidon (Suvorova et al, 2015).

Como es bien conocido, las quinasas dependientes de ciclina (Cdk) son enzimas que fosforilan y activan
proteinas que ejecutan o regulan distintos eventos del ciclo celular de forma ciclica. La actividad ciclica
de las Cdks es regida y activada mediante la formacién de un complejo entre la Cdk y distintos tipos de
ciclinas. La ciclinas, como su nombre lo indica, son sometidas a ciclos de sintesis y degradacion, siendo
esta oscilacién la que pauta la actividad ciclica de la Cdk. En contraste, los niveles de Cdk permanecen
constantes. En funcién de la clase de ciclina que se asocie con la Cdk, se van a establecer los blancos a
fosforilar siendo éstos caracteristicos de cada checkpoint. Un incremento en la actividad Cdk en la
transicién de G2 a M, aumenta la fosforilacién de proteinas en muchas células eucariotas que controlan
la condensacion de los cromosomas, la ruptura de la envoltura nuclear y el ensamblaje del huso
mitético.

En Toxoplasma, el ciclo celular de taquizoitos conserva rasgos topoldgicos que tradicionalmente existen
en otros organismos, aunque no existen los puntos de control que usualmente se observan en células de
mamiferos. Los mecanismos de regulacion usados por Toxoplasma han divergido como producto del
recorte genémico seguido por el surgimiento de novedades durante su expansion gendmica que ha
tenido este filo en el curso de su evolucion. Se han encontrado proteinas ortélogas a las ciclinas y las
quinasas dependientes de ciclina de mamiferos, pero aun no se conocen con precisién sus funciones
(Alvarez & Suvorova, 2017), sin embargo se ha visto que existe un paralelismo en los tipos de
sefializaciéon que son generadas y reconocidas por ortélogos de eucariotas, conduciendo a su vez a
resultados similares (White & Suvorova, 2018). Estudios filogenéticos indican que el ancestro de los
apicomplejos poseyd una maquinaria reguladora basada en una quinasa a la cual se le unian distintos
tipos de ciclinas A-, B- D- y E-. Los mecanismos exclusivos que aparecen en este grupo se encuentran
asociados al centrosoma (Suvorova et al, 2015) y al citoesqueleto (Anderson-White et al, 2012), ambas
estructuras vinculadas a la cariocinesis y al budding respectivamente.

1.7 El centrosoma como componente clave en la regulacidon del ciclo celular: Modelo de centrosoma
en apicomplejos

Un componente clave en la regulacidon del ciclo celular en los apicomplejos es el centrosoma. El
centrosoma es el principal centro organizador de microtubulos (MTOC) en las células eucariotas,
desarrollando funciones criticas en la division celular, movilidad y sefalizacion. Es una estructura que
estuvo presente en el ancestro comun de los eucariotas, pero algunos grupos como las plantas
vasculares y las levaduras lo perdieron.
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1.7.1 El modelo candnico

El modelo candnico de centrosoma es el que se encuentra en las células de mamiferos, siendo este en
el que mejor se ha definido su estructura y funcién. Estan formados por un par de centriolos dispuestos
ortogonalmente uno respecto al otro, rodeados por una compleja nube molecular denominada matriz
pericentriolar (PCM), la cual nuclea y organiza los microtubulos que conforman el citoesqueleto y, en
algunos tipos celulares, los cilios y flagelos. Cada centriolo estd compuesto por nueve tripletes de
microtubulos que se disponen simétricamente formando un cilindro. Cada triplete estad formado por tres
microtubulos que desde el centro hacia la periferia se denominan A, B y C, siendo el microtubulo A el
Unico que estad completo (formado por trece protofilamentos). A su vez los tripletes adyacentes se
conectan a través de un enlace entre el microtibulo Ay el C del siguiente. Se suele distinguir una region
proximal y otra distal, ambas con distintas propiedades. La simetria radial surge durante la biogénesis
del centriolo a partir de una estructura proximal denominada cartwheel (Gonczy, 2012). Se ha visto que
el cartwheel es una estructura conservada a lo largo de diversos taxones. Una seccion transversal de la
region proximal del centriolo revela un tubo central del cual emanan nueve radios que conectan con los
microtubulos A. Criotomografias han revelado la presencia de anillos apilados sobre un eje central de
22nm de diametro aproximadamente y espaciado verticalmente por 8.5nm. Cada anillo acomoda nueve
homodimeros de la proteina SAS-6, la cual es necesaria para el ensamblaje del cartwheel. SAS-6 posee
un dominio N-terminal globular seguido por una extension en coiled-coil y un C-terminal sin estructura
definida. SAS-6 homodimeriza a través de sus coiled-coil y oligomeriza mediante interacciones entre los
dominios N-terminal para formar el anillo de nueve ejes (Azimzadeh & Marshall 2010). Existen varias
razones para postular la idea de que el cartwheel es la estructura en la cual comienza el ensamblaje de
un nuevo centriolo; se ha observado este al inicio del ensamblaje centriolar sin microtibulos. Ademas
los mutantes que carecen de proteinas del cartwheel no son capaces de ensamblar centriolos, o si lo
hacen, su simetria es alterada.

Asi como se puede describir un ciclo celular en donde se producen cambios secuenciales en distintos
componentes celulares, implicito dentro de éste se puede distinguir un ciclo centrosomal que se da en
paralelo (Figura 4). En este se generan los centriolos hijos a partir de los centriolos parentales a través
del reclutamiento secuencial de distintos componentes vinculados al ensamblaje del centriolo naciente,
encontrandose en intima coordinacion y regulacion con el ciclo celular. Esto es un rasgo muy conservado
en la cual existen varias proteinas homdlogas que cumplen las mismas funciones entre las distintas
especies. La duplicacién de los centriolos parte de la generacion de un centriolo hijo tomando como
punto de génesis a un centriolo parental pre-existente. Como resultado, se obtienen dos pares de
centriolos sobre fines de G2, que durante M se separard cada nuevo par por separado para dar lugar a la
formacion del huso mitético. La replicacion semiconservadora del centrosoma le atribuye distintas
propiedades al componente progenitor y al componente sucesor. Alin quedan por ser determinados los
mecanismos que establecen que se dé un evento de replicacién por ciclo celular. El nucleo de Ia
magquinaria necesaria para la biogénesis centriolar aparentemente recae sobre un pequefio nimero de
proteinas. Dentro de las mas relevantes, en células eucariotas superiores, estan la PLK4 (Polo like kinase
4) y SAS-6, siendo critico los niveles de ellas para el ensamblaje (Bettencourt-Dias, 2005; Kratz et al,
2015).

El ciclo comienza en la transicion de G1 a S con la formacidn de un procentriolo adyacente a cada uno de
los centriolos parentales. Este evento es disparado por la PLK4. Como resultado de la actividad se logra
estabilizar y reclutar a SAS-6 en el sitio precursor del futuro centrosoma. Una vez estabilizado SAS-6, se
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dispara la duplicacidn. SAS-6 forma el andamiaje del cartwheel, esencial para el inicio de la formacion de
los procentriolos el cual es acompafiado del reclutamientos de Cep135 y Centrina (Ohta et al, 2002).
Centrina es una proteina que se encuentra en el lumen de los centrosomas (Gonczy, 2012). La
elongacion de los tubulos centriolares se da en paralelo a la formacidon del cartwheel mediante la
polimerizacion de ¥ -tubulina alrededor del andamio del cartwheel en la regién proximal del
procentriolo. La incorporacion de los dimeros de tubulina en el extremo + del centriolo es dada vy
estabilizada por CPAP/SAS4 y Centrobina; mientras que, el control de la longitud del centriolo es el
resultado de moléculas con funciones antagdnicas (Gudi et al, 2011). La eliminacién de CP110 perjudica
el control de la longitud resultando en centriolos mas grandes, por otro lado, la sobreexpresién de Kif24
rescata los efectos producidos por la deleccién de CP110 actuando como despolimerizador de
microtubulos (Kobayashi et al, 2011). También se ha encontrado que los niveles de POC1 se
correlacionan con la longitud centriolar (Azimzadeh et al, 2009). La elongacién final se da sobre G2 y M,
la proteinas que participan son CPAP, POC5 y Ofd1.

Los procentriolos se convierten en centriolos hijas después de haber pasado por la mitosis. Luego las
hijas se diferencian en centriolos madres adquiriendo apéndices distales y subdistales, alcanzando la
madurez en el siguiente ciclo. Los apéndices distales estan involucrados en el reclutamiento de los
cuerpos basales en la membrana durante la ciclogénesis. Los apéndices subdistales estan implicados en
el anclaje y nucleacién de los microttbulos (Kodani et al., 2013).

Algo que es importante mencionar, es que a lo largo del ciclo de duplicacidon se forman y rompen
conexiones entre los centriolos, sea entre centriolos progenitores o entre progenitor y procentriolo,
importantes para la correcta segregacién de los mismos en la mitosis y para la estabilidad del
citoesqueleto. El G1-G2 linker se encuentra formado por tres proteinas: C-Nap1 (aka CEP250) (Fry et al.,
1998), rootletin (Bahe et al, 2005) y LLRC45 (He et al., 2013). La dindmica del linker estd mediada por la
fosforilacidn y desfosforilacion de CEP250 por parte de Nek2 y PP1 respectivamente. La fosforilacion de
CEP250 desencadena su disociacion del linker permitiendo la separacién de los centrosomas mientras
que la actividad antagdnica de PP1 la desfosforila (Fry et al., 1998; Mayor et al, 2002; Mi et al, 2007).

1.7.2 Hacia un modelo de centrosoma en T. gondii

En los taquizoitos se pueden diferenciar dos MTOC, el primero es el formado por el complejo apical en el
conoide, mientras que el centrosoma constituye el segundo. Los centrosomas de T. gondii al igual que
los candnicos, estan formados por un par de centriolos y su duplicacién se da sobre la transicion de G1 a
S. Por otro lado, los centrosomas en apicomplejos difieren en su estructura ya que el par de centriolos
que conforma el centrosoma adquieren una orientaciéon paralela. Asi mismo, cada centriolo esta
formado por singletes de microttbulos en un arreglo de 9 dispuestos simétricamente en un cilindro
bastante mas corto comparado con los candnicos, 250 nm en T. gondii contra 700 nm en una célula
eucariota tipo. Es responsable de la organizacién del huso mitdtico, y es el punto de inicio del
ensamblaje de las células hijas.

Actualmente se conoce la localizacidn de siete proteinas no microtubulares que forman el complejo del
huso mitdtico de taquizoitos: CEP250, CEP250-L1, CEP530, ECR1, Crk5, MORN1, y EB1 (Suvorova et al,
2015; Courjol & Gissot, 2018). MORN1, se localiza solamente en la membrana que forma el centrocono;
pero aun resta por saber como se determina y diferencia esta porcion de membrana (Suvorova et al,
2015). La adicion de un epitope tag a CenH3 (una variante de la histona H3 que se encuentra en los
centrémeros) ha permitido el seguimiento de los cromosomas a lo largo de la mitosis, revelando un
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Figura 4. El ciclo de replicacion centrosomal ocurre en paralelo al ciclo celular. El G1-G2 linker (azul) mantiene los
centriolos parentales unidos a medida que se sintetizan los centriolos hijos durante la fase S, de esta forma
evitdndose que los mismos se separen prematuramente antes de la fase M. La disolucién de la unién durante la
transicion entre G2 y M permite la formacion de polos nucleadores de los husos mitéticos. Adaptado de Nigg y
Stearns, 2011.

punto en la periferia del nucleo donde nuclean todos los centrémeros. No solo durante la mitosis este
punto de nucleacidén existe, sino que persiste a lo largo del ciclo celular, y su localizacion se da cerca del
centrosoma. Puede ser que en esta region del nucleo, la replicacidn y condensaciéon de los centrémeros
sea diferencialmente regulada del resto de la cromatina debido a la proximidad a factores regulatorios
gue estdn asociados al centrosoma. (White & Suvorova, 2018).

