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RESUMEN

Este trabajo buscé ampliar el conocimiento sobre la biologia del paréasito Trypanosoma cruzi
para determinar posibles mecanismos pueden ser blancos para el desarrollo de nuevos farmacos
contra la enfermedad de Chagas. El proyecto se enmarcé en el estudio de dos enzimas de T.
cruzi, TcOYE y TcAKR, relacionadas con la sintesis de prostaglandinas, las cuales a su vez
metabolizan los farmacos que se utilizan actualmente en dicha enfermedad. La sintesis de pros-
taglandinas por parte de T. cruzi en el contexto de la infeccion es un proceso que ha sido poco
estudiado y que posiblemente esté relacionado con los mecanismos de infeccién y patogénesis.
En este trabajo se estudié la localizacion subcelular de TcOYE y TcAKR, la expresién a lo
largo del ciclo de vida y la expresion en diferentes cepas. Por otro lado, se sobreexpresaron
ambas proteinas y con los pardsitos sobreexpresantes se realizaron ensayos de infectividad, se
evaluo la actividad PGFsa sintasa, se estudié la resistencia a farmacos tripanocidas asi como a
reactivos oxidantes y se realizaron estudios en modelo murino. Paralelamente, en este proyecto
se realiz6 una busqueda de todos los genes pertenecientes a las familias proteicas Old Yellow
Enzyme y Aldo-Keto Reductasa en protozoo, bacterias y archaeas, con el fin de determinar la
distribucién en las diferentes especies y estudiar sus relaciones filogenéticas para dilucidar cual
fue el evento evolutivo que determiné la particularidad de que TcOYE catalice la sintesis de
PGFya en T. cruzi. Este abordaje implico el desarrollo de un conjunto de scripts cuyo uso en
forma secuencial permitio la identificacion de todos los ortélogos de un gen determinado en un

conjunto de genomas de interés. Palabras claves:

Enfermedad de Chagas, Trypanosoma cruzi, Prostaglandina Sintasas, PGFya sintasa,
Aldo-Keto Recutases, Old Yellow Enzymes.
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Capitulo 1

Introduccion

1.1. Enfermedad de Chagas

La enfermedad de Chagas o tripanosomiasis americana es una zoonosis endémica del conti-
nente americano causada por el pardsito protozoario Trypanosoma cruzi (T. cruzi). Fue descu-
bierta en 1909 por el doctor Carlos Chagas quien describié las manifestaciones clinicas agudas,
los principales reservorios, el agente etiol6gico y el mecanismo de infeccién (Chagas, 1909). Es
una de las enfermedades tropicales desatendidas mas importantes debido a su alta morbilidad y
mortalidad, no solo en areas endémicas, sino también en zonas no endémicas, a través del flujo
de inmigrantes llevando a la globalizacién de esta patologia (Nunes et al.; 2013; Conners et al.,
2016). Se estima que afecta alrededor de 6-8 millones de personas y el 13% de la poblacién
residente en América Latina es considerada en riesgo de infeccion (Lee et al., 2013; WHO et al.,
2015).

1No endémica

Figura 1.1: Distribucion geografica de la enfermedad de Chagas. En rojo se indican las
regiones donde la enfermedad es endémica y en rosado las regiones donde la enfermedad esta presente
pero no es endémica. Imagen modificada de http://www.dndi.org/diseases-projects/chagas/.

A pesar de la alta incidencia en las regiones endémicas y de la diseminacion de la enfermedad
de Chagas, no existe a la fecha una vacuna contra 7. cruz:i y solo hay dos farmacos aprobados

para el tratamiento que fueron desarrollados hace méas de 40 anos, Benznidazol (Bzn) y Nifurti-



mox (Nfx). Estos nitrocompuestos heterociclicos presentan mayor efectividad en la fase aguda
de la enfermedad, siendo menos efectivos en la fase cronica. A su vez, poseen efectos secunda-
rios indeseables, mayor toxicidad en adultos, eficiencia variable, sumado a casos de resistencia
desarrollada por el parasito (Bermudez et al.; 2016; R Wilkinson et al., 2011; Bern, 2011). Por
otro lado se requieren multiples pruebas seroldgicas para diagnosticar un paciente y la falta
de concordancia de estas pruebas conduce a un alto grado de incertidumbre con respecto al
estado de la enfermedad (Tarleton, 2016; Moure et al., 2016; Tanowitz & Weiss, 2017). Por lo
tanto, es de vital importancia el desarrollo de nuevos farmacos que mejoren el tratamiento de

la enfermedad a través del estudio de nuevos blancos.

Dada la ausencia de una vacuna y un tratamiento efectivo para la enfermedad, el control de
la transmision depende de estrategias de control vectorial, evaluacién serolégica de muestras en
bancos de sangres y educacion de poblacion en riesgo (Pinazo & Gascon, 2015; Rassi & de Re-
zende, 2012). Tradicionalmente T. cruzi es transmitido a seres humanos, animales silvestres y
animales domésticos a través de la picadura del insecto vector triatomino infectado y trans-
mision congénita. Sin embargo, existen también otras formas de transmisién como transfusién
sanguinea, transmision oral por alimentos contaminados, trasplante de érganos y contaminaciéon
accidental en laboratorios donde se trabaja con el parasito o se manipulan muestras infectadas
(Rueda et al., 2014; Nunes et al., 2013; Moncayo, 2003; Shewan et al., 2016).

La evolucién de la enfermedad varia considerablemente entre individuos evidenciando la
influencia de las diferencias genéticas del parasito y del hospedador en el desarrollo de la enfer-
medad. La tripanosomiasis americana se caracteriza por presentar dos fases, una fase aguda y
una fase créonica. Durante la fase aguda el paciente presenta una elevada parasitemia y sintomas
inespecificos o ausencia de manifestaciones clinicas, lo que dificulta su deteccion. Las manifes-
taciones de la fase aguda se resuelven espontaneamente, incluso si la infecciéon no es tratada
con farmacos tripanocidas. En pocos casos esta etapa puede ser fatal pero la mayoria de los
pacientes sobreviven y desarrollan la infeccion cronica. En la fase crénica la parasitemia dis-
minuye a niveles indetectables y esta fase puede ser dividida en dos grandes grupos: la forma
indeterminada de la enfermedad, la cual es asintomatica; y la forma determinada, en la cual
los pacientes presentan sintomas o anomalias. La forma indeterminada o latente se define por
serologia positiva y ausencia de signos o sintomas. Estos pacientes estan infectados por T. cruzi
pero no presentan alteraciones electrocardiograficas o radioldgicas en corazén, eséfago o colon.
Mientras que la mayoria de los pacientes permanecen es esta fase de la enfermedad, alrededor
del 40-50 % sufren una progresion clinica y desarrollan lesiones es diferentes 6rganos principal-

mente corazdn, sistema digestivo o ambos (Bermudez et al.; 2016; Rassi Jr et al., 2015).

La cardiomiopatia chagésica es la manifestacion mas severa y frecuente de la fase crénica de

la enfermedad de Chagas. Puede presentarse como insuficiencia cardiaca, trastornos en el ritmo



cardiaco o cardiomegalia. Estas complicaciones cardiacas ocurren generalmente en combinacién,
lo que aumenta la complejidad de la afecciéon. La prevalencia de megaeséfago y megacolon varia
entre los paises de acuerdo con la cepa del parasito, pero es mucho menor que la cardiomiopatia
(Ribeiro et al., 2012; Benziger et al., 2017).