1.7.3 Eje centrocono-centrosoma-cinetocoro

Dentro de la organizacion intracelular particular de T. gondii se encuentra el centrocono, una estructura
ligada al nucleo formada por el centrosoma y una porcién diferenciada de la envoltura nuclear. Durante
la mitosis el huso mitético atraviesa la envoltura nuclear a través de poros especializados y enlaza los
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cinetocoros al centrosoma. La envoltura nuclear del centrocono hasta ahora es posible diferenciarla por
la localizacion exclusiva de MORN1, aunque aun resta por saber cdmo se determina y diferencia esta
porcién de envoltura (Suvorova et al, 2015). A su vez, durante la mitosis del taquizoito, los centrosomas
duplicados en S mantienen contacto fisico con los conoides de las células hijas emergentes al comienzo
de sus ensamblajes (la estructura apical de la célula) a través de fibras, que se conocen como fibras
“estriadas” (Francia et al.,, 2012). Las fibras estan compuestas por proteinas que colectivamente se
conocen como SFAs (striated fiber assemblins). Este anclaje fisico durante la mitosis conecta el
centrosoma al conoide de las células hijas emergentes a través de las fibras estriadas, y el centrosoma al
los cromosomas (centrémeros) mediante los husos mitdticos, permaneciendo a lo largo de todo el ciclo
celular. Estos enlaces son importantes para la célula, ya que no condensa sus cromosomas durante la
profase. Los centrémeros se agrupan en una region periférica del nicleo cercana al centrocono durante
todo el ciclo celular, aunque aun no se conoce su naturaleza, se especula de la existencia de alguna
interaccion con la envoltura nuclear mas que de un huso de microtubulos (Brooks et al, 2011; Francia &
Striepen, 2014). Por tanto este mecanismo le permitiria mantener un conteo de los cromosomas y una
correcta segregacion de los mismos, sobre todo en estadios poliploides. Se ha demostrado que la
disrupcién de las fibras estriadas impide que la célula realice citocinesis pero no la mitosis. Esto revela la
importancia de los anclajes fisicos de los cromosomas ante la ausencia de check points (Francia et al.,
2012).

1.7.4 Aspectos regulatorios del centrosoma

Desde un aspecto regulatorio, se ha sugerido que los centrosomas de T. gondii estan organizados en dos
dominios, un dominio interno y un dominio externo, los cuales estarian involucrados en la regulacién de
la mitosis y el inicio de la citocinesis, respectivamente (Suvorova et al., 2015). Ambos dominios se
encontrarian en los extremos opuestos de los centriolos con entidades moleculares distintas, estando el
dominio interno orientado hacia el nucleo celular y el dominio externo hacia el citosol. Esta organizacion
le permitiria al pardsito controlar separadamente los eventos de mitosis y citocinesis, permitiéndole
determinar cual mecanismo de replicacion va a utilizar (Francia & Striepen, 2014; Suvorova et al., 2015).
Los distintos componentes moleculares de los dominios y el rol que cumplen cada uno de ellos a lo largo
del ciclo celular alin no se conocen completamente.

1.7.5 Diseccionando la ultraestructura

En una publicacion de Morlon-Guyot y colaboradores en 2017 se propone un modelo de centrosoma
para T. gondii en donde, basados en la identificacion in silico, se describe la localizacidon de potenciales
proteinas ortélogas con respecto a las de mamiferos en distintas localizaciones centriolares como son, el
lumen, los microtubulos, los apéndices, los conectores y la matriz pericentriolar. A nivel del lumen, se ha
identificado ortélogos de SAS-6, TgSAS-6 (de Leon et al., 2013; Hodges et al., 2010; Suvorova et al., 2015)
y de Centrina 1, 2 y 3 (Hu, 2008; Hu et al., 2006), importantes para la génesis centriolar. En lo que
respecta a los microtubulos, existe un alto nivel de similitud de las secuencias de tubulinas de
protozoarios y vertebrados, sin embargo en el taquizoito la tubulina exhibe modificaciones
postraduccionales que no se encuentran en otros organismos. Estas particularidades sugieren que las
mismas coordinen interacciones criticas para estructuras especializadas como el conoide (Morlon-Guyot
et al.,2017). En tanto a los apéndices que se adquieren durante la maduracién, como se mencioné
previamente se pueden distinguir apéndices distales y subdistales con funciones diferenciadas. En el
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genoma de T. gondii se ha identificado ortélogos de apéndices subdistales de centriolin, CEP170, Kif24, y
EB1 (Morlon-Guyot et al.,2017), cuyas funciones presuntamente estan involucradas en el anclaje de los
microtubulos. Mientras que para los apéndices distales, se encontré solamente un ortélogo: CEP164,
para el cual se ha propuesto que es necesario para el ensamblaje del apéndice distal y el anclaje del
cuerpo basal (Morrissette, 2015). Por ultimo, en la conexiéon G1-G2 linker que existe entre los centriolos
madre e hija de mamiferos, se encontrd efectivamente un ortélogo para CEP250 y un juego de proteinas
“CEP250-like” de localizacion centrosomal pero de funciones aun no definidas (Suvorova et al., 2015).
Ademds el genoma parece codificar para Nek2 y PP1, cuyas funciones en la modulacién de la
polimerizacion del G1-G2 linker en mamiferos, son antagdnicas.

Aun resta mucho por saber acerca de quiénes son los actores que componen y llevan a cabo la dindmica
centrosomal, es posible que muchas de las funciones que quedan por resolverse estén siendo llevadas a
cabo por mecanismos divergentes, proteinas no homdlogas filogenéticamente que si adquirieron
homologia funcional respecto a las proteinas centrosomales de mamiferos. De hecho, en el trabajo de
Morlon-Guyot y colaboradores, sostienen que cerca del 60% de las proteinas expresadas por parasitos
apicomplejos son denominadas como hipotéticas debido a que carecen de una clara homologia con
proteinas de funcion conocida.

1.8 Planteo del trabajo

En conclusidn, se sabe que la divisibn es un mecanismo de patogénesis, que es divergente
mecanisticamente, y que su regulacion se basa en mecanismos diferentes a los utilizados por las células
animales. Se sabe ademads que el centrosoma se encuentra al centro de estos procesos por tanto es
relevante su caracterizacion desde aspectos genéticos, funcionales y estructurales. A partir de la
secuencia del genoma de T. gondii se ha identificado una coleccidén de secuencias que tienen cierto nivel
de homologia con genes centrosomales humanos, por lo que se especula que estas codifican para
proteinas ortélogas que cumplen la misma funcion pero que difieren en sus secuencias nucleotidicas
gue las codifican. Estas diferencias adquieren relevancia ya que le aportan al centrosoma y a la division
celular de T. gondii el caracter de divergente con respecto a otros organismos no apicomplejos, siendo
posibles blancos para atacar la reproduccion del parasito.

En el modelo propuesto por Morlon-Guyot y colaboradores se enlistan una serie de proteinas ortélogas
y su potencial ubicacion y funcion en el centrosoma de T. gondii basado en el andlisis bioinformatico de
datos provenientes de secuenciacion. Mediante estrategia de genética reversa, en este trabajo se
propone el marcado de los potenciales ortélogos con un epitope tag que permitird identificar la
localizacién de algunas de las proteinas de este modelo por inmunofluorescencia. Se le proporcionard a
células de T. gondii un fragmento del extremo 3’ del potencial ortélogo (inserto) el cual tiene fusionado
el epitope tag, esperdndose de esta forma que se incorpore en el genoma (knock-in) mediante
recombinacion homologa. Para llevar a cabo esto, se emplearan cepas de T. gondii carentes del sistema
de reparacién del ADN por recombinacién no homodloga (NHEJ, Non-homologous end joining) y la
tecnologia de CRISPR-Cas que va a permitir mejorar la eficiencia de recombinacién. Se ligard el inserto
en vectores LIC (Ligation independent cloning), el cual proporciona el epitope tag, y su co-transfeccion
con el vector de CRISPR en cepas de T. gondii sensibles al cloranfenicol, permitiran seleccionar a los
transfectantes. Se espera que los transfectantes incorporen en su genoma el inserto con el tag y

17



expresen la proteina tagueada, de esta forma es posible visualizarlas empleando inmunofluorescencia y
asi determinar si su localizacion es centrosomal u otra.

1.8.1 Objetivos generales

El objetivo general de este trabajo se enmarca en la validaciéon del modelo de centrosoma propuesto y
mds especificamente, en lograr una aproximacion a la localizaciéon y dindmica a lo largo del ciclo celular
de determinadas proteinas ortdlogas potenciales. Partiendo de la hipdtesis de que los ortélogos de
genes humanos que se encontraron en el genoma de T. gondii si codifican para proteinas centrosomales
o al menos estén implicadas en la dindmica centrosomal.

1.8.2 Objetivos especificos

- Clonar el fragmento 3’ de la secuencia codificante de los genes ortélogos de PP1 y Pocl en el
vector LIC (del inglés ligation independent cloning).

- Generar los vectores de CRISPR con las respectivas guias para PP1 y Pocl por mutagénesis.

- Producir parasitos transgénicos que por recombinacién homadloga incorporen el inserto con el
epitope tag proporcionado por el vector LIC.

- Determinar la localizacién y dinamica de expresion durante el ciclo celular del PP1 y Pocl por
ensayos de inmunofluorescencia.
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2 Materiales y métodos

2.1 Clonacion en el vector pLIC_3HA_CAT

La primera estrategia llevada a cabo consistié en la clonacion de fragmentos de la regién 3’ de los genes
homdlogos de PP1 y POC1 en el vector pLIC_3HA_CAT (Figura 5). Tal como se muestra en la Figura 5A los
insertos fueron amplificados a partir de ADN gendmico vy ligados al vector pLIC_3HA CAT a través de la
generacion de extremos cohesivos creados por la actividad exonucleasa de la enzima T4 DNA
Polimerasa. La estrategia de clonacion independiente de ligacién (LIC) permite la incorporacion de un
inserto, en este caso el fragmento 3’ de los homdlogos de PP1y POC1, en un vector sin la necesidad de
emplear ligasa para el cierre de las mellas, en cambio se utiliza los mecanismos intrinsecos de las
bacterias donde se transforma el vector luego de haber hibridado el inserto al mismo. El vector
pLIC_3HA_CAT posee un sitio de inicio de replicacién para E. coli el cual es empleado para replicar el
vector dentro de la bacteria, donde las subsiguientes copias generadas del mismo poseen la mella
cerrada por defecto. Si bien el cierre de las mellas se da dentro de las bacterias, la hibridacién del inserto
al vector se da a través de extremos cohesivos generados por la actividad exonucleasa de la enzima T4
DNA Polimerasa sobre los fragmentos LIC. Dichos fragmentos son incorporados en el inserto durante el
paso de amplificacién por PCR a través de primers que poseen en su secuencia tal fragmento. Los
fragmentos LIC del inserto no poseen residuos de guanina en la hebra complementaria. La incorporacion
de dCTP en una mezcla de reaccién con el inserto limita la actividad exonucleasa al primer residuo de
guanina complementario, donde la actividad de polimerizacidn y exonucleasa de la enzima se equilibran
(Figura 5A). El vector pLIC_3HA_CAT posee en su secuencia fragmentos LIC que son complementarios a
los del inserto y entre medio de ambos se tiene un sitio de restriccion para Pacl el cual es usado para
linealizar el vector previo al tratamiento con la T4. Para el tratamiento del vector es andlogo pero de
forma opuesta: el empleo de dGTP en la mezcla hace que las actividades se equilibren cuando la enzima
se topa con el primer residuo de citosina complementario.

De esa forma se obtienen un inserto y un vector con fragmentos LIC cohesivos que hibridan, los
fragmentos hibridados poseen cuatro mellas que son reparadas luego de la transformacion en E. coli
(parte C, figura 5). Luego de la transformacion las bacterias son puestas en cultivo y se seleccionan las
colonias que incorporaron el vector con el inserto a través de colony PCR (parte D, figura 5).

2.1.1 Amplificacion por PCR de los insertos

Para la obtencion de los insertos de TgPP1 y de TgPocl los mismos se amplificaron con los primers
LIC_PP1 forward y LIC_PP1 revese para TgPP1l y LIC_Pocl forward y LIC_Pocl_reverse para TgPocl
(Tabla 1) generados a partir de las secuencias de los genes obtenidas en la base de datos Toxodb. La
amplificacion se realizé con Phusion High-Fidelity DNA Polymerase (Thermo Scientific, USA) siguiendo las
indicaciones del fabricante. Las temperaturas de annealing para TgPP1 y de TgPocl fueron 67 y 68°C
para cada par respectivamente y la extensiéon de 30s. Se corrieron los productos de PCR en gel de
agarosa 1% a 75V durante 45 minutos. La extraccion de los insertos del gel se realizé con Pure Link Quick
Gel Extraction Kit (Thermo Fisher Scientific, USA) siguiendo las indicaciones del producto.
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Figura 5. Estrategia LIC para la clonacion de segmentos de los genes homadlogos de PP1y POC1 en T. gondii. En la
figura se indica como “inserto” al segmento de gen el cual una vez amplificado por PCR con los primers LIC Reverse
y LIC Forward queda flanqueado por los fragmentos LIC, necesarios para esta estrategia de clonado.

2.1.2 Construccion de los vectores pLIC_PP1 y pLIC POC1

A los insertos extraidos se les realizd una digestion con T4 DNA polimerasa (Thermo, USA) la cual
mediante su actividad 3’ — 5’ exonucleasa crea extremos solapantes en presencia de dCTP. Se
montaron reacciones en hielo de 20uL con 2uL de buffer 10x, 1uL de DTT, 0.8uL de dCTP 100mM, 0.5uL
de T4 DNA polimerasa, 10.7uL de agua y 5uL de inserto. La reaccion se llevd a cabo en un termociclador
en un ciclo de 30 minutos a 22°C, 20 minutos a 75°C y por ultimo se mantuvo a 4°C.

Al vector pLIC_3HA_CAT (Huynh & Carruthers, 2009) se lo linearizé con Pacl (New England Biolabs, USA)
en un volumen de reaccion de 200uL: 1pulL de Pacl, 20uL de buffer 10x, vector LIC csp una concentracidn
en reaccion de 880ng/uL y agua csp 200puL. Se incubd ON a 37°C. Siguiente, se realizo la extraccion del
vector en fenol:cloroformo:alcohol isoamilico 25:24:1 (Sigma, USA) precipitandose en etanol absoluto
(Dorwil, Argentina) y acetato de sodio 0.3M pH5. La digestién de los extremos se realizé en iguales
condiciones que para los insertos, salvo que el volumen de reaccion es el triple y se usan dGTP en vez de
dCTP. Para el annealing se mezcld en hielo 1L de vector tratado con 2uL de inserto y se lo incubd a 22°C
durante 10 minutos, luego se le afiadié 1uL de EDTA 25mM incubandose por 5 minutos mas.
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Al vector ligado se lo transformd en bacterias quimiocompetentes de la cepa de E. coli DH5- ¢ vy se
selecciond las colonias con ampicilina 100pg/mL (Sigma, USA). Las colonias transformantes se
seleccionaron por colony PCR (Figura 5D) utilizando los primers forward de cada inserto y el HA reverse
(que corresponde al epitope tag HA codificado en el vector; Tabla 1) en MangoMix (Bioline, UK)
siguiendo las condiciones de reaccién establecidas por el fabricante.

2.2 Mutagénesis del vector pSAG1::Cas9-U6::sgUPRT

2.2.1 Introduccion de las guias en los vectores de CRISPR por mutagénesis

La insercidon de las secuencias de gRNA para PP1 y Pocl en el vector pSAG1::Cas9-U6::sgUPRT (Brown &
Sibley, 2014; Addgene: #54467) se realizé utilizando Q5® Site-Directed Mutagenesis Kit (New England
Biolabs, USA) de acuerdo a las indicaciones del fabricante (Figura 6A). Para la insercion de la guia de PP1
se uso el primer sg PP1 forward, para POC1 sg Pocl forward y el primer reverso genérico U6 en
ambos casos (Tabla 1). En el disefio de las guias se utilizé la herramienta Eukaryotic Pathogen CRISPR
guide RNA/DNA Design Tool disponible en la web (Peng & Tarleton, 2015) y se seleccionaron las guias
con mejor score. La temperatura de annealing fue de 60°C para ambos casos y una extensién de 5
minutos. El producto de PCR se lo digirié con nucleasa KLD durante 5 minutos a RT y se transformé 5ulL
en E. coli DH5- & quimiocompetentes en placas de agar-LB en seleccién con ampicilina 0.1pg/uL (Sigma,
USA).
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Figura 6. (A) Generacion del vector pSAG1::Cas9-U6::sgPP1 y pSAG1::Cas9-U6::sgPOC1 mediante inserciéon de las
secuencias codificantes de ARNg por PCR. (B) Evaluacion de las colonias transformantes por colony PCR. En la
misma se intenta corroborar que las colonias examinadas tengan incorporado la secuencia de la guia (que se
proporciond en el primer forward) a través de una PCR donde se incluyen el primer forward anteriormente usado
en la mutagénesis y el primer M13 reverso, el cual hibrida en una secuencia rio abajo del sitio de insercion de la
guia en el vector.
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La seleccion definitiva de los transformantes se realizé por colony PCR en MangoMix (Figura 5B). Los
primers sg_PP1_forward sg POC1 _forward y M13_reverse (Tabla 1) fueron empleados para detectar la
insercion de las secuencias de los gRNA en pSAG.

2.2.2 Secuenciacion de pSAG1::Cas9-U6::sgPP1 y pSAG1::Cas9-U6::sqPOC1

Se enviaron a secuenciar en la plataforma tecnoldgica de la Unidad de Biologia Molecular del Institut
Pasteur las regiones de los gRNA en pSAG a partir de minipreparaciones (PureLink™ Quick Plasmid
Miniprep Kit Invitrogen, USA) por método de Sanger (Applied Biosystems, USA) empleando el primer
M13_reverse cuya secuencia se encuentra rio abajo del sitio de clonacidn del ARN guia en el vector
pSAG1::Cas9-U6::sgUPRT.

2.3 Transfeccidn, cultivo y microscopia

2.3.1 Cultivo de los pardsitos

La cepa Aku80-HXG (Huynh & Carruthers, 2009) fue cultivada por pasajes seriales en la linea celular
VERO mantenidas en DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium) con penicilina-estreptomicina y
complementado con 5% de suero fetal bovino y L-glutamina 0.5 mM (Gibco, USA) a 37°Cy 5% de CO,.

2.3.2 Transfeccion y cultivo

Para la obtencién de cantidades suficientes de ADN para la transfecciones, se realizaron maxipreps de
los vectores. Los vectores pLIC_PP1 3HA, pLIC_Pocl 3HA vy sus corresondientes pSAG1::Cas9-U6::sg
fueron transformados en E. coli DH5- & y cultivados ON a 37°C en 100 mL de LB con ampicilina 0.1 pg/uL
(Sigma, USA) y posteriormente fueron purificados los vectores empleando PureLink™ HiPure Plasmid
Maxiprep Kit (Invitrogen, USA) siguiendo las indicaciones del proveedor. Previo a la transfeccién, 100 ug
de cada vector LIC fue linealizado con EcoRV (Roche, Suiza) en incubacion a 37°C ON, posteriormente se
precipitaron con etanol absoluto y 1:10 de acetato de sodio 3M, pH5. Se dejé en etanol 70% hasta su
utilizacion y se resuspendié en citomix (2 mM EDTA, 120 m M KCl, 0.15 mM CaCl,, 10 mM
K,HPO,/KH,PO,, 25 mM HEPES, 5 mM MgCl,; pH 7.6) al momento de transfectar.

Los parasitos fueron colectados, filtrados, centrifugados, lavados y resuspendidos en citomix buffer.
Posteriormente los parasitos fueron contabilizados usando una cdamara de Neubauer (nimeros de
parasitos en la camara: promedio de parasitos contados por cuadrante x 10* x factor de dilucién), y
llevados a una concentracién de entre 5x10” y 1x108 parasitos cada 700 pL de citomix. 100 ug/100 plL de
DNA (partes iguales de pLIC-PP1 y pSAG-PP1 o pLIC-Pocl y pSAG-Pocl) fueron electroporados en 700 pL
de parasitos empleando un electroporador BTX Electro Cell Manipulator 600 (2.5 A, 24 ohm, 2.0 kV),
luego fueron colocados en cultivo ON sin seleccién. Al dia siguiente, a los transformantes se les cambié
el medio por uno con cloranfenicol 1:5000. Las lineas de parasitos fueron mantenidas por pasajes en la
linea celular VERO.

Se chequed por PCR la insercion de los insertos con el tag en el genoma. Para ello, se usaron los primers
HA reverse, PP1 screen forward, y Pocl screen forward (Tm 52.5°C, extensidn 2 min) (tabla 1).
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2.3.3 Identificacion de la localizacion de PPl y POC1 por inmunofluorescencia y cuantificacion

Los parasitos recién transfectados fueron inoculados en células VERO sobre cubreobjetos colocados en
el fondo de placas de 24 pocillos. Se dejaron en cultivo y se fijaron en formol 4% en PBS 1x (20 min, RT)
luego de 24, 48 y 72 horas post transfeccion. El bloqueo se realizé con BSA 3% (Sigma) en PBS (15 min,
RT) y la permeabilizacion con BSA 3% en PBS y Triton 0.02% (Sigma) (20 min RT). Para la
inmunomarcacion se emplearon los anticuerpos primarios: ratén anti-centrina 1:1000 (Millipore), raton
anti-IMC-1 1:500 obsequio de Gary Ward, University of Vermont (Mann, & Beckers, 2001), conejo
anti-MORN1 1:100 obsequio de Boris Striepen, University of Pennsylvania (Kono, 2013), en
preparaciones por separado en conjunto con ratén anti-HA 1:200 (Santa Cruz Biotechnology) o conejo
anti-HA (1:200, Cell Signaling Technology) de tal forma de que cada pareja de anticuerpos no tengan la
misma procedencia. Seguido de los anticuerpos secundarios: Alexa488 conjugado a cabra anti-conejo
(1:2000, Invitrogen) 'y Cy3 conjugado a conejo anti-ratébn  (1:1000, Invitrogen).
4,6-diamidino-2-phenylindol (DAPI) es incluido en el medio de montaje (Fluoroshield™ with DAPI,
Sigma), el cual una vez montado en el portaobjetos, permite visualizar los nucleos.

Las adquisiciones de imagenes se realizaron en un microscopio confocal Zeiss LSM 880, el objetivo usado
fue Plan Apochromat 63x/1.4 Oil y los canales empleados fueron: Alexa488 excitacion 488 nm, emisidn
526 nm, Cy3 excitacién 561 nm, emisidn 624 nm, DAPI excitacién 405 nm, emisién 459 nm.

La cuantificacién de las células marcadas se realizd en base al total de adquisiciones que se obtuvieron
por microscopia confocal. Se contabilizaron el nimero de parasitos marcados con anti-HA vy totales por
vacuola, la localizacién de la marcacién con respecto a la co-marcacion y a DAPI, asi como el niUmero de
pardsitos por vacuola y sus nimeros de centrosomas por parasito para cultivos de la cepa salvaje. Para la
co-marcacion con centrina se contabilizé si la sefial de HA se superponia con la de centrina y el nUmero
de centrosomas (una o dos sefiales de centrina por parasito). Los datos se graficaron en Microsoft Excel
(Microsoft, USA).