1.2. Trypanosoma cruzi

Trypanosoma cruzi presenta la siguiente ubicacién taxonémica: Eukarya, Protista, Excla-
vata, Discoba, Discricristata, Euglenozoa, Kinetoplastea, Tripanosomatida, Trypanosomatidae,
Trypanosoma, cruzi. Es un pardsito unicelular flagelado digenético® perteneciente a la familia
Trypanosomatidae. En el sistema taxonémico actual la familia Trypanosomatidae contiene tres
subfamilias descritas (figura 1.2): Leishmaniinae, compuesta por un género digenético ( Leishma-
nia) y tres monogenéticos( Crithidia, Leptomonas y Lotmaria); Strigomonadinae que contiene
tres géneros monogenéticos (Angomonas, Kentomonas, y Strigomonas); y Blechomonadinae
que aloja el género monogenético Blechomonas. Por fuera de estos tres grupos existen otros
géneros: Trypanosoma, Phytomonas, Blastocrithidia, Herpetomonas, Sergeia, Paratrypanosoma
y Wallacemonas. (Votypka et al.; 2015; Lukes et al., 2014)

1.2.1. Ciclo de vida

El parasito tiene un ciclo de vida complejo, alterna entre hospederos invertebrados y ver-
tebrados, infecta diferentes especies, se encuentra en el torrente sanguineo asi como dentro de
las células del hospedero e invade una gran variedad de tipos celulares. Para adaptarse a las
diferentes situaciones adopta diferentes formas evolutivas: tripomastigota metaciclico, tripo-
mastigota sanguineo, amastigota y epimastigota. En el hospedero mamifero se encuentran las
formas tripomastigota sanguineo y amastigota, mientras que las otras dos se encuentran en el
insecto vector. Las formas epimastigota y amastigota son replicativas (la segunda intracelular)

mientras que los tripomastigotas no son replicativos y pueden infectar células activamente.

Los tripomastigotas metaciclicos contenidos en el intestino del insecto vector se depositan
junto a las heces cerca de la herida ocasionada por el hematéfago. Una vez en el hospedero son
capaces de invadir células en el sitio de inoculacién. Dentro de la célula se forma una vacuola
conocida como vacuola parasitofora donde el parasito se diferencia al amastigota y luego la lisa
para replicarse en el citoplasma celular. Cuando el niimero de parasitos es elevado se diferencian
en tripomastigotas que finalmente se liberan al torrente sanguineo para volver a infectar otras

células. El ciclo se completa cuando un insecto vector se alimenta de un vertebrado infectado

IParésito cuyo ciclo de vida alterna entre dos hospedadores de diferentes especies; por ejemplo transmisién
entre vertebrados mediada por insectos.
2Parésito que se restringe a un solo hospedador (invertebrado o vertebrado) durante su ciclo de vida.
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Figura 1.2: Arbol filogenético Bayesiano que demuestra relaciones evolutivas entre tri-
panosomatidos basados en secuencias de la subunidad pequena del rARN. En amarillo se
representan los parasitos monogenéticos y rojo los digenéticos. El color verde representa las especies
de bodonidos usadas como grupo externo. Extraido de Votypka et al. (2015).



con la forma tripomastigota circulando en el torrente sanguineo. Una vez ingeridos, la mayoria
de los tripomastigotas se lisan en el estémago del insecto. Los tripomastigotas supervivientes se
transforman en epimastigotas y migran al intestino donde se dividen intensamente. Por tltimo,
se convierten en la forma infectiva tripomastigota metaciclico al final del tracto intestinal para
volver a comenzar un nuevo ciclo de vida (Dias, 2017; de Souza et al.; 2010). En la figura 1.3

se esquematiza el ciclo de vida.

Triatomine vector takes a blood meal
and ingests trypomastigotes

Trypomastigotes differentiate into
epimastigotes, which replicate in midgut

Epimastigotes J/)
differentiate into s
" g Trypomastigotes Frypnrrl ?stigotes
) infect other cells N in the hindgut
cellular amastigotes and are excreted
transform into trypomastigotes, in the feces

followed by rupture of the host cell
Human
stages

Trypomastigo_tes o ;Erewmnimf:es
differentiate into <8 g enter through
amas_ﬁgn!ns bite wound or

and replicate. mucous membrane

Trypomastigotes
invade nucleated cells

Figura 1.3: Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi. El parasito se replica en el intestino del insecto
vector y permanece en el intestino anterior antes de infectar al hospedador vertebrado. Una vez en
este oscila entre dos formas, la forma replicativa intracelular y la forma sanguinea infectado a més
células de hospedador. Extraido de Bern (2015).

1.2.2. Organizacién celular y caracteristicas subcelulares relevantes

Los parasitos protozoarios de la familia Trypanosomatidae son células eucariotas que com-
parten muchos organelos con las células del hospedero mamifero. Sin embargo, también tienen
organelos exclusivos que estdn ausentes en otros organismos eucariotas o tienen diferentes ca-
racterfsticas. Estos tienen particular interés como nuevos blancos quimioterdpeuticos para el
desarrollo de farmacos mas selectivos y menos téxicos. En esta seccion se describen las princi-

pales caracteristicas exclusivas de tripanosomatidos.



Todos los tripanosomatidos presentan un flagelo que emerge de un drea de invaginacién de
la membrana llamada bolsillo flagelar, la cual se localiza en el extremo posterior de la célula
en relacién a la direccién del movimiento (figura 1.4). El bolsillo flagelar es un importante sitio
de endocitosis y exocitosis en los tripanosoméatidos. Ademéas de los microtibulos en la confi-
guracién clasica 9 + 2, el flagelo contiene una estructura compleja llamada vara paraflagelar
que es esencial para la estructura del flagelo y la motilidad (Portman & Gull; 2010). En la
forma amastigota el flagelo es muy corto y muchas veces permanece en el interior del bolsillo
flagelar. La forma del parasito es mantenida por microtibulos que giran en espiral alrededor
del parasito. (de Souza, 2008; Rodrigues et al., 2014)

r .
r . Reservosoma

/ - Microtdbulos
| 1 subpeliculares

Citostoma

Axonema
Acidocalcisoma
Vara paraflagelar

Vacuola contractil Mitocondria

Bolsillo flagelar

Kinetoplasto Glicosoma

Figura 1.4: Epimastigota de Trypanosoma cruzi. Vista esquemadtica de la forma epimastigota
de T. cruzi. Modificado de Souza (2008).

T. cruzi posee un tunico nucleo. La tincion con intercalantes de ADN revelan un ntcleo
diploide aunque también se han visto aneuploidias (McCulloch & Navarro, 2016). En epimas-
tigotas y amastigotas el nicleo es ligeramente esférico, mientras que en tripomastigotas es

alargado y se localiza en el centro de la célula (Elias et al., 2001).

Los glicosomas son organelos electron densos rodeados de membrana que se encuentran en
parasitos protozoarios del orden Kinetoplastida. Participan en varias funciones como el me-
tabolismo de carbohidratos, rescate de purinas, biosintesis de pirimidinas y metabolismo de
las especies reactivas del oxigeno (Opperdoes, 1987). Otra estructura celular importante en el
metabolismo son los acidocalcisomas. Estos son organelos con caracteristicas particulares como
pH &cido, ricos en calcio, polifosfatos y otros iones. Posee bombas, canales y transportadores de
iones que contribuyen a cumplir su funcién que es mantener la homeostasis intracelular. Este
organelo es reservorio de cationes, mantiene la homeostasis del calcio, regula el pH intracelular

y funciona como osmoregulador (Moreno & Docampo, 2003; Docampo et al.; 2010).

6



Las formas epimastigota y amastigota presentan una invaginacién profunda de la membra-
na plasmatica en forma de embudo extendiéndose a una regién proxima al niicleo y formando
una estructura denominada complejo citostoma-citofaringe. Este complejo desempena un rol
importante en la endocitosis. Al penetrar en la abertura del citostoma, las moléculas siguen
por la citofaringe donde son internalizadas en vesiculas endociticas que se unirdan con una red
de tibulos y vesiculas (De Souza, 2002). Los resevosomas también son organelos de la via
endocitica. Estan delimitados por membrana y son el destino de macromoléculas endocitadas

constituyendo una lugar de reserva de lipidos, proteinas y proteasas (Cunha-c Silva et al.; 2000).

La vacuola contractil esta localizada en estrecha asociacién con el bolsillo flagelar. Tiene
la funcién de osmoregulaciéon (contiene acuaporinas y se asocia al acidocalcisoma). Presenta
varias proteinas que estan involucradas en muchos procesos celulares como metabolismo de
proteinas y aminoacidos, metabolismo energético, metabolismo de fosfato y calcio, estructura
y organizacion celular, transporte de proteinas, trafico intracelular, entre otros. La presencia
de este organelo es esencial para una rapida adaptacion a las diferencias en la presion osmotica
(Montalvetti et al., 2004; Rohloff et al., 2004).