2.4 Clonacién del cDNA de PP1y POC1 en pGEM-T

2.4.1 Obtencion de ARNs de pardsitos con Trizol

La extraccién de RNAs se realizd a partir de una botella T25 con pardsitos extracelulares cultivados en
células VERO, utilizando para ello TRIzol™ Reagent (Invitrogen, USA) siguiendo las indicaciones del
fabricante.

2.4.2 Generacion de los ADNc por tratamiento con transcriptasa reversa

Para la generacién de cDNAs a partir del ARN obtenido de la extraccidn con Trizol, se realizé la
transcripcion reversa con M-MLV Reverse Transcriptase (Invitrogen, USA) siguiendo las indicaciones del
fabricante. En la sintesis de la primera hebra se utilizaron oligo dT 500ug/mL, y para la reaccién de PCR
se emplearon los pares de primers PP1_cDNA_Pstl forward y PP1_cDNA_Pacl_reverse para PP1 Y
POC1_cDNA_Pstl_forward y POC1_cDNA_Pacl_reverse para POC1, en donde las bases subrayadas
indican los sitios de restriccion para Pstl y Pacl necesarios para la clonacidon en pMyc (tabla 1). Para la
PCR se us6 GoTag® DNA Polymerase (Promega, USA). La temperatura de annealing fue de 55°Cy la
extensién de 1 min.
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2.4.3 Clonacion en pGEM

Los cDNA de PP1y de POC1 obtenidos por PCR se clonaron en el vector pGEM-T (Promega, USA) para asi
secuenciar los insertos. Para la ligacién se incubd durante una hora a RT en reacciones de 5 pl para
respectivo inserto: 0.5 pL de pGEM vector (Promega, USA), 1.5 plL de producto de PCR, 0.5 uL de T4 DNA
Ligase, 2.5 uL de Buffer T4 DNA Ligase 2x (Thermo, USA). A los productos de la ligacidn se lo transformé
en células de E. coli DH5-@ quimiocompetentes se inoculd en placas de agar-LB en seleccidon con
ampicilina 0.1 pg/uL (Sigma, USA) y seleccidn blanco-azul Xgal e IPTG. Se seleccionaron colonias blancas
y se inocularon en LB para realizar minipreparaciones (PureLink™ Quick Plasmid Miniprep Kit Invitrogen,
USA). Posteriormente, se enviaron a secuenciar las distintas poblaciones y se seleccionaron las que
conservaban las secuencias de cDNA intactas. Con las mismas se inocularon cultivos de E. coli DH5-
quimiocompetentes en 100 mL de LB en seleccion con ampicilina 0.1 pg/ulL y se incubaron ON a 37°C
con agitacion, para realizar maxipreparaciones (PureLink™ HiPure Plasmid Maxiprep Kit, Invitrogen, USA)
de las distintas poblaciones.

En paralelo se realizd la transformacién y la maxi preparacién del vector pMyc en las mismas
condiciones que las usadas para los vectores de pGEM.

Se realizé la digestion de pGEM_PP1 y de pGEM_POC1 con Pacl y Pstl para posteriormente subclonarlo
en pMyc. Se montaron reacciones de 50 pL con 1 pL de Pacl, 1 yL de Pstl, 5 pL de buffer Cut Smart (NEB,
US) v 1 ug de plasmido, se incubd 1 hs a 37°C. Luego se corrieron los productos de digestion en un gel de
agarosa al 1% con bromuro de etidio durante 20 min a 100 V.

Tabla 1. Secuencias de los primers usados. En minuscula se representa las regiones de los primers LIC que se
complementan con el sitio de clonado del vector. Las bases subrayadas indican sitios de restriccion.

Primer Secuencia Tm*°C
LIC_PP1_forward tacttccaatccaatttaatgcaCACAGAGGCTGAGATTCG 64
LIC_PP1_revese tcctecacttccaattttagc TTTGGCCATGCCTTTCTTC 65.9
LIC_POC1_forward tacttccaatccaatttaatgcaCAATTgatatcgctgegacccag 65.6
LIC_POC1_reverse tcctecacttccaattttagcCGCGGTCACTTGCTCTGAAG 68.2
LIC_SAS6_forward tacttccaatccaatttaatgcaCTCTGATGAGAACATCTCTCGAAGAAGG 65
LIC_SAS6_reverse tcctecacttecaattttagcACGCGGCTGTCGCGCCGCCGAGCTC 74.4
LIC_CEP250L1_forward tacttccaatccaatttaatgcaGAGAGACCGAAGGAATACAGATATCTGG 64.7
LIC_CEP250L1_reverse tcctecacttccaattttagcTCGCCCCGAAAGCGACGACTTTCCC 70.6
LIC_Kif24_forward tacttccaatccaatttaatgcaCAGCAATTGATCGAAGGGACACATGC 66.4
LIC_Kif24_reverse tcctccacttccaattttagcCGCAGAAATCCCGCTCTCT 68.1
LIC_CEP120_forward tacttccaatccaatttaatgcaCAATTGTGTTGCACCTACAGAACG 64.9
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LIC_CEP120_reverse
LIC_Ninein_forward
LIC_Ninein_reverse
LIC_CEP170_forward
LIC_CEP170_reverse
HA_reverse
sg_PP1_forward
sg_POC1_forward

ue6

M13_reverse

PP1 screen forward
POC1_screen forward
PP1_cDNA_Pstl_forward
PP1_cDNA_Pacl_reverse
POC1_cDNA_Pstl_forward

POC1_cDNA_Pacl_reverse

tcctecacttecaattttagcAAGGCTCTCTGCCGACGATT
tacttccaatccaatttaatgcaCATTGTTCTGCAGCAGCGGCACA
tcctecacttecaattttagcGCCTCCGCTGCTGCTGAAAAGAT
tacttccaatccaatttaatgcaCATTGCAGTTCTGCAGTTTCGACG
tcctecacttecaattttagcGTCCTCTGTCGACTGCCCT
TTAGGCATAATCTGGAACATCG
GGCACTCTCCGTCGTTTATTGTTTTAGAGCTAGAAATAGC
GTCGACTGGCGCCGACTTACGGTTTTAGAGCTAGAAATAGC
AACTTGACATCCCCATTTAC

CAGGAAACAGCTATGACCATG

CTG GTGTCCGCATTG TAT CA

TGC AGG TGT GTC CTG TCA AT

CTG CAGAAATGG TGT CATTAGACGTCG A

TTAATT AATTATTTG GCCATG CCTTTCT

CTG CAG AAATGT CGG GTG AAT CTC CCC

TTA ATT AAT TAC GCG GTC ACT TGC TCT

67.9

67.9

69.5

65.8

68.8

52.5

62.9

66.7

50.2

55

56.8

60.3

54.2

63.6

57.4
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3 Resultados

3.1 Generacidn de los knock-in en parasitos

El presente trabajo se propuso generar un knock-in en poblaciones de parasitos de T. gondii para que
expresen las proteinas ortdlogas PP1 y POC1 marcadas con un epitope tag y asi poder determinar su
localizacién por inmunofluorescencia. Estas proteinas y su hipotética localizacidon centrosomal surgen
del analisis bioinformatico donde se compard secuencias del genoma de T. gondii contra el genoma
humano del cual se propuso un modelo centrosomal para el mencionado pardsito en donde estdn
incluidas las proteinas involucradas en este trabajo. Para la generacion de los knock-in en los parasitos
se utilizé la herramienta de edicién génica CRISPR-Cas, la cual permite aumentar la eficiencia de
recombinacion homéloga en el proceso de reparacién del ADN. La endonucleasa Cas9 de este sistema
cliva en determinada secuencia que reconoce con la ayuda de un ARN guia (ARNg) que tiene
incorporado en la holoenzima. Este corte generado en una secuencia de interés, en este caso en la
region 3’ de los genes ortdlogos, va a permitir que se dé la reparacién por recombinacién homologa al
proporcionarle al organismo una secuencia del mismo gen. Esta estrategia también es posible gracias a
la cepa empleada de T. gondii, la cual tiene depletado el gen para la proteina ku80, responsable del
mecanismo de reparacion del ADN independiente de secuencias homadlogas (NHEJ). Por lo tanto la cepa
Aku80 no va a ser capaz de reparar su ADN por mecanismos independientes de la recombinacion
homaloga, siendo este ultimo el mecanismo empleado para hacer los knock-in.

Tabla 2. Resumen de los genes ortdlogos a ser taggeados con sus respectivos numeros de identificacion del
ToxoDB. Dichas secuencias corresponden a la cepa ME46 de T. gondii.

Numero de identificacién Nombre del homdlogo Tamafio del inserto (pb)
TGME49_ 297210 Ninein 1376
TGME49_ 287160 Kif24 1853
TGME49_290620 CEP250L1 1744
TGME49_201790 CEP170 1749
TGME49_310700 PP1 1387
TGME49_306430 SAS6 1239
TGME49 285210 CEP120 1422
TGME49_ 216880 POC1 2222
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3.1.1 Construccion de los vectores pLIC_PP1 y pLIC POC1

Se partié de una lista de ortdlogos a ser taggeados (Tabla 2), originalmente identificados por analisis in
silico por Morlon-Guyot y colaboradores. El objetivo original era amplificar por PCR las regiones 3’ de
dichos genes. De estos, se lograron amplificar las regiones 3’ (insertos) de PP1, CEP120, SAS6, CEP250,
CEP170, y POC1 con Phusion High-Fidelity DNA Polymerase luego de optimizar individualmente las
condiciones de ciclado (Figura 7.A). La Figura 7 muestra los productos de PCR obtenidos, todos los
tamanos de las bandas observadas se corresponden con los tamafos esperados. Posteriormente se
logré levantar a Ninein con Taq Polimerasa (MangoMix y RangerMix) y Kif24 con Platinum SuperFi, una
polimerasa de alta fidelidad (Figura 7.B).

Los insertos fueron recuperados del gel y en paralelo se realizé la digestion del vector pLIC_3HA CAT
con Pacl para linealizarlo. Una vez obtenido los insertos y el vector linearizado, se procedio a realizar la

A PCR Gendmico
PP1  PP1 Cep120 PP1 Cep120 SAS6 Cep250 Kif24 Poc1 Ninein Cep170

3.0kb - &
1.5kb - G - '
1.0kb -
B Platinum ——— Taq
Cep120 Cep170 Cep250 Kif24 Ninein Cep120 Cep170 Cep250 Kif24 Ninein
1.0 kb -

Figura 7. Insertos amplificados por PCR. En A, las tres primeras calles indicadas como PCR, se empled como molde
productos de PCR amplificados previamente. En las restantes calles, indicadas como Gendmico, se usé ADN
gendmico como molde. En todos los casos se amplificd con Phusion High-Fidelity DNA Polymerase. En B se obtuvo
la amplificaciéon de Ninein y Kif24 tanto con Platinum SuperFi como con Taq polimerasa, las amplificaciones de
CEP120, CEP170 y CEP250 se repitieron luego de haber fallado su clonacién en pLIC con los insertos de A. Todos
estos ensayos fueron a partir de productos de PCR previamente obtenidos.
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digestion con T4 DNA Polimerasa para generar extremos cohesivos entre el inserto y el vector gracias a
la actividad exonucleasa 3’—5’. La incorporacion de dGTP en la reaccién del vector y de dCTP en la del
inserto, limita el procesamiento de la exonucleasa al primer residuo C o G complementario, dando lugar
a que las actividades de polimerizaciéon y exonucleasa de la T4 DNA Polimerasa se “equilibren”. De esta
forma se generan extremos cohesivos entre el vector y el inserto (fragmentos LIC). Posteriormente se
hibridan los fragmentos LIC del inserto con los del vector para dar lugar a un vector circular con el
inserto incorporado al cual le quedan cuatro mellas (dos a cada lado del inserto) que son reparadas una
vez que el vector es transformado en E. coli DH5 & . Por ultimo se seleccionan los clones transformantes
que efectivamente incorporaron al vector con el inserto por colony PCR. Para el mismo se procedié a
realizar una reaccion de PCR en donde se inoculd a la mezcla de reaccién con bacterias procedentes de
una colonia, se montan tantas reacciones como colonias que se quieran evaluar. Se tomaron cuatro
colonias para el screening y se emplearon primers LIC forward iniciales que se usaron para levantar los
insertos del genoma y el primer HA reverse, el cual hibrida sobre la secuencia del epitope tag 3HA que se
encuentra en el vector, rio abajo del inserto. Por lo tanto los tamafios aproximados de productos de PCR
esperados fueron la suma del tamafio de cada inserto (Tabla 2) mas 87pb del tag 3HA. En la Figura 8 se
muestran los resultados del colony PCR donde se evaluaron colonias con insertos de SAS6 y PP1.