T. cruzi al igual que el resto de los tripanosoméatidos presenta una mitocondria unica y
ramificada en todo el citoplasma del parasito. EIl ADN mitocondrial (kADN) se organiza en
maxicirculos y minicirculos que se asocian en forma concatenada en una determinada regién
de la mitocondria llamada kinetoplasto (figura 1.5). Esta regién especializada de la matriz mi-
tocondrial se ubica adyacente al cuerpo basal flagelar. Los maxicirculos son similares al ADN
mitocondrial de eucariotas superiores y codifican para el ARN ribosomal y algunas proteinas
mitocondriales. Por el contrario, los minicirculos codifican para ARN guias que participan en la
transcripcién de los maxicirculos en un proceso llamado edicién del ARN (Clayton, 2016; Jen-
sen & Englund, 2012). El metabolismo mitocondrial presenta diferencias entre epimastigotas y
tripomastigotas sanguineos. Los tripomastigotas presentan mayor actividad de los complejos 11
y III de la cadena respiratoria (lo cual facilita la entrada de electrones) pero menor actividad del
complejo IV, restringiendo el transporte de los electrones a su destino final. Como consecuencia
aumenta la produccién de perdxido de hidrégeno (Hz03). Este mecanismo le confiere proteccion
al parasito al acondicionarlo contra la explosion oxidativa inducida por la activacion del siste-
ma inmune del hospedero (Goncalves et al., 2011). El kinetoplasto cuenta con proteinas que
contribuyen a la condensacion y replicaciéon del ADN mitocondrial. Por microscopia electrénica
de transmision se reveld que el KADN esta conectado a la membrana mitocondrial y al cuer-
po basal por filamentos citoplasmaticos. Esta vinculacién es responsable de la colocacion del
genoma mitocondrial y su correcta segregacién durante la divisién celular (Jensen & Englund,
2012).
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Figura 1.5: Estructura del kinetoplasto en tripanosomatidos. Vista esquematica del kineto-
plasto, estructura intramitocondrial que contiene el ADN y se encuentra localizada debajo del cuerpo
basal. Modificado de Klingbeil & Englund (2004).

1.3. Prostaglandinas

En este trabajo se estudiaron dos proteinas de T. cruzi relacionadas con la actividad en-
ziméatica prostaglandina Fsya sintasa. La produccion de prostaglandinas por parte del parasito
durante la infeccion es un proceso que ha sido poco estudiado. Estudios en otras especies de la
familia Trypanosomatidae dan indicios de que estas proteinas posiblemente estén relacionadas
con el proceso de infeccién y patogénesis de T. cruzi. (Figarella et al.; 2006; Kabututu et al.,
2002)

Las prostaglandinas (PGs) son mediadores lipidicos autéerinos y pardcrinos que modulan
diversas respuestas fisiolégicas y fisiopatolégicas en mamiferos (Hirata & Narumiya, 2012; Ya-
gami et al., 2016). La oxigenacién de varios dcidos grasos poliinsaturados de 20 carbonos en
casi todos los tipos de células da lugar a la formacién de varias clases de productos bioac-
tivos denominados eicosanoides. Estos incluyen prostaglandinas, prostaciclinas, tromboxanos,
leucotrienos y lipoxinas. Las prostaglandinas y los tromboxanos, denominados colectivamente
prostanoides, derivan del acido araquidénico (AA), un dcido graso insaturado de 20 carbonos
(Zurier, 2014; Ricciotti & FitzGerald, 2011).

Existen cuatro prostaglandinas principales: prostaglandina Es (PGE,), prostaciclina (PGIy),
prostaglandina Dy (PGD2) y prostaglandina Foar (PGFar). Se producen de forma ubicua (ge-
neralmente cada tipo de célula genera uno o dos PGs dominantes) y durante una respuesta
inflamatoria, tanto el nivel como el perfil de la produccion de prostaglandinas cambian drasti-

camente. La produccion de prostaglandinas aumenta inmediatamente en la inflamacién aguda y



cumplen un papel muy importante en el reclutamiento de leucocitos necesarios para la defensa
del hospedero (Serhan et al., 2015; Ricciotti & FitzGerald, 2011). Sin embargo, la comprensién
de las funciones fisioldgicas de estos lipidos es compleja por los diferentes efectos que tienen en
los diferentes tejidos (Dennis & Norris, 2015).

La biosintesis de las prostaglandinas requiere que el AA sea liberado de su forma esterifi-
cada. El AA se encuentra esterificado en la posicién sn2 de glicerofosfolipidos en membranas
lipidicas y su disponibilidad limita la formacién de prostanoides, siendo el principal punto de
regulacién. La cantidad de prostanoides incrementa cuando la actividad de la fosfolipasa As
(PLA3) aumenta en respuesta a una activacién celular mediada por diferentes factores como
citoquinas pro inflamatorias, factores de crecimiento, trauma, infeccién e inflamacion. Las fos-
folipasas A, catalizan la hidrdlisis de glicerofosfolipidos tanto en condiciones fisioldgicas como
después de la activacién de las células, mediante la accién de una PLA, dependiente de calcio.
(Smith et al., 2011; Dennis & Norris, 2015; Blanco et al.; 2016). En la figura 1.6 se esquematiza

la biosintesis de prostanoides en mamlferos.
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Figura 1.6: Biosintesis de prostanoides. Los postanoides son una subclase de eicosanoides deriva-
dos del AA, el cual es liberado de las membranas fosfolipidicas por accién de la PLAs y es convertido
en PGHs via un intermediario peréxido estable por ciclooxigenasas. Luego se generan los prostanoides
por accién de las respectivas sintasas. Modificado de Kawahara et al. (2015).

El primer paso comprometido en la biosintesis de prostanoides es catalizado por las pros-
taglandina endoperéxido sintasas (PHG-1 y PHG-2) también conocidas como ciclooxigenasas
(COX-1y COX-2). Estas enzimas bifuncionales convierten el AA en prostaglandina Go (PGGy)
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a través de la actividad ciclooxigenasa seguido por la sintesis de prostaglandina Hy (PGHy) con
la actividad peroxidasa. La isoforma COX-1 se expresa constitutivamente en la mayoria de las
células mientras que la COX-2 se induce frente a un estimulo inflamatorio, hormonal u otro.
Sin embargo ambas contribuyen a la sintesis de prostanoides durante la inflamacién (Blanco
et al., 2016; Ricciotti & FitzGerald, 2011).

La conversion del intermediario endoperéxido PGH; en los diferentes prostanoides requiere
de la actividad de las respectivas sintasas. Tres PGE, sintasas (PGES), una citosdlica (cPGES)
y dos PGES asociadas a membrana (mPGES-1 y el mPGES-2), producen PGE; usando PGH,
como sustrato. La PGE; es la PG mas abundante en humanos y es la mas caracterizada en ani-
males. En condiciones fisiologicas es un mediador importante de muchas funciones biolégicas,
tales como la regulacién de la respuesta inmune, la presién arterial, la integridad gastrointes-
tinal y la fertilidad. La prostaciclina PGl es producida por la PGI; sintasa (PGIS) y es el
prostanoide mas importante en la regulaciéon de la homeostasis cardiovascular. Se produce en
las células del endotelio vascular y en células de musculo liso cardiaco. La PGIS es miembro
de la superfamilia citocromo P450 y se localiza en el reticulo endoplasmético. Por otro lado,
PGDy, se sintetiza en el sistema nervioso central y en células como mastocitos, células dendriti-
cas, macrofagos y linfocitos Th2. Es relevante en reacciones de hipersensibilidad e inflamatorias
y esta implicada en la agregacién plaquetaria, la contraccion del musculo liso, quimotaxis de
células del sistema inmune y la regulacién de los ciclos de sueno-vigilia. Es sintetizada por dos
enzimas, una de origen hematopoyético (H-PGDS) y otra que se expresa en los tejidos cerebra-
les (L-PGDS). El tromboxano TXA, es un mediador importante de la agregacién plaquetaria y
la activacién de la respuesta inflamatoria endotelial que desencadena en vasoconstriccién. A su
vez, esta asociado a diversos procesos patoldgicos cardiovasculares. Es sintetizado por la TXA,
sintasa y tiene una vida media muy corta por lo que su accién se restringe a microambientes.
Luego de su sintesis todas las PGs actian alocadamente mediante la unién a sus respectivos
receptores especificos. (Blanco et al., 2016; Ricciotti & FitzGerald, 2011; Smith et al., 2011)

La sintesis de PGFsa requiere la reduccién del precursor mediante la transferencia dos
electrones. Hay dos maneras posibles de sintetizar PGFsya, mediante la reduccion del grupo
9,11-endoperoxido de PGHy o mediante la reduccién del grupo 9-keto de PGE,. Adicionalmen-
te, la reduccion del grupo 11-keto de PGDy conduce a la formacion de un estereoisomero de
PGFa (9¢,115-PGF5) (Figura 1.7). Ambos epimeros tienen actividad biolégica y se encuentran
en fluidos corporales (Liston & Roberts, 1985). La PGFya sintasa (PGHs 9,11-endoperéxido
reductasa, PGFS) es la encargada de la conversion de PGHy a PGF5«, mientras que las enzimas
PGE5 9-ketoreductasa y PGD, 11-ketoreductasa son responsables de la reducciéon de PGE; a
PGFsa y de PGDs al isémero 9a,113-PGFy, respectivamente. La PGFya esta implicada en la
reproduccién estimulando la ovulacion, la lutedlisis, la contraccion del musculo liso uterino y la

iniciacién del parto. También desempena un papel importante en la funcién renal, contraccién
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de las arterias, disfunciéon miocardica, lesién cerebral y dolor. Esta PG media sus efectos a
través de receptores FP (Receptor de prostaglandina F) acoplados a proteina G, que activa la
fosfolipasa C y conduce a un aumento del calcio intracelular y la activacién de PKC. (Ricciotti
& FitzGerald, 2011; Smith et al., 1991, 2011; Kawahara et al., 2015)

OH
PGE 2
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OH ‘OH
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Figura 1.7: Sintesis de diferentes isémeros de PGF. Extraido de Smith et al. (1991)

1.4. Prostaglandinas en tripanosomatidos

La fase aguda de la infeccion por T. cruzi se caracteriza por inmunosupresién mediada por
prostaglandinas y citoquinas (Michelin et al., 2005; Pinge-Filho et al.; 1999). En particular au-
mentan los niveles de PGFya, TXA, y PGE; en ratones infectados (Cardoni & Antinez, 2004;
Pinge-Filho et al., 1999), siendo TXAy y PGFsa los principales lipidos bioactivos derivados de
AA circulantes (Ashton et al., 2007).

Ha sido propuesto que 7' cruzi utiliza las prostaglandinas como un mecanismo de persisten-
cia (Nagajyothi et al.; 2012) al actuar como inmunomoduladores en la fase aguda de la infeccién
a favor de la progresién al estado crénico de la enfermedad (Mukherjee et al.; 2011). En este
sentido, los eicosanoides producidos pueden contribuir a la proliferacién y diferenciacion del
parésito, la fagocitosis y la supervivencia del hospedero (Freire-de Lima et al.; 2000; Ashton
et al., 2007; Mukherjee et al., 2011).

A pesar que el metabolismo del AA esta bien descrito en células de mamiferos, las vias me-
tabdlicas por las cuales el parasito produce prostaglandinas no estan tan claras. Si bien se han

caracterizado varias enzimas implicadas en el metabolismo del AA y en la produccion de PGs
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en tripanosomatidos, la via de sintesis parece estar incompleta. Se han descrito las actividades
enzimaticas PLA;, PLAy y PGFS en T. cruzi (Bertello et al.; 2000; Connelly & Kierszenbaum,
1984; Kubata et al., 2002b), T. brucei (Opperdoes & Van Roy, 1982; Eintracht et al., 1998;
Kubata et al., 2000) y Leishmania (Belaunzaran et al., 2010; Smith et al., 1997; Kabututu
et al., 2002). Por otro lado, se identificé la formacién enzimatica de TXAg en T. cruzi (Ashton
et al.,; 2007) y de PGDy y PGEy en T. brucei (IKubata et al., 2002a). Una particularidad es que
parece no haber una enzima COX clésica implicada en la via de sintesis de eicosanoides en los
tripanosomatidos. Busquedas bioinforméaticas en varios genomas de hongos y parasitos no han
revelado genes con identidad de secuencia significativa con las ciclooxigenasas de mamiferos
(Noverr et al., 2003; Kubata et al., 2007).

La enzima TOPGFS ha sido muy estudiada y corresponde a una PGH 9,11-endoperdxido
reductasa de la cual se conoce su estructura tridimensional (Okano et al., 2002; Kilunga et al.,
2005). Al igual que la mayoria de las PGFS identificadas a la fecha es miembro de la familia
proteica Aldo-Keto Reductasa (AKR). Sin embargo posee limitada identidad de secuencia con
PGFS de otros mamiferos, plantas, hongos y procariotas (I<ubata et al., 2000). Las PGFS ca-
racterizadas en L. major, L. tropica y L. donovani también corresponden a 9,11-endoperdxido
reductasas y tienen muy alta identidad aminoacidica entre ellas. La PGFS de L. major tiene
localizacién citoplasmatica al igual que TbPGFS y comparten un 61 % de identidad. Las tres
PGFS caracterizadas en Leishmania corresponden a la superfamilia aldo-ceto reductasa, sin
embargo no fue detectada ninguna proteina de esta familia en L. mexicana y L. amazonensis

(especies de Leishmania del nuevo mundo) (Kabututu et al.; 2002; Majanja et al.; 2014).

En T. cruz, donde la sintesis de prostaglandinas es relevante en el establecimiento de la
infeccién, inmunomodulacién y patogénesis (Gomes et al.; 2014; Sharma et al., 2013), dos en-
zimas han sido asociadas a la sintesis de PGFoa: una con homologia a las Old Yellow Enzymes
de bacterias y levaduras (TcOYE) (Kubata et al.; 2002b), y una segunda perteneciente a la
familia de las aldo-ceto reductasas (TcAKR) (Garavaglia et al., 2010). TcOYE es una flavopro-
teina NAD(P)H oxidoreductasa que contiene FMN como grupo prostético y presenta actividad
PGFsa sintasa y, si bien para TcAKR no se ha demostrado esta actividad, si ha sido descrita

por su homdéloga en T. brucei (Kubata et al.; 2000).

TcOYE es capaz de reducir 9,11-endoperéxido PGH, a PGFya tanto en condiciones aerdbi-
cas como anaerobicas pero no PGDs o PGE,, siendo exclusivamente 9,11-endoperéxido reducta-
sa. Por otro lado, su versatilidad catalitica le permite reducir peréxidos (peréxido de hidrégeno
y t-butil hidroperdxido) asi como drogas tripanocidas tales como naftoquinonas, nitrocompues-
tos heterociclicos y komaroviquinona (IKubata et al., 2002b; Uchiyama et al.; 2005). Si bien
se determind que puede reducir Nfx en condiciones anaerébicas y no asi Bzn (IKubata et al.,

2002b), la delecién de copias del gen asi como la disminucién de transcriptos ha sido asociada
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a resistencia a Bzn adquirida in vitro en cepas de T. cruzi (Murta et al., 2006). De la misma
manera, un aumento a nivel proteico fue asociado al fenotipo sensible en un estudio proteémico
comparativo de cepas sensibles y resistentes a Bzn (Andrade et al.; 2008). Se conoce la estruc-
tura de TcOYE con algunos de sus sustratos e inhibidores (Sugivama et al.; 2007; Yamaguchi
et al., 2011; Okamoto et al., 2011; Murakami et al.; 2013). Okamoto y colaboradores realizaron
el estudio cristalogréafico de rayos X de TcOYE con algunos de sus sustratos. En su publicacién
del ano 2011 se presenté la estructura del complejo ternario de TcOYE/FMN/p-HBA con una
resolucién de 2,05 A. El p-hidroxibenzaldehido (p-HBA) es uno de los sustratos de TcOYE
y participa en una interacciéon de transferencia de carga para muchas enzimas de la familia
OYE. La estructura muestra el sorprendente movimiento de un bucle que abarca el sitio activo
después de la unién de p-HBA y revela el mecanismo de reconocimiento para una variedad de
compuestos. Murakami y colaboradores realizaron cristalografia de rayos X, ultracentrifugacion
analitica y dinamica molecular. En este trabajo proporcionaron una descripciéon detallada de la
estructura a partir de una resolucién de 1,27 A, y aportaron informacién sobre la especificidad
y el comportamiento hidrodinamico. Definieron el sitio activo de la enzima como una cavidad
positiva donde se une el grupo prostético FMN. Ademas, propusieron que TcOYE se comporta
como un monoémero en solucion y que la proteina tiene cierta flexibilidad intrinseca, acorde con

lo descrito por Okamoto y colaboradores.