Si bien se logrd levantar todos los insertos por PCR, salvo para SAS6, POCI y PPI, no se logré la ligacién de
los restantes en pLIC luego de repetidos ensayos. Se tomaron los tres clones positivos del colony PCRy
se inocularon maxipreps de cara a la transfeccion.

—SAS6 PP1
MPM 1 2 3 4 1 2 3 4

=

Figura 8. Colony PCR de las colonias
transformadas con pLIC. Arriba se indica como
SAS6 a cuatro colonias transformadas con el

Syjest : | vector pLIC conteniendo el inserto para SAS6.
1.5kb -« : : : 7 . [dem para PP1. En las colonias 1y 2 para SAS6
kb - W i Tl ki 5 se muestra el producto de PCR de unas

i =% : 1326pb que se corresponde al fragmento LIC
mas el tag 3HA. Para PP1 se observa una
colonia positiva con un producto de 1474pb.

3.1.2 Insercidn de las secuencias de los ARN guia en el vector pSAG1::Cas9-U6::sqUPRT

El vector pSAG1::Cas9-U6::sgUPRT (Figura 9) una vez transfectado en parasitos se expresa como
episoma dando lugar a expresion de la endonucleasa Cas9 que posee codificada en su secuencia bajo el
control del promotor de SAG1, una proteina de T. gondii de expresidn constitutiva. La Cas9 necesita para
su actividad endonucleasa especifica de secuencia, a una molécula de ARN guia la cual se inserta en el
mismo vector por mutagénesis por PCR. Para la insercion de la guia se disefid un primer forward
especifico para PP1 y otro para POC1 el cual en su secuencia se encuentra codificado la ARNg, y como
primer reverso se usé el primer genérico U6 que hibrida en la secuencia del promotor U6. Dicho
promotor se le une la polimerasa |, necesario para la expresiéon de la ARNg. Lo particular que tiene esta
reaccion de PCR es que, ademds de incorporar una nueva secuencia en el vector mediante su insercién
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en los primers, la reaccidon de polimerizacién es llevada a cabo a lo largo de todo el vector. Es decir el
primer forward que posee la secuencia a insertar se hibrida corriente abajo enseguida del sitio de
hibridacion del primer reverse, por lo tanto la polimerasa va a recorrer todo el vector desde el primer
forward hasta que se acabe ya que los primers se encuentran “mirando” hacia direcciones opuestas,
algo analogo sucede si se toma el primer reverse como punto de partida (Figura 6A).

(SK primer]
gRNA scaffold
T3 promoter
|
lac promoter]
(HA' CAP binding site
AmpR
pSAG1::CAS9-U6::sgUPRT
9674 bp
‘ AmER Eromotert
(@)
()
T

™\

T7 promoter]

Figura 9. Mapa del vector pSAG1::Cas9-U6::sgUPRT. En su secuencia se encuentra codificada la enzima Cas9 junto
con el tag HA, sefales de localizacién nuclear y GFP en un mismo ORF que se expresa bajo control del promotor de
la proteina SAG1, una proteina d expresion constitutiva. El gRNA scaffold codifica la secuencia del ARNg, adyacente
a esta secuencia se introduce por mutagénesis la secuencia espaciadora. Ambas se expresan como fusién, bajo el
control del promotor U6. Fuente: Addgene.

Tal como se muestra en la Figura 6A la estrategia que fue usada involucrd la mutagénesis por PCR del
vector pSAG1::Cas9-U6::sgUPRT para la insercion de los ARNg especificos de PP1 y POC1
respectivamente, luego los vectores se transformaron en E. coli DH5 & previo tratamiento con KLD
nucleasa para eliminar el vector metilado original. Posteriormente se seleccionaron las colonias con el
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vector mutagenizado por colony PCR (Figura 6B). Del ensayo donde se logré observar crecimiento
bacteriano, se seleccionaron ocho colonias para el screening de las guias por colony PCR dando todas
positivo (Figura 10A). A partir de estas colonias positivas se seleccionaron al azar cuatro de cada unay se
realizaron minipreps, para asi ser secuenciadas y poder chequear la integridad de las guias. Los
resultados de secuenciacidon se muestran en la Figura 10B. A partir de la comparacion de las secuencias
originales de las guias con las de las miniprep se logré identificar qué clon conservd la secuencia guia,
siendo las correctas los nimeros 4, 6 y 7 para PP1y 3,4y 7 para POCL1. Se decidié continuar trabajando
con los clones Nro 7 para la guia de PP1 y el Nro 4 para POC1.

A
Poc1 PP1

_L
[N
(3]
'
(3]
[e2]
~
o

.,_n.
N
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n
(4]
[«)]
~
o

L 2

!
L

B
Guia N° de colonia Secuencia
4 CAAGTTGGCACTCTCCGTCGTTTATTGTTTTA
PP1 6 TCAAGTGGCACTCTCCGTCGTTTATTGTTTTA
7 CAAGTTGGCACTCTCCGTCGTTTATTGTTTTA
Secuencia original de la guia para PP1 CAAGTTGGCACTCTCCGTCGTTTATTGTTTTA
Guia N° de colonia Secuencia
3 GTCCCAGTCGACTGGCGCCGACTTACGGTTTTA
POC1 4 CAAGTTGTCGACTGGCGCCGACTTACGGTTTTA
5 NNNNTTGAAAAGTGGCACCGAGTCGGTGCTTTT
7 GCGGGAGTCGACTGGCGCCGACTTACGGTTTTA

Secuencia original de la guia para POC1 CAAGTTGTCGACTGGCGCCGACTTACGGTTTTA

Figura 10. (A) Colony PCR de colonias transformadas con pSAG1::Cas9-U6::sg. Arriba se indica como “POC1” a ocho
colonias transformadas con el vector pSAG1::Cas9-U6::sg conteniendo la guia para POC1. idem para PP1. En dicho
ensayo se observa que las ocho colonias testeadas para cada guia amplifican el producto de PCR esperado. Los
tamafios esperados de los productos fueron 177pb para POC1 y 176pb para PP1. (B) Resultados de secuenciacion
de las secuencias de ARNg introducidas por mutagénesis.

3.1.3 Deteccion del knock-in en pardsitos por PCR

Se co-transfectaron los vectores pLIC_3HA CAT y pSAG1::Cas9-U6::sg tanto de PP1 como de POC1 en la
cepa parental RH A ku80. Luego de cinco dias post-transfeccion se colectaron parasitos para realizar la
extraccién de ADN gendmico y testear la insercion del inserto con el tag 3HA en el sitio de homologia en
el genoma. Para eso, se emplearon “screen forward” primers que hibridan en un sitio del genoma
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corriente arriba de la regiéon de homologia del inserto, junto con el primer reverso que hibrida en la
secuencia triple HA. De esta forma lo que se intentd hacer fue amplificar una region del ADN gendmico
comprendido por un segmento del gen (PP1 o Pocl) adyacente al extremo 5’ del inserto, el inserto
mismo y el tag 3HA. En total se realizaron cuatro ensayos con distintos fines y con los siguientes moldes
y primers:

1) ADNg de la cepa parental Aku80 con screen forward y HA reverso. Un control donde se espera
un resultado negativo ya que el primer HA reverso no deberia de tener donde hibridar en el
genoma de parasitos sin transfectar.

2) ADNg de la cepa parental Aku80 con screen forward y LIC reverso. En este control se espera
que los primers amplifiquen una region del genoma comprendido por un segmento del gen (PP1
o POC1) adyacente al extremo 5’ del inserto (donde hibrida el screen forward) y el inserto
mismo (donde hibrida el LIC reverso). Con este control se evalta la funcionalidad de los primers
screen forward.

3) ADNg de parasitos transfectados con screen forward y HA reverso. Este ensayo es la prueba en
si.

4) ADNg de parasitos transfectados con screen forward y LIC reverso. Este control evalia que el
primer screen forward hibrida en el genoma independientemente de si se produjo la
recombinacion.

La Figura 11 muestra la corrida de los productos de PCR. Como se observa, los controles que tuvieron
como molde ADN de pardsitos RH A ku80 sin transfectar resultaron en los patrones de amplificacién de
productos de PCR esperados; las reacciones que tuvieron los primers HA reverso (HA r) junto con el
screen forward de PP1 o de POC1 no amplificaron, mientras que las reacciones que tuvieron a los
primers reverso LIC PP1 r o LIC POC1 r junto con sus respectivos screen forward primers si amplificaron.
Por otro lado, los ensayos que tuvieron como molde ADN de parasitos transfectados (indicados en la
figura como PP1 y POC1) también amplificaron: los controles realizados con los primers LIC reverso y los
screen forward resultaron en la amplificaciéon de correspondientes productos de 1618 pb para PP1y
2437 kb para POC1. Por ultimo, la prueba en si (indicada como HA r) consistié en utilizar los pares screen
forward para PP1 y para POC1 junto con el HA reverso, amplificaron productos de 1705 kb y 2524 kb
respectivamente, correspondientes a la suma de los tamafios del fragmento LIC, la region corriente
arriba del mismo y el tag 3HA.

3.2 Identificacién de la localizacién de las proteinas por inmunofluorescencia y cuantificacion

Una vez transfectados los parasitos con los vectores pLIC_3HA CAT y pSAG1::Cas9-U6::sg para PP1 y
para POC1 respectivamente, se inocularon los mismos en cubreobjetos cultivados con la linea celular
Vero. Este ensayo fue un evento de transfeccidon posterior al realizado en la deteccion del knock-in por
PCR (Figura 11). Si bien los resultados de los PCR fueron positivos, no se logré establecer una linea
estable debido a la pérdida de las poblaciones. Se optd por volver a realizar las transfecciones para
evaluar la localizacién en una poblacidn recién transfectada por inmunofluorescencia. En esa ultima
etapa se montaron tres series
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Figura 11. Evaluacién de las poblaciones transfectantes. Arriba indicado como A ku80 son ensayos para los que se
usé como molde ADN de parasitos sin transfectar, en los indicados como PP1y POC1 se usé ADN de parasitos
knock in para PP1y POC1, respectivamente. En todos los ensayos se empled el primer screen forward y los primers
reversos son indicados en la cabeza de cada calle.

de cubres donde en cada una se incubd con juegos de anticuerpos diferentes para asi visualizar y
determinar la localizaciéon de PP1 y POC1 con respecto a otras proteinas de localizacion celular conocida.
Los juegos de anticuerpos primarios para cada serie fueron:

- ratdn anti-centrina con conejo anti-HA

- conejo anti-MORN1 con ratén anti-HA

- ratdén anti-IMC-1 con conejo anti-HA
La co-marcacidon con centrina es decisiva, ya que centrina es una proteina centrosomal y una
superposicion de las sefiales de ambos anticuerpos indicaria una localizacidon centrosomal de PP1 o
POC1. MORN1 es una proteina que se localiza en la membrana del centrocono, una estructura nuclear
propia de los parasitos coccidios que marca el lugar fisico en el que se ensambla el huso mitdticoy en la
membrana citoplasmatica del extremo mds basal del pardsito, es un marcador de mitosis temprana ya
que se localiza también en el extremo basal de las células nacientes. Su localizacién en el centrocono es
importante ya que este Ultimo se encuentra adyacente al centrosoma. IMC1 es una proteina del
complejo de membrana interna, se encuentra tanto en la membrana de células madres como en la de
los parasitos hijos que se ensamblan durante la division celular. Es un marcador de mitosis al igual que
MORN1, pero mas tardio que este. Por lo tanto todos estos marcadores son relevantes para la
determinacion del estadio del ciclo celular que se esta observando. Para maximizar la oportunidad de
observar la expresién y localizacion diferencial de POC1 y PP1, para cada serie se fijaron parasitos a las
48 y 72 hs post transfeccion. En total se inocularon seis ensayos distintos por duplicado y para cada
proteina interrogada.
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3.2.1 Identificacion de POC1

La proteina POC1 marcada con el tag 3HA se visualizé con anticuerpos primarios anti HA y secundarios
conjugados a Cy3 y Alexa 488 (Figura 12).