Por su parte, TcAKR es una aldo-ceto reductasa dependiente de NADPH que posee homo-
logia con la PGFS de T. brucei. Sin embargo, Garavaglia y colaboradores postularon que no
se trata de una PGFS ya que su actividad como tal no ha podido ser demostrada en T. cruzi
(Garavaglia et al.; 2010). Esta enzima también es responsable de la metabolizacién de farmacos
en T. cruzi, en particular o-naftoquinonas con la concomitante generacion de radicales libres, y
Bzn. En nuestro grupo se identificé a TcAKR en un estudio de proteémica unida a un derivado
de Bzn (Trochine et al.; 2014a) y la sobreexpresién en epimastigotas permitié que los pardsitos
fueran maés resistentes a este farmaco (Garavaglia et al.,; 2016). Nfx, PGHy y p-naftoquinonas
no demostraron ser un sustratos de TcAKR. Esta enzima presenta localizacion citoplasmatica y
se conoce su estructura tridimensional (Garavaglia et al.; 2010, 2016; Moen et al.; 2015). Moen
y colaboradores determinaron la estructura junto con la estructura de la PGFS de L. major
con una resolucién de 2,6 A y 1,6 A, respectivamente. Ambas presentan el dominio estruc-
tural clasico de oxidoreducatasas (“NADP-binding Rossmann-fold”) y tienen un movimiento
significativo entre la apoenzima y la holoenzima en el mismo loop que es estabilizado por la
interaccion con el cofactor NADP* al igual que en la estructura de la PGFS humana (Moen
et al., 2015).

Cabe senalar que si bien se sabe que ambas enzimas median la metabolizacion de farmacos
en 7. cruzi, no hay reportes hasta la fecha de su implicancia bioldgica. Resulta interesante el

hecho de que TcOYE es una enzima exclusiva de T. cruzi, y no esta presente en el resto de
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los tripanosomatidos; mientras que TcAKR presenta homdélogos en todos los tripanosomatidos
(Kubata et al., 2007). Esta particularidad inica de T. cruzi le confiere un interés particular. Por
su parte, la presencia de un enzima PGF sintasa identificable en todos los tripanosomatidos,
siendo la unica a la fecha, indica que es un enzima importante para estos parasitos. Asimismo,
la sintesis de PGFS no se ve afectada por drogas anti inflamatorias no estoroideas (NSAIDS)
como aspirina e indometacina (Kubata et al.; 2000; Kabututu et al., 2002; Kubata et al.,
2002b) cominmente usadas como inhibidores de la actividad ciclooxigenasa en mamiferos. Esto

evidencia que la via de sintesis de eicosanoides en estos parasitos es diferente.

1.5. Familia proteica AKR

La mayor parte de las PGFS caracterizadas a fecha pertenecen a la superfamilia Aldo-Keto
Reductasa (KKabututu et al.; 2009). Las AKRs forman una superfamilia de proteinas caracteri-
zadas por una estructura tridimensional en comun y un mecanismo de reaccién que comprende
la oxidoreduccién de grupos carbonilos dependiente de NAD(P)H. Catalizan la reduccién de
aldehidos, cetonas, monosacaridos y prostaglandinas, entre otros y estan ampliamente distri-
buidas, se encuentran en vertebrados, invertebrados, plantas, protozoos, hongos, eubacterias y

arqueobacterias (Penning, 2015; Jez & Penning, 2001)

Todas las proteinas de esta familia proteica tienen la conformacion estructural barril triosa-
fosfato isomerasa (TIM) o («/ B)s-barril que corresponde a ocho hélices v antiparalelas a ocho
hojas [ centrales con la insercién de varias hélices adicionales. En la parte C-terminal hay tres
loops que definen la especificidad del sustrato. Alineamientos de secuencias y comparaciones
estructurales identifican un dominio de unién al cofactor comun y una tetrada catalitica con-
servada conformada por tirosina, lisina, histidina, aspartato. Las regiones que corresponden a
los componentes de la estructura de barril no presentan gaps importantes en los alineamientos
multiples de secuencia. Los gaps més grandes aparecen en los loops del lado C-terminal del
barril. De esta forma las AKRs mantienen conservada la estructura del barril mientras que
adaptan la especificidad del sustrato a través de la modificacién de los loops cerca del sitio
activo (Jez et al., 1997; Penning, 2015; Sanli et al., 2003).

La superfamilia contiene 190 proteinas anotadas que se clasifican en 16 familias. Las fami-
lias a su vez se dividen en subfamilias y se definen por identidad de secuencia aminoacidica.
Los miembros dentro de una familia tienen menos de 40 % de identidad de secuencia con los
miembros de otras familias y los miembros dentro de una subfamilia tienen una identidad de
secuencia superior al 60 %. Se establecié un sistema de nomenclatura que determina que el
nombre debe empezar con “AKR”, seguido de un nimero que indica la familia, una letra que
describe la subfamilia y un nimero que designa la secuencia unica de la proteina (Hyndman
et al., 2003; Mindnich & Penning, 2009; Penning, 2015)
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En los mamiferos se identificaron proteinas de las subfamilias AKR1C (AKR1C3 humana)
y AKR1B (AKR1B1 humana, AKR1B3 de ratén y AKR1B5 de bovino) con actividad PGFS.
La PGFS caracterizada por Kubata y colaboradores en T. bruce: fue designada como AKR5A2
y la de leishmanias del viejo mundo como AKR5A1 (Kabututu et al., 2009; Watanabe, 2011).
La mayoria de las AKR conocidas son monémeros. Sin embargo, en los ultimos anos se han
incluido proteinas multiméricas en las familias AKR2, AKR6 y AKRY.

1.6. Familia proteica OYE

La primer proteina OYE descrita fue aislada de levaduras por Warburg & Christian (1932).
La familia proteica Old Yellow Enzyme (OYE) (EC 1.6.99.1) esta compuesta por oxidorreduc-
tasas dependientes de NAD(P)H que contienen un mononucleétido de flavina (FMN) unido
no covalentemente como cofactor. Se encuentran en bacterias, plantas, hongos y protozoos y
son capaces de reducir estereoselectivamente varios compuestos como nitroésteres, compuestos
nitroaromaticos y compuestos «, S-insaturados. Estas proteinas aceptan un gran variedad de
grupos funcionales activados como sustratos incluyendo cetonas, aldehidos, nitrilo, imida, ni-
tro, acidos carboxilicos, lactonas y ésteres carboxilicos (Hall & Bommarius, 2011; Williams &
Bruce, 2002).

Toogood y colaboradores definieron como homdlogos OYE aquellas enzimas que muestran
una identidad de secuencia aminoacidica significativa y/o homologia estructural con miembros
OYE conocidos; y ademads catalizan la reduccién dependiente de NAD(P)H de sustratos alqueno
activados. Presentan diferentes estados de oligomerizacion, se han descrito mondémeros, dime-
ros, tetrameros y octdmeros o dodecameros en una OYE termoestable. Todos los homoélogos
OYE monoméricos se pliegan adoptando un forma de barril (a, 8)s (barril TIM) con elemen-
tos de estructura secundaria adicionales. Las diferencias mas significativas entre las estructuras
OYE se observan en los loops mas superficiales. La reaccion catalitica tiene lugar en dos etapas:
primero ocurre la oxidacién de NAD(P)H por la transferencia de un hidruro al cofactor FMN,
luego se reduce el sustrato por la transferencia de dos hidrogenos desde la flavina reducida. Es-
tos pasos se realizan mediante un mecanismo de bi-bi ping-pong donde los sustratos reductivos
y oxidativos se unen dentro del mismo sitio activo. (Toogood et al., 2010; Williams & Bruce,
2002)

Debido a la diversidad de enzimas que pertenecen a la familia OYE no se les ha atri-
buido ningun rol fisiolégico conservado. Cumplen diversas funciones en diferentes organismos
asociadas a detoxificacién, respuesta al estrés oxidativo, vias metabdlicas especificas como la
biosintesis de alcaloides ergot, metabolismo aerobio del antranilato y la biosintesis de prosta-

glandina Foar (T. cruzi). Las proteinas OYE de plantas han sido implicados en la biosintesis
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de la hormona vegetal acido jasmonico, destoxificacion de los lipidos oxigenados y metabolismo
de los compuestos de carbonilo «, S-insaturados que se producen durante el ataque de insectos
y la patogénesis bacteriana. Curiosamente, también se demostré que las enzimas de tipo OYE
(nitrorreductasas de Tipo I) en T. cruzi reducen una variedad de farmacos tripanocidas tales

como las diterpenos komaroviquinona, Nfx y nitrobencilfosforamida (Toogood et al., 2010).

Debido a esta versatilidad catalitica y a la produccién de compuestos quirales han sido muy
utilizadas en la industria (Hall & Bommarius, 2011). Dado que la reduccién de dobles enlaces
activados conduce a la formacion de hasta dos centros esterogénicos, las proteinas OYEs se
han usado con catalizadores biolégicos para la sintesis asimétrica de productos farmacéuticos,
quimicos y agroquimicos enantiomericamente puros (Toogood et al.; 2010). Estas proteinas
también se han empleado en fitorremediacién de suelos contaminados por explosivos por su ca-
pacidad de nitroreducir TNT (2,4,6-Trinitrotolueno) (Smets et al., 2007; Williams et al., 2004).
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Capitulo 2

Hipoétesis y Objetivos

2.1. Hipotesis

Dado que estudios en otras especies de la familia Trypanosomatidae dan indicios de que las
prostaglandinas posiblemente estén relacionadas con los procesos de infecciéon y patogénesis,
proponemos que las enzimas responsables de la sintesis de PGFya tienen un rol crucial en
el proceso de infeccion a células por T. cruzi. Por otro lado, planteamos que los parasitos
sobreexpresantes de ambas enzimas tienen diferentes susceptibilidad a los farmacos empleados

en la enfermedad de Chagas.

2.2. Objetivo general

Estudiar las enzimas de Trypanosoma cruzi TcOYE y TcAKR, relacionadas con la sintesis
de prostaglandinas y el metabolismo de farmacos, en el contexto de la infecciéon y como posibles

blancos de nuevos farmacos anti-chagasicos.

2.3. Objetivos especificos

» Realizar una busqueda de homoélogos de ambas enzimas en los genomas disponibles de la
familia Trypanosomatidae y realizar estudios filogenéticos.

» Analisis comparativo de las estructuras disponibles en la base de datos Protein Data
Bank (PDB) de estas enzimas para determinar posibles diferencias en el sitio catalitico
que expliquen las diferencias funcionales.

= Generar un diagrama de flujo para anélisis filogenéticos de un gen en particular, a través de
la incorporacion de los scripts desarrollados y las herramientas bioinformaticas utilizadas.

= Estudiar la localizacién subcelular y expresién de ambas enzimas a través del ciclo de

vida del parasito.
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= Sobreexpresar ambas enzimas en 1. cruzi para determinar si cambios en la proliferacién,

infectividad a células de mamiferos y resistencia a farmacos.
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Capitulo 3

Materiales y Métodos

3.1. Btusqueda de homdlogos de TcOYE y TcAKR en
los genomas disponibles de la familia Trypanosoma-
tidae

Se realiz6 una busqueda de todos los genes pertenecientes a las familias proteicas OYE y
AKR en genomas de interés para realizar una reconstruccion filogenética de TcOYE y TcAKR

con sus homélogos.

3.1.1. Seleccion de los genomas para la biisqueda de homdlogos

Se obtuvieron las secuencias nucleotidica completas de 354 genomas de protozoos y 5.245
de bacterias sin la anotacién disponible de la base de datos National Center for Biotechnology
Information (NCBI) disponible en ftp://ftp.ncbi.nih.gov/genomes/.

3.1.2. Generacion de bases de datos

Se generaron una base de datos con secuencias OYEs y otra con secuencias AKRs represen-
tativas, que posteriormente se utilizaron para la busqueda de genes homoélogos. Las secuencias
aminoacidicas de OYEs y AKRs utilizadas para la generacién de las bases de datos fueron
extraidas de la base de datos Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) (Kanehi-
sa et al., 2016) la cual estd compuesta por secuencias ortélogas curadas. Dicha base de datos
se encuentra disponible en la pagina http://www.genome.jp/kegg/. Posteriormente, las bases
de datos de familias de proteinas Pfam (http://pfam.zfam.org) (Finn et al., 2016) y NCBI-
CD search (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/bwrpsb/bwrpsb.cgi) (Marchler-Bauer et al.,
2015) se utilizaron para corroborar que las proteinas recuperadas de KEGG tuvieran los do-
minios caracteristicos de cada familia proteica. En el caso de OYE estos dominios son “Oxido-
red_FMN” (detectado con Pfam) y “TIM_phosphate_binding superfamily” (NCBI-CD), mientras
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que para AKR son “Aldo_ket_red” (Pfam) y “Aldo_ket_red superfamily” (NCBI-CD).

3.1.3. Bisqueda de homodlogos

Las secuencias OYE y AKR se recuperaron de los genomas mediante Basic Local Alignment
and Search Tool (BLAST)x (Altschul et al., 1990), de manera de recuperar todas las secuen-
cias independientemente de la anotacion del genoma. El resultado de BLAST se filtré para
descartar aquellas secuencias que no cumplieron con una cobertura del query mayor o igual
a 90 % y un porcentaje de identidad mayor o igual a 25%. Dado que muchas de las secuen-
cias comprendidas en las bases de datos alinearon con la misma regiéon del genoma pero no
exactamente en las mismas coordenadas, se empled la funciéon IRranges del paquete de R Ge-
nomicRanges (Lawrence et al., 2013) para definir los rangos del genoma que abarcaron todos
los hit encontrados por BLAST. Una vez definidos estos rangos se procedié a determinar el
marco de lectura en el cual la secuencia es traducida correctamente. Para esto se tradujo cada
rango en los tres marcos abiertos de lectura posibles y se compararon nuevamente con la base
de datos mediante BLASTp para determinar cual de los tres es el correcto. Para asegurarnos
que contabamos con las secuencias completas se buscaron codones de terminacion en los ex-
tremos, aquellas secuencias carentes de codén de terminacién en los 100 aminoacidos extremos
se extendieron a lo largo de la hebra hasta encontrar un codén stop. Luego, estas nuevas se-
cuencias se analizaron con programas de biisqueda de dominios (Pfam y NCBI-CD search) y se
inspeccionaron manualmente aquellas secuencias con presencia de 'Xs’ en lugar de aminodcidos
debido a una baja calidad del genoma, eliminando aquellas con més de 1% de 'Xs’ en el largo
de la secuencia. Posteriormente, se identificé el comienzo y el final de los marcos abiertos de lec-
tura resultantes mediante busquedas por BLASTp contra la base de datos no redundante (nr)
del Genbank. Este paso permitié definir el comienzo y final de la gran mayoria de secuencias.
Dado que algunas secuencias no estaban anotadas y divergian mucho de las secuencias que se
encuentran en la base de datos nr debieron ser inspeccionadas manualmente. Por tltimo, una
vez definidos los extremos de las proteinas se identificaron cuales eran pseudogenes mediante
la busqueda de codones stop dentro de la region codificante. Tanto el analisis de BLAST como
todo el procesamiento posterior se implementé automaticamente usando funciones creadas en
R (R Development Core Team, 2008). En cada etapa se conservé informacién de la secuencia
en el nombre de la misma tal como el genoma al que pertenece, las coordenadas en el mismo,

la hebra y el marco abierto de lectura.

3.2. Estudios filogenéticos

Las secuencias en las cuales los dominios proteicos caracteristicos estaban presentes fueron
utilizadas para realizar reconstrucciones filogenéticas. Se realizaron alineamientos multiples

de las secuencias proteicas con el modo accurate de T-coffee (Notredame et al., 2000). Este
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método toma en cuenta informacién estructural disponible en la base de datos PDB (Ber-
man et al., 2000) para mejorar la calidad del alineamiento. Se aplic6 ProtTest v3.2.2 (Darriba
et al., 2011) para hallar un modelo de sustitucién 6ptimo para cada alineamiento. Dependiendo
del alineamiento, JTT (Jones-Taylor-Thornton), WAG (Whelan and Goldman) y Blosum62
fueron los modelos que mejor se ajustaron. Los estudios que determinaron las relaciones filo-
genéticas fueron realizados con el método Mazimum-Likelihood (ML) empleando el programa
PhyML (Guindon & Gascuel, 2003). La visualizacion se realizé empleando el programa FigTree
(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).