En la Figura 12A se muestra la marcacién de POC1-3HA con anticuerpo primario conejo anti HA y
secundario anti conejo conjugado a Cy3, junto con la marcacidon de centrina con anticuerpo primario
ratén anti centrina y secundario anti ratdn conjugado a Alexa488.

En la Figura 12B se muestra la marcacién de Pocl-3HA con anticuerpo primario raton anti HA y
secundario anti ratdn conjugado a Alexa488, junto con la marcacién con anticuerpo primario anti
MORN-1 de conejo y secundario anti conejo conjugado a Cy3.

En C se muestra la marcacién de Pocl-3HA con anticuerpo primario conejo anti HA y secundario anti
conejo conjugado a Cy3, junto con la marcacién de IMC-1 con anticuerpo primario ratén anti IMC-1 y
secundario anti ratén conjugado a Alexa488. Todos ellos realizados a las 48 hs post-transfeccion.

En todos los casos se puede observar que POC1 se localiza en el nucleo y nunca se logré observar una
co-localizacién con centrina ni con MORN-1. Dentro de su localizacién nuclear se pudo distinguir que
esta adquiere dos patrones de distribucion: uno discreto el cual se observa una mancha sobre el nicleo
gue en algunos casos se superpone con el nucleolo (mancha oscuro sobre el nucleo en tincién con DAPI),
y otro lobular que se observa como varias manchas sobre el ntcleo. En una observacion mas detenida,
se pudo hacer una aproximacion de la distribucion de POC1 a lo largo del ciclo celular con respecto a los
marcadores usados. Para la co-marcacidon con centrina, la localizacion discreta nuclear de POC1 se
observa junto con un solo centrosoma (fase G1) por célula el cual se observa como una sola “mancha”
de la sefal del anticuerpo anti-centrina. Mientras que, cuando se observan dos centrosomas por célula
(fase M-S) la distribucién sobre el nicleo de POC1 es mas general.

Con MORNT1 sucede algo similar, cuando la célula esta en la fase M temprana se puede ver la duplicacion
del centrocono en el nucleo y en una fase M mas avanzada se observan los anillos basales de las células
hijas. A POC1 se lo observo con el fenotipo de localizacion discreta nuclear cuando solamente se lograba
distinguir un solo centrocono por célula, es decir que se encontraba en fase G1. Cuando adquiere una
distribucion nuclear general esta va acompafada de dos centroconos por célula.

Con respecto a IMC1, este marcador se observa con una distribucién uniforme por toda la membrana
citoplasmatica durante G1 y cuando comienza el ensamblaje de las células hijas se observa las
membranas de las mismas dentro de su madre como pequefios dpices que se van proyectando en
direccion apical-basal. Para esta co-marcacion, POC1 se lo observé con una localizacion nuclear discreta
cuando IMC1 se distribuia uniformemente por toda la membrana del parasito, cuando éste
posiblemente se encontraba en G1. Mientras que cuando POC1 adquiere la conformaciéon nuclear
general se observé que dentro del parasito se estaban formando células hijas, por lo que se encontraba
en fase M.

Estas observaciones son congruentes entre ellas, pudiéndose decir que POC1 adquiere una distribucion
nuclear general durante S-M y una localizacién nuclear discreta, posiblemente sobre el nucleolo,
durante G1.

La misma IFl realizada a las 72 hs post-transfeccién muestra la extincién de la sefial de POC13",

Como no se observd en ningln momento una localizacién centrosomal para POC1 no se siguié con un
analisis mas detallado de la proteina.

33



POC13HA Centr DAPI+DIC Merge

B POC13HA VORN1 DAPI+DIC Merge

c POCTI¥A DAPI+DIC Merge

- - 1um

Figura 12. Localizacién de POC1 por inmunofluorescencia. La determinacién de la localizacién se realizd con
respecto a distintos marcadores del ciclo celular: Centrina (A), MORN1 (B) e IMC1 (C). En cada seccién A, By C se
muestran las distribuciones nucleares puntual y general observadas para POC1.

3.2.2 Identificacion de la localizacion de PP1

Al igual que para POC1, se procedid experimentalmente de la misma forma para establecer la
localizacién de PP1. A partir de las observaciones realizadas sobre las poblaciones transfectadas a través
de microscopia laser confocal, fue posible bosquejar un patrén de localizacién dindmica de PP1 a lo largo
del ciclo celular. La interpretacién del momento del ciclo celular en el que se encontraban los parasitos
se basd en: el numero de centrosomas, la distancia que hay entre centrosomas en el caso de que sean
dos y la forma de los nucleos. El criterio usado para establecer que solamente se estd observando un
solo centrosoma es que la sefial se observe en no mas de cuatro cuadros siendo la distancia entre ellos a
lo largo del eje z de 200 nm. Si la sefial persiste en mas de cuatro, a mds de 600 nm, se esta observando
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dos centrosomas muy juntos y dispuestos a lo largo del eje z. Esto se basa en las dimensiones de los
centrosomas de Toxoplasma que es de 250 nm de didmetro, en la distancia entre cuadros a la que se
configurd las adquisiciones de los z-stack (200 nm) y en que la sefial que se observa abarca un radio
mayor que el radio efectivo que ocupan los centrosomas (por eso se tomaron cuatro cuadros y no dos).
En la Figura 13 se muestra como PP1 adquiere una localizacion que evoluciona desde centrosomal hacia
nuclear durante la progresion del ciclo celular. En A (Figura 13) la sefial del anticuerpo anti-HA
co-localiza con la de centrina, la cual se observa como un Unico punto que no supera los 400 nm a lo
largo del eje z. A partir de esto se puede decir que PP1 tiene una localizacién centrosomal y se da
cuando la célula posee un solo centrosoma, cuando se encuentra en la fase G1. Adn resta por saber si se
da durante todo G1 o sélo en parte. Para determinar que realmente se co-localizan las sefiales se
generaron las proyecciones en los ejes x, y, z del z-stack (Figura 14). Posteriormente, en B, Cy D se
muestra como PP1 adquiere una localizacidon nuclear una vez que los centrosomas se han duplicado.

En B los centrosomas duplicados se muestran claramente separados, posiblemente en una fase S
avanzada o comienzo de M, la seial PP1_3HA se observa en el nucleo sin rastros del mismo en los
centrosomas. En C ya se observa a las células en fase M con los centrosomas muy separados donde los
nucleos adquirieron una forma bilobular, caracteristico de la mitosis en estos parasitos y la localizacion
de PP1_3HA continua siendo nuclear. Si bien en la figura se puede observar una aparente superposicion
de las sefiales de centrina y PP1_3HA no podemos afirmar que se colocalizan debido a que en las
restantes adquisiciones observadas no se observo tal superposicién (ver Cuantificacion y aproximacion
al

PP13HA DAPI+DIC Merge

1 pm

Figura 13. Localizacion de PP1_3HA (rojo) a lo largo de diferentes momentos del ciclo celular con respecto a
centrina (verde) y el ndcleo (DAPI con DIC, en azul). En la primera fila (A) se muestra una localizacidon centrosomal
de PP1_3HA con la superposicion de la sefial con centrina donde se puede distinguir un solo centrosoma
caracteristico de la fase G1. En las siguientes tres filas B y C se muestran células con sus centrosomas duplicados en
diferentes momentos del ciclo celular y cémo PP1_3HA va adquiriendo una localizacidn nuclear a medida que se
avanza desde la fase S hacia M. En D se puede observar el ntcleo bilobulado caracteristico de la mitosis cerrada de
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apicomplejos y cémo esta localizacién nuclear permanece durante la misma.

Figura 14. La sefial de PP1_3HA se colocaliza con centrina en los diferentes planos comprendidos entre los ejes x, y,
z del z-stack.

ciclo celular). La eleccién de esta adquisicion se basé en la claridad con la que se puede observar el
nucleo bilobular en un plano que favorece la observacion del mismo junto con los centrosomas.

Si bien se realizaron ensayos de inmunofluorescencia con los marcadores del ciclo celular MORN1 e
IMC1 eventualmente no se logré hacer una reconstruccién con los distintos marcadores y determinar
una congruencia entre los mismos a causa de que estos marcadores, por su localizacién celular, pueden
ser dificiles de resolver en las adquisiciones obtenidas con un microscopio confocal.
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3.2.3 Cuantificacion y aproximacion al ciclo celular

Las observaciones de la poblacidon donde se hizo el knock-in en PP1 arrojaron un patrén de localizacidn
gue alterna entre centrosomal y nuclear, asi como un posible arresto entre las fases S y M debido a un
predominio en la poblacién de células con dos centrosomas. Para evaluar estas hipotesis, se realizaron
cuantificaciones a partir de adquisiciones en z-stack realizadas en microscopio confocal, tanto en
poblaciones de la cepa parental como de la transfectada luego de 48hs de la transfeccion e inoculacién
en células hospederas. En las mismas se contabilizd el nimero de parasitos por vacuola, el nimero de
centrosomas en cada célula y la localizacién de la marcacidén con el anticuerpo anti-HA en el caso de la
poblacién transfectada.

En una primera instancia se evalud en la poblacion transfectante el nimero de centrosomas en funcion
de la localizacion de la sefial de PP1 marcado. Asumiendo que cuando una célula tiene un solo
centrosoma (que se observa como un solo punto de sefal del anticuerpo anti-centrina) se encuentra en
fase G1 y cuando tiene dos centrosomas estd en S o M, este criterio permitié establecer una
aproximacién del momento del ciclo celular en el que PP1 se localiza en el centrosoma y cuando en el
nucleo. Como se observa en el grafico A de la Figura 15, cuando PP1 se localiza en el centrosoma
siempre se da cuando este aun no se ha duplicado, en la fase G1, mientras que la localizacién nuclear
predomina luego de que el parasito ha duplicado sus centrosomas. Sin embargo, existe un proporcion
de la poblacién con un solo centrosoma cuando PP1 se observa en el nicleo.

A B
®m 1 centrosoma ™| 2 centrosomas M 1 centrosoma M 2 centrosomas
s 60 o 80 S-M G1
(1] )
o 40 8 60
S v §
S w20 % S 40 G1 S-M
o 8 - = %
© Nuclear Centrosomal § 0
= , =)
g Localizacion del tag e Knock-in Parental

Figura 15. Cuantificacion de diferentes poblaciones celulares en funcion del nimero de centrosomas. (A) Andlisis
del nimero de células que expresan PP1_3HA en funcion de la localizacion de la sefial de PP1_3HA y del nimero
de centrosomas. En dicho gréfico se observa un claro predominio de una localizacién nuclear del tag cuando las
células poseen dos centrosomas, mientras que siempre que se registra una localizacidon centrosomal esta sélo se
da en presencia de un solo centrosoma o cuando aun no se ha duplicado. En B se buscé establecer si existe un
cambio en la progresidon del ciclo celular en células transfectantes versus en la cepa parental. Para el mismo se
represento el porcentaje de las poblaciones de células con el Knock-iny de la cepa parental separadas a su vez por
el nimero de centrosomas, observandose un aumento en la poblacién knock-in de células en fases S-M comparado
con las condiciones salvajes de la cepa parental donde existe un predominio de células en G1.