Para el caso del arbol filogenético realizado con secuencias OYE de bacterias, archaeas,
plantas, hongos y protozoos el alineamiento multiple se realizd con programa Clustal Omega
(Sievers et al., 2011). Para mejorar la calidad del mismo se empled el modelo oculto de Markov
(HMM) del dominio “Oxidored_FMN”obtenido de Pfam. Se utilizé FastTree 2 (Price et al.,
2010) para determinar las relaciones filogenéticas con el método ML. En este estudio se utiliza-
ron las secuencias OYE de bacterias, archaeas y protozoo recuperadas de los genomas en esta
tesis asi como secuencias anotadas como OYE en la base de datos KEGG (incluyen secuencias
de bacterias, plantas y hongos). Para completar la representaciéon taxondmica se incluyeron
las secuencias OYE recuperadas de genomas de hongos por Nizam y colaboradores (Nizam
et al., 2014), asi como secuencias OYE de plantas recuperadas por bisquedas manuales en la

bibliografia. La visualizacién se realizé empleando el paquete de R ggtree (Yu et al., 2016)

3.3. Estudios estructurales

Se utilizaron las estructuras de las proteinas AKR de Trypanosoma cruzi (TcAKR, PDB:
AGIE), Trypanosoma brucei (AKR5A2, PDB: 1VBJ), Leishmania major (AKR5HA, PDB:
4G5D), Bacillus subtilis (AKR5G1, PDB: 3D3F), Rattus norvegicus (AKR1B14, PDB: 3QKZ)
y Homo sapiens (AKR1C3, PDB: 2F38 y AKR1B1, PDB: 1US0) para realizar un anélisis fi-
logenético basado en estructura. Para determinar la similaridad estructural entre los pares de
proteinas se calcul6 el score Qu (O'Donoghue & Luthey-Schulten, 2003) con el plugin MultiSeq
(Roberts et al., 2006) de VMD (Humphrey et al., 1996).

Los potenciales electrostaticos fueron calculados con APBS (Baker et al., 2001) utilizando
un grid cibico de 120 Apor lado y 10 puntos por A2, con una constante dieléctrica del agua de
75.54, un bano salino de 0.150 mM y una temperatura de 298 °K. El potencial fue forzado a
converger en cero a los extremos. Los archivos PQR fueron creados con el servidor PDB2PQR
(Dolinsky et al., 2007). Se utilizé el campo de fuerza AMBER y se establecieron los estados de
protonacién a pH 7.0 de acuerdo a PROPKA (Li et al., 2005).

Estos estudios se realizaron en colaboracién con el Doctor Matias Machado de la Unidad
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de Simulaciones Biomoleculares del Institut Pasteur de Montevideo.

3.4. Generacion de un diagrama de flujo para analisis

filogenéticos de un determinado gen de interés

Para la caracterizacion de los genes homélogos de TcOYE y TcAKR en genomas de interés
se desarrolld una estrategia de busqueda in silico con BLAST como herramienta principal. El
pipeline de analisis bioinformatico con los scripts desarrollados en este trabajo que permite
su implementacion en serie de forma semi-automatica. La implementacion de este pipeline a
partir de una base de datos curada y un conjunto de genomas de interés (por el momento
no funciona con organismos que poseen intrones) permite obtener un conjunto de secuencias
depuradas pertenecientes a la familia proteica de interés. La ventaja de esta aproximacion es que
la busqueda de homdlogos no depende de la anotacién del genoma. Este aspecto es fundamental

en este tipo de organismos ya que la anotacion posee ciertos errores o no es completa.

3.5. Parasitos y células

En este estudio se trabajé con distintos estadios de las cepas Dm28c y TCC de T. cruzi
(Contreras et al., 1988; Basombrio et al., 1982). Las formas epimastigotas fueron mantenidas
en cultivos axénicos en medio liquido de infusién hepética y triptosa (LIT) (seccién 3.15) su-
plementado con 10 % de Suero Bovino Fetal (SBF) inactivado (Gibco) a 28 °C. Los pasajes a

medio fresco se realizaron cada 4-5 dias.

Por otro lado también se trabajé con las siguientes lineas celulares:

» Células Vero (Células de rinén de mono verde africano) (Simizu et al.; 1967)

» Células HeLa (Células epiteliales de adenocarcinoma de cérvix de titero humano) (Scherer,
1953)

» Macréfagos J774 (Macréfagos monociticos de ratones BALB/c) (Ralph et al., 1975)

Las mismas fueron cultivadas en medio Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) (sec-
ci6én 3.15) suplementado con 10 % de SBF inactivado (Gibco) y estreptomicina a 37 °C en una

atmésfera humidificada y con 5% de COs.

Para la obtencién de tripomastigotas derivados de células se realizo la infeccion in vitro de
células Vero usando parasitos metaciclicos obtenidos mediante estrés nutricional a partir de
cultivos de epimastigotas envejecidos por 10-15 dias. Las células fueron crecidas en frascos de
cultivo y al alcanzar un crecimiento de alrededor de 75 % de confluencia fueron infectadas con

una relacién 10:1 de tripomastigotas por células. Se realizo la infeccion durante 4 horas a 37 °C
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en medio DMEM con 10 % de SBF. Luego de las 4 horas se lavé tres veces con buffer salino de
fosfato (PBS) 1X y el medio fue reemplazado por DMEM con 2% de SBF. Aproximadamente
a los 3 dias se observaron los amastigotas dentro de las células y a los 7-8 dias se recolectaron

del medio de cultivo los tripomastigotas derivados de células.

3.5.1. Transfeccion y selecciéon de epimastigotas

Epimastigotas de Dm28c y TCC fueron transformados con pTREX-n (Vazquez & Levin,
1999) (vector vacio) y la construcciéon pTREX-n/ TcOYE para la produccién de lineas celulares
sobreexpresantes de TcOYE. Por otro lado, también se realizé la transformacién de parasitos
Dm28¢ con pTREX, pTREX-n y las construcciones pTREX/TcAKR y pTEREX-n/TcAKR.
Por cada transfeccién se cosecharon 82107 pardsitos de un cultivo en fase exponencial tardia.
Se lavaron tres veces con PBS 1X y se resuspendieron en el buffer HBS (HEPES 21 mM, NaCl
137 mM, KC1 5 mM, glucosa 6 mM, pH 7.4). A continuacién se incubé en hielo durante 10
minutos con 100 ug de acido desoxirribonucleico (ADN) plasmidico purificado con el sistema
comercial “Illustra plasmidPrep Midi Flow Kit”"de GE Healthcare Life Sciences (28904267).
Posteriormente, los parasitos fueron electroporados junto con el plasmido en cubetas de 4 mm
con dos pulsos de 450 V, 1300 puF y 13 Q en BTX ElectroCell Manipulator 600. Los parasitos se
recuperaron 10 minutos a temperatura ambiente y luego se transfirieron a 2 ml de medio fresco.
A las 24 horas se agreg6 antibidtico y los pardsitos fueron seleccionados con concentraciones
crecientes de Geneticina (G418, A1720 Sigma) hasta 1 mg/ml. La sobreexpresion en epimasti-
gotas fue confirmada mediante western blot. Para cuantificar la sobreexpresién en amastigotas
extracelulares y tripomastigotas derivados de células, los pardsitos fueron fijados con 4 % peso
en volumen (p/v) de p-formaldehido para IFI. Se realiz6 microscopia confocal y la intensidad

de fluorescencia fue medida con la plataforma Icy (hitp://icy.bioimageanalysis.org).