Por otro lado, se noté un predominio de células con dos centrosomas, es decir que se encontraban en
fases S o M. Ademas en base a ensayos de transfeccidén anteriores se sabia que no se podia establecer
una poblacién de transfectantes y aislar clones ya que los mismos no eran viables por mucho tiempo. De
hecho se intentd aislar sin éxito clones de parasitos con knock-in para PP1 y POC1. Por consiguiente se
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evalud el porcentaje de la poblacidon con knock-in y de la cepa parental en funcién del nimero de
centrosomas (Figura 15B), de esta forma se pudo comparar las proporciones de células en G1 y S-M
entre la poblacidn transfectante y la parental. Asumiendo que las células pasan un 75% del tiempo de su
ciclo en G1 y que el 25% restante estan en S y M, es posible inferir que estos porcentajes se reflejan
directamente sobre las poblaciones de parasitos. Es decir, en una poblacidn salvaje (o parental) se
tendria aproximadamente un 75% de células en G1 y un 25% en S-M. De esta forma se determind que
existe una acumulacion de células en las fases S y M en pardsitos transfectantes, con un 69.6% de células
con dos centrosomas y un 30.4% con un centrosoma versus un 29.4% con dos y 70.6% con un
centrosoma en la poblacion parental que posiblemente sea por un arresto entre esas fases del ciclo.

3.3 Clonacion en pGEM de los ADNc de PP1y POC1

La finalidad de este experimento consistid en intentar clonar los ADNc de PP1 y POC1 en el vector de
expresiéon pMyc a través de una previa subclonacién en pGEM. La clonacién de los ADNc en pGEM
permitid secuenciar los insertos para verificar su integridad y también conservar los mismos en un
vector de facil manipulacidn para usos posteriores.

Los productos obtenidos luego de las digestiones con Pacl y Pstl de pGEM_PP1y pGEM_POC1 mostraron
al vector de 3015 pb y a los insertos de ADNc para PP1 y POC1 de unos 921 pb y 966 pb
respectivamente. Ademas se secuenciaron los insertos con el primer M13 reverso corroborando
exitosamente la insercidn de las secuencias de los ADNc de PP1y POC1 en pGEM.

Aln queda pendiente clonar estos ADNc en el vector de expresion pTUB_mycGFP_Myo_A_Tail Ty HX
para asi sobreexpresar estas proteinas en T. gondii e idealmente taguear las mismas con GFP en el
extremo N-terminal. De esta forma se espera observar el fenotipo y determinar si la introduccién del tag
en otra posicion distinta a la del extremo C no afecta la viabilidad de los pardsitos. Queda pendiente en
las perspectivas la concrecidon de este experimento.
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4 Discusion
4.1 POC1, una eventual divergencia evolutiva en los Apicomplexa

Hodges y colaboradores realizaron un extenso trabajo donde analizaron la distribucién de distintas
proteinas centriolares y centrosomales entre los eucariotas, en el mismo identificaron 14 proteinas
centriolares que posiblemente se encontraban en el ancestro de los eucariotas y que este conjunto
cumple funciones conservadas. POC1 es una de ellas, encontrdndose ampliamente distribuida en grupos
de eucariotas, sin embargo los apicomplejos aparentemente no contarian con un gen que codifica para
la misma (Hodges et al, 2010). POC1 pertenece a una familia de proteinas conocidas como Pix proteins.
La estructura de estas se caracteriza por dos sub-estructuras conservadas: una region N-terminal que
contiene siete repeticiones del motivo WD40 al cual denominan dominio WD40 y una pequefia region
coiled-coil cerca de C-terminal (Hames, et al, 2008) en donde Hodges y colaboradores lograron
establecer una secuencia consenso con los ultimos 50 aminodcidos para POC1. El dominio WD40 se
pliega en una estructura f3-hélice que provee de una superficie para interacciones entre proteinas y
ADN. En centriolos maduros, POC1 se localiza a lo largo de las paredes externas e internas de la
estructura microtubular de los mismos, salvo en el lumen. Su patrdn de localizacién da indicios de que
puede estar involucrado en el establecimiento y mantenimiento de estructuras microtubulares sobre
todo en estadios tempranos de la duplicacion centriolar, jugando un papel en el control de su longitud y
en el anclaje de los cuerpos basales a través de multiples sistemas de fibras (Keller et al, 2009). Se ha
observado que POC1 se encuentra en los centriolos madre e hija tanto en Chlamydomonas como en
células humanas Hela y U20S (Keller et al, 2009).

Analisis mas globales de proteinas centrosomales proponen que la funcidn ancestral de los centriolos es
construir cilios y flagelos méviles y que posteriormente devino la integracién progresiva de los centriolos
en aspectos de la division celular. La estrecha vinculacidon de la replicacién centriolar al ciclo celular
habria conducido al centriolo a convertirse en una plataforma para las moléculas que regulan el cicloy
para el agregado de proteinas nucleadoras de microttibulos (Woodland & Fry, 2008). Para una célula
flagelada ancestral, seria ventajoso evolutivamente acoplar los cuerpos basales, los precursores de los
centriolos, a la funcién organizadora de microtubulos y regulatoria del ciclo celular como un medio de
garantizar la fidelidad en la herencia equitativa de cilias o flagelos hacia las células hijas (Bornens &
Azimzadeh, 2007).

Los resultados obtenidos de la observacién por inmunofluorescencia de los knock in de POC1 en T.
gondii arrojaron una localizacién exclusivamente nuclear, que alterna entre una distribucién discreta en
la fase G1, y una mas general durante S-M presentando regiones de mayor intensidad sobre la
cromatina, sobre todo en una regién cuya morfologia al microscopio es compatible con la del nucleolo.
Estos resultados no son congruentes con la hipdtesis propuesta donde se inferia una localizacion
centrosomal de acuerdo con los analisis bioinformaticos (Morlon-Guyot et al, 2017).

En caso de que dicha proteina sea de hecho el homdlogo funcional de POC1 y se localice en el
centrosoma en cepas salvajes, una posible explicacion es que la introduccién del tag 3HA en el extremo
C-terminal haya interferido o bloqueado alguna region de la proteina involucrada en su reclutamiento
hacia el centrosoma. Sin embargo, varios autores han logrado en humano y en Chlamydomonas taggear
a POC1 exitosamente observando una localizacién exclusivamente centrosomal. Construcciones de
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POC1 fusionado a GFP en C-terminal ayudaron a determinar cudl regién de la proteina es relevante para
su reclutamiento en el centrosoma. Descubrieron que sdélo el dominio WD40 del extremo N-terminal es
suficiente para dirigir su localizacién en células humanas. Los fragmentos parciales del dominio WD40
asi como la regidon de la secuencia consenso en C-terminal no son suficientes para la correcta
localizacién (Keller et al, 2009).

Por otro lado, desde una perspectiva evolutiva, se ha propuesto que la funcién clave a lo largo de la
evolucidn de las proteinas Pix es la construccion de cilias y flagelos que poseen movilidad. Las mismas
sblo se encuentran en coexistencia con el sistema de transporte intraflagelar (IFT), siendo este sistema
necesario para la construccién de cilios. Existe una divergencia de las proteinas Pix que se correlaciona
con una disminucién del papel de los cilios y flagelos, acompasado con una simplificacién de los
centriolos tal como sucede en C. elegans. POC1 es una proteina conservada evolutivamente en los
organismos eucariotas con centriolos formados por tripletes de microtubulos y cilias (Keller et al, 2009).
Sin embargo estd ausente en C. elegans, al igual que otras proteinas como centrinay € -y 0 -tubulina
con sus centriolos simplificados, cortos, formados por singletes, siendo muy divergentes. C. elegans
también carece de una cilia mavil, sugiriendo que posiblemente POC1 se asocie con la movilidad (Keller
et al, 2009). Analisis de RNAseq realizados sobre muestras de enteroepitelios de gatos infectados a
diferentes tiempos post infeccion muestran un claro incremento en el nivel de expresién de genes
putativos implicados en la formacién de flagelos como lo son genes del sistema de transporte
intraflagelar. En este ensayo se parte de la idea de que durante la infeccidn en el enteroepitelio de gatos
se da el desarrollo de gametos flagelados, la intencidon de este trabajo fue determinar la expresién
diferencial que existe entre taquizoitos y gametocitos. De estos datos de transcriptémica surge que el
nivel de expresidon del gen hipotético para POC1, TGME49_216880, se da claramente incrementada
acompafiando la tendencia de los demas genes implicados en la formacién de flagelos (Ramakrishnan et
al, 2019).

Por consiguiente la presencia de POC1 (y otros genes Pix) en organismos eucariotas se correlaciona con
determinado nivel de complejidad centriolar que posibilita la movilidad ciliar o flagelar y que implica la
presencia del sistema IFT. Los Apicomplejos desafian esta correlacién. Estos protistas poseen flagelos en
algun estadio de su ciclo de vida pero aparentemente carecen de genes Pix. Plasmodium, posee flagelos
gue parecen ser mas simples que los de otros eucariotas, ademas sus genomas carecen de genes para el
sistema IFT (Woodland & Fry, 2008). Entonces, es posible que POC1 en T. gondii durante el curso de su
evolucion desde el ancestro de los flagelados, haya sufrido una divergencia adquiriendo otras funciones
posiblemente vinculadas al ciclo celular, ya que se observé un comportamiento dependiente del estadio
del ciclo, pero sin un reclutamiento en el centrosoma, al menos en el estadio de taquizoito donde no se
encuentran flagelos y cilias méviles. Un incremento en el nivel de expresién del gen hipotético para
POC1 en gametos sugiere que POC1 posiblemente cumpla alguna funcién conservada en la formacién de
los flagelos. La explicacidn mas parsimoniosa es que esta divergencia se dié acompasada o como
consecuencia del encarecimiento de la complejidad centriolar y de la pérdida del sistema IFT, mas alla
de que es posible que aun conserve su funcidn ancestral flagelar que se manifiesta en los gametos.

4.2 El homadlogo de PP1, una posible localizacion centrosomal
La proteina fosfatasa 1 (PP1) es una enzima cuya secuencia se ha conservado a lo largo de la evolucién y

se encuentra involucrada en un amplio espectro de procesos celulares como el metabolismo de
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glucégeno, la sintesis proteica, la division celular y la apoptosis (Ceulemans & Bollen, 2004). Se estima
qgue PP1 junto con PP2A poseen mds del 90% de la actividad fosfatasa en células eucariotas y cerca de un
tercio de todas las proteinas son desfosforiladas por PP1 (Bollen et al, 2010).

Las fosfatasas se dividen en tres grandes categorias segun el aminoacido que desfosforila: las
serina/treonina fosfatasas, tirosina fosfatasas y las fosfatasas que acttian sobre los tres residuos. Las
serina/treonina fosfatasas estan conformadas por tres familias, las fosfoproteinas fosfatasas (PPPs), las
fosfatasas dependiente de Mg* y Mn*" (PPMs) y fosfatasas basadas en aspartato (Shi, 2009). PP1 se
encuentra dentro de la primera familia junto con otras PPPs como PP2A, PP2B, PP4, PP5, PP6y PP7.

La holoenzima de PP1 estd formada por una subunidad catalitica altamente conservada llamada
subunidad catalitica de la proteina fosfatasa 1 (PP1c) la cual forma un complejo con varias subunidades
reguladoras variables, las cuales interaccionan con la subunidad catalitica a través de motivos de unién
de PP1. La diversidad de subunidades regulatorias que modulan la actividad de PP1 es tal que se ha
propuesto un cdédigo de unidn a PP1, donde las distintas combinaciones de los diferentes tipos de
moléculas que se unen a PP1 dirigen su actividad fosfatasa, creando de esta forma holoenzimas con
propiedades Unicas (Heroes et al, 2012). De hecho, la mayor parte de la superficie de PP1 son interfases
de interaccion con otras proteinas lo cual limita la velocidad de evolucién, haciendo que PP1 se
conservara a lo largo de la evoluciéon y mantuviese un grado de homologia elevado entre los distintos
linajes eucarioticos (Bhattacharya et al, 2009). La estructura cristalina de la subunidad catalitica de
mamiferos revel4 que PP1 es una metaloenzima con dos iones metalicos divalentes de Fe*" y Zn** en el
centro del sitio catalitico (Wozniak et al, 2000). Ademas de las subunidades reguladoras, PP1 posee
numerosos sitios de unidn a otras proteinas. Dichas proteinas de unién a PP1 modulan su actividad
tanto inhibiendo su actividad catalitica como especificando sustratos (Bollen et al, 2010).

En un trabajo realizado por Daher y colaboradores, examinaron la secuencia nucleotidica del genoma de
T. gondii en busca de un marco abierto de lectura (ORF) para PP1, hicieron una predicciéon de un ORF de
921 pb compuesto por cinco exones interrumpidos por cuatro intrones que codifican 306 aminoacidos,
logrando confirmar dicho marco por RT-PCR y secuenciacion (Daher et al., 2007). A su vez compararon la
secuencia aminoacidica con la de P. falciparum y H. sapiens arrojando un 90% y un 89% de identidad,
respectivamente. Ademds PP1 en humanos posee 23 aminodcidos mas en el extremo C-terminal que su
homdlogo en T. gondii. A su vez demostraron in-vitro su actividad fosfatasa a través de la expresion
heterdloga de TgPP1 y del empleo de p-nitrofenil fosfato como sustrato.

El homdlogo de PP1 en T. gondii adquiere localizaciones nucleocitoplasmaticas, tanto en taquizoitos
como en bradizoitos, mediante la transfeccion de su secuencia codificante fusionada con el epitope tag
cMyc (Daher et al., 2007). Si bien PP1 se expresa de forma constitutiva, la baja en las tasas de replicacion
y de metabolismo que se da en el cambio del estadio de taquizoito hacia el bradizoito se correlacionan
con un cambio en la localizacion de PP1 posiblemente vinculada a la actividad regulatoria
post-traduccional como lo es la fosforilacién y desfosforilacion. En los bradizoitos, TgPP1 se encontrd
principalmente en el citoplasma, sin excluir la posibilidad de que una pequefia cantidad también pueda
estar presente en el nucleo. La sefial nuclear de TgPP1l es mas fuerte en los taquizoitos que la
encontrada en los bradizoitos.

En los ensayos de knock-in realizados en el presente trabajo sobre TgPP1 se observd consistentemente
gue siempre que los taquizoitos poseian dos centrosomas, eran acompafiados por una clara sefial en el
nucleo, es decir que las células se encontraban en fases S-M cuando TgPP1 se encontraba en el nucleo.
Trabajos realizados en células de mamiferos, se correlacionan con las observaciones anteriores, donde
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se detectd grandes cantidades de PP1 en el nucleo cuando las células ingresan en mitosis (Fernandez et
al, 1992). Acerca del rol que puede llegar a tener TgPP1 en el nucleo de T. gondii aun continta sin una
explicacion precisa. Daher y colaboradores realizaron varios ensayos donde demuestran su localizacion
nuclear y proponen que la proteina TgLRR1, que se localiza exclusivamente en el nucleo, interacciona
con TgPP1 inhibiendo su actividad fosfatasa. TgLRR1 posee una expresion diferencial entre bradizoitos y
taquizoitos con un mayor nivel en taquizoitos. En el mismo trabajo sugieren que la inhibicidn nuclear de
TgPP1 por TgLRR1 estd involucrada en la progresion del ciclo celular en base a experimentos realizados
en Xenopus donde se demostro el rol de la inhibicién de PP1 por parte de TgLRR1 necesario para iniciar
un nuevo ciclo celular (Daher et al, 2007). Por otro lado, en un trabajo realizado por Deveuve y
colaboradores encontraron un homaélogo del Inhibidor-2 (Hsl2) el cual se sabe que es un regulador de
PP1 en varios organismos. En la secuencia del inhibidor encontraron tres motivos de unién a PP1, los
cuales son similares a los que se encuentran en el inhibidor-2 de humanos (Bollen et al., 2010), dos de
los mismos ya habian sido identificadas en el inhibidor-2 de Plasmodium falciparum (Fréville et al.,
2013). En dicho trabajo evaluaron in vitro la especificidad y la inhibicion de Tgl2 hacia la actividad
fosfatasa de TgPP1 y la capacidad que posee cada motivo de unién para unirse e inhibir a TgPP1 a través
de la mutagénesis de los distintos motivos (Deveuve et al, 2019). También encontraron que Tgl2 se
localiza de igual forma que TgPP1 tal como lo describié Daher y colaboradores en 2007, adquiriendo
localizaciones nucleares y citoplasmaticas sugiriendo que ambas proteinas pueden estar interactuando
en esos lugares. Sin embargo encontraron un motivo PXTP que estd conservado en Tgl2, dicho motivo en
el Hsl2 se encuentra fosforilado durante la mitosis el cual conduce a un incremento de la localizacidn del
inhibidor en el centrosoma (Leach et al., 2003).

Trabajos realizados sobre células humanas sugieren un papel de PP1 en la disyuncién de los
centrosomas y en la progresion del ciclo celular, ya en parte discutida para su localizacién nuclear. En
nuestro trabajo, esquematizado en las figuras 9 y 10, se puede observar una sefial de PP1 que se
co-localiza con un Unico punto de centrina, lo cual sugiere que PP1 se localiza en el Unico centrosoma
del parasito durante G1. Trabajos anteriores donde se analiza la localizacién de TgPP1 en T. gondii
reportaron una localizacidon nuclear y citoplasmatica pero sin indicar ninguna localizacién especifica
sobre algun otro organelo (Daher et al., 2007). Sin embargo, estas observaciones se basaron en
resultados experimentales obtenidos a partir de la sobre-expresion de la proteina.

En humanos, C-Napl o también conocida como CEP250, es necesaria para la cohesién entre centriolos
durante la interfase. La quinasa Nek2A fosforila a C-Napl promoviendo la separacién durante la
transicion G2/M para formar un huso bipolar en las células humanas. Para contrarrestar la actividad de
Nek2A, estd PP1. Este mecanismo estd mediado por la Polo like kinase 1 (Plk1) la cual fosforila a Mst2. El
estado de fosforilacion de Mst2 controla el equilibrio entre Nek2A y PP1 para fosforilar C-Napl ya que la
fosforilacion de Mst2 por Plk1l evita la unién de PP1 a Mst2-Nek2A, eso permite que la actividad de
Nek2A fosforile a C-Napl y promueva la disyuncion del centrosoma. En contraste, ante la ausencia de
fosforilacion de Mst2, el mismo promueve el ensamblaje de los complejos Nek2A-PP1-Mst2, en donde
PP1 contrarresta la actividad de la quinasa Nek2A.

De hecho, se ha demostrado la existencia de los homdlogos humanos de C-Napl y de Nek2A en T.
gondii, TgCEP250 y TgNekl (Suvorova et al, 2014; Chen & Gubbels, 2013, 2019). Por consiguiente, es
posible que en estos organismos exista un mecanismo homdlogo, donde se podria hipotetizar que
durante G1 una localizacién centrosomal de PP1 antagonice a TgNekl evitando la fosforilaciéon de
TgCEP250 y eventualmente una disyuncién de los centriolos de forma prematura. En el ingreso a la fase
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M, un mecanismo de exclusidn de PP1 en el centrosoma, como lo es la fosforilacion de Mst2 por Plkl en
mamiferos, evitaria que la actividad fosfatasa de PP1 antagonice a TgNekl permitiendo asi la
fosforilacion de TgCEP250 por TgNekl conduciendo asi a la separacion de los centriolos. Aln resta por
identificar cual seria el mecanismo de exclusidon de PP1 ya que se sabe que en T. gondii no posee PLKs
como la PLK1 anteriormente mencionada. Este Ultimo enunciado podria ser una posible explicacién a la
ausencia observada de TgPP1 en centrosomas durante las fases S-M.

Por medio de este trabajo se demostrd una posible localizacion dindamica de PP1 a lo largo del ciclo
celular con una localizacidon centrosomal durante G1, posiblemente vinculada a evitar la disyuncién
prematura de los centrosomas, y una vez que se alcanza las fases S y M PP1 adquiere una localizacion
nuclear donde podria realizar funciones vinculadas a la regulacién post-transcripcional y a la progresién
del ciclo celular.
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5 Perspectivas

La presencia del motivo WD40 le permite a POC1 interactuar con proteinas como con ADN, las
localizaciones nucleares observadas seria un indicio de que posea un rol como componente de la
cromatina. Ensayos como el ChIP permitirian determinar si TgPOC1 se une a determinados tipos de
secuencias e inferir en base a esta informacién la funcién que cumple en el nucleo. Por otro lado, en lo
que se refiere a la expresion diferencial en diferentes estadios del parasito, seria interesante evaluar la
localizacién de TgPOC1 en el microgameto, estadio en donde se da el desarrollo flagelar, con la finalidad
de que ante una posible divergencia en la funcionalidad de TgPOC1, evaluar si aun conserva funciones
ancestrales de formacién de flagelos y del control en la elongaciéon de polimeros de MTs en estadios
flagelares. Aunque aun la diferenciacion en gametos in vitro es técnicamente limitante, se ha logrado
inducirla a través del agregado de 4cido linoleico al cultivo.

En tanto, para PP1 la diversidad de interactores que modulan su actividad fosfatasa es un tema que ha
sido estudiado intensamente en varios organismos, para nosotros seria interesante profundizar sobre
este codigo de interactores en T. gondii, ya que cabe la posibilidad de que existan divergencias con
respecto a otros organismos, relevante en la busqueda de blancos moleculares contra este parasito.

En nuestro trabajo, ain queda pendiente lograr taguear en el extremo N-terminal de la proteina y
sobreexpresarla como alternativa a la expresidon enddgena y al tag en C-terminal. Para asi determinar si
todo esto no altera la funcionalidad a tal punto de producir la muerte celular. De esta forma intentar
lograr poblaciones estables que permitan el clonado y la realizacion de ensayos sobre poblaciones
clonales como ensayos de co-inmunoprecipitacion y espectrometria de masa. Estos eventuales ensayos
serian necesarios para validar la localizacidon dinamica observada. Sobreexpresar a PP1 en una cepa que
a su vez tenga marcada a CEP250 permitiria observar si existe una interaccidon entre ambas a través de
un posible complejo andlogo al Nek2A-PP1-Mst2, en qué momento del ciclo celular se da y si las mismas
se reclutan en el centrosoma. Debido a que la marcacidn en C-terminal con 3HA no resulté ser viable a
largo plazo como para desarrollar poblaciones estable. Una opcidn seria expresar a TgPP1 en algin
sistema heterdlogo para la realizacion de ensayos de pull down o de co-inmunoprecipitaciéon y asi
determinar interacciones con otras proteinas, sobre todo con posibles reguladores de la disyuncién
centrosomal que actien de forma dependiente del ciclo celular. También seria interesante desarrollar
anticuerpos contra TgPP1 a partir de su sobreexpresidén en sistemas de expresiéon de proteinas. Estos
anticuerpos permitirian la realizacién de los ensayos mencionados sin recurrir a la introduccidn de tags
en la secuencia peptidica.
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