3.6. Analisis de proteinas

3.6.1. Extractos proteicos
Extractos proteicos totales

Para la obtencién de extractos proteicos totales los parasitos fueron lavados tres veces con
buffer PBS 1X frio y una vez con 1 ml de Tris 10 mM pH 7 para eliminar las sales. Luego
se agregd 50 ul de buffer de lisis (seccién 3.15) por cada 1x10° pardsitos, sin pipetear. Se
utilizé vortex 1-3 minutos hasta que se aclaro la solucién y se incubé 30 minutos a temperatura
ambiente con una leve agitacion para permitir completar la lisis. Se centrifugd 30 minutos a

10.000 x g y el sobrenadante se conservé a -80 °C.
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Extractos proteicos obtenidos con digitonina

Para obtener una permeabilizacion diferencial de las membranas de los parasitos se
traté 5z10% de epimastigotas con concentraciones crecientes de digitonina (0-4 mg/ml) (Arias
et al., 2013). Los parésitos se lavaron una vez con PBS 1X y dos veces con el buffer de ex-
tracciéon (Tris (hidroximetil) aminometano (Tris)-HCI 20 mM, NaCl 100 mM, EDTA 1 mM,
sacarosa 250 mM, pH 7,5). Luego se resuspendieron en 850 ul del buffer de extracciéon y 80
1l de esta suspension se incubd durante 5 minutos a 30 °C con la correspondiente dilucion de
digitonina (AppliChem). Las fracciones proteicas se centrifugaron a 15.500 x g por 10 minutos
a 4 °C y los sobrenadantes se mezclaron con buffer de carga para proteinas (seccién 3.15). Se
incubd la muestra a 100 °C por 5 minutos y se conservé a -20 °C. Los extractos proteicos se
utilizaron en western blot con diferentes sueros policlonales como marcadores de localizacién
especificos: TcCPX (Triparredoxina Peroxidasa Citosélica; citoplasmatica; 1/20.000), TcGlck
(Glucoquinasa; glicosomal; 1/2.000), TeMPX (Triparredoxina Peroxidasa Mitocondrial; ma-
triz mitocondrial; 1/2.000), Tc¢Cz (Cruzipaina; reservosoma; 1/1.000) y TcAPX (Ascorbato

peroxidasa; reticulo endopldsmico; 1/4.000)

3.6.2. Cuantificacién de proteinas

La cuantificacién proteica se baso en el método de Bradford (Bradford, 1976). Se incubé 5
pl de muestra o estandar con 200 ul de reactivo de Bradford (Sigma). El ensayo se realizé en
placas de 96 wells y como patrén se empled seroalbimina bovina (BSA) de Sigma. Después
de 10 minutos de incubacién a temperatura ambiente con el reactivo de Bradford se midi6 la
absorbancia a 595 nm en lector de microplacas Multiskan EX de Thermo SCIENTIFIC. Tam-
bién se cuantificé la concentracion de proteinas midiendo la absorbancia a 280 nm de acuerdo
a la relacion 1U Abs = 1mg/ml en NanoDrop™1000 de Thermo SCIENTIFIC versién V3.7.1.
Para el caso de las muestras de purificacion de vesiculas se empled el kit comercial Qubit®)

Protein Assay Kit (Q33211, Life technologies™) segtin las instrucciones del fabricante.

3.6.3. Separaciéon de proteinas mediante electroforesis en SDS-
PAGE

La separacion de proteinas de acuerdo a su tamarno en geles desnaturalizantes de poliacrila-
mida (SDS-PAGE) se realizé de acuerdo a la técnica descrita por Laemmli (Lacmmli, 1970). Se
utilizaron geles discontinuos, un gel concentrador y un gel separador al 12 %, en sistemas Might
Small II for 8X9CM Gels de Amersham Biosciences con fuente de electricidad FElectrophoresis
Power Supply-EPS601 de GE Headlthcare.

Las muestras se desnaturalizaron por calor (100 °C durante 5-10 minutos), salvo los casos en

los que se indica lo contrario, y se tratan con buffer de carga para proteinas 1X (seccién 3.15).
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Las corridas se hicieron con buffer de corrida de geles de acrilamida 1X preparado a partir del
10X (seccién 3.15) a intensidad constante de 25-30 mA, hasta que el frente de corrida llegara

al final del gel. Se utilizaron tres maneras diferentes para la tincion de los geles de acrilamida.

» Tincién con Coomassie. Solucién de coomassie: 1% (p/v) Brilliat Blue R (B7920, Sigma)
en 4cido acético:EtOH:agua en relacion 1:4:4. La solucién de trabajo es: 50 % volumen en
volumen (v/v) solucién de coomassie, 20 % (v/v) EtOH y 30 % (v/v) agua. Las tinciones

se realizaron en agitacion durante 1-4 horas y luego se decoloraron con agua.

= Tincién con nitrato de plata. Una vez finalizada la corrida electroforética se dejé el gel en
la solucion de fijacién (12 % acido acético, 50 % etanol, 0,5 ml/1 de formaldehido 37 %) por
16 horas a temperatura ambiente. Luego se lavo tres veces (durante 5, 10 y 15 minutos)
con la solucién de lavado (50 % de etanol) y se sometié a reduccién con tiosulfato de
sodio (0,2 g/l Na9S203.5H50) durante 30 segundos, seguido de tres enjuagues con agua.
A continuacién, se incubé 20 minutos con solucién de nitrato de plata (2 g/1 AgNOs, 0,75
ml/l de formaldehido 37% ) y se enjuagé tres veces con agua. Por ultimo, se agregé la
solucién de revelado (30 g/l Na2COs5, 20 ml/l de solucién de tiosulfato, 0,5 ml/l de
formaldehido 37 %) hasta visualizar las bandas y la reaccién se inactivo con la solucién

de fijacién.

Los tamanos de las proteinas fueron estimados por comparacién con marcadores de peso mole-
cular de Thermo SCIENTIFIC (26616 y 26619). Alternativamente, los geles fueron transferidos

a membranas de nitrocelulosa para su inmunodeteccién por western blot.

3.7. Técnicas inmunoldgicas

3.7.1. Analisis de proteinas mediante western blot

Las proteinas resueltas en electroforesis en geles de acrilamida bajo condiciones reductoras
se transfirieron a membranas de Nitrocelulosa Amersham™ Hybond™-ECL (GE Healthcare).
Se utilizo la técnica de electrotransferencia himeda en el sistema Mighty Small Transphor de
Amersham Biosciences con fuente de electricidad Electrophoresis Power Supply-EPS601 de GE
Healthcare. Los geles de acrilamida, las membranas de nitrocelulosa, 6 piezas de papel Whatman
y esponjas se sumergieron en el buffer de transferencia (seccién 3.15) para el montaje dentro del
cassete. La transferencia se llevé a cabo a una intensidad constante de 40 mA durante 16 horas.
Las membranas fueron tenidas con el reactivo rojo Ponceau 0,2% (v/v) en dcido acético 10 %
(v/v) para recortarlas y evaluar la eficiencia de la transferencia. Se destineron con PBS 1X y se
bloquearon los grupos reactivos de la membrana por 1-3 horas con solucién de bloqueo (seccién
3.15). Se incubé las membranas con la dilucién apropiada del anticuerpo primario purificado o

suero por 1-3 horas y luego se lavo tres veces por 10 minutos. Se incubd durante 1 hora con el
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anticuerpo secundario comercial contra IgG de conejo o de ratéon conjugado a HRP generado en
cabra de Sigma (A0545) o DAKO (P0260), respectivamente. A continuacién, las membranas se
lavaron tres veces por 10 minutos y posteriormente se revelaron con placas autorradiogréaficas
(KODAK) utilizando el Kit Super Signal® West Pico Chemiluminescent Substrate de Thermo
SCIENTIFIC siguiendo las instrucciones del fabricante. Todo el procedimiento se realizd a
temperatura ambiente. La normalizacion se realizé con el anticuerpo anti-tubulina comercial

de Sigma (T5168) y las bandas escaneadas se analizaron usando el software ImageJ (version
1.410)

3.7.2. Inmunofluorescencia indirecta (IFI)
Fijacion, adhesién y permeabilizacién

Para las citolocalizaciones por inmunofluorescencia los parasitos (epimastigotas, amastigotas
o tripomastigotas) se lavaron tres veces con PBS 1X y se fijaron durante 16 horas con p-
formadehido 4% (v/v) en PBS 1X a 4 °C. Luego se lavaron con PBS 1X y se incubaron con
50 mM de cloruro de amonio (Sigma) por 10 minutos a temperatura ambiente para bloquear
los grupos aldehido. Posteriormente se lavaron dos veces con PBS 1X, se resuspendieron a una
concentracién de 1210° pardsitos/pocillo y se colocaron en portaobjetos pre-tratados con poli-
lisina 0,1 mg/ml (poli-Lys, Sigma). Trascurridos 20 minutos a temperatura ambiente se lavé el
portaobjetos con PBS 1X para retirar los parasitos no adheridos. Para la permeabilizacién se
utilizé 0,5% (v/v) Tritén-X100 (Sigma) en PBS 1X durante 5 minutos y se lavé dos veces
con PBS 1X. Para el caso de las inmunolocalizaciones sobre monocapas de células se lavé con
PBS 1X tres veces y se fijé con 4% (v/v) de p-formadehido en PBS 1X 1 hora a temperatura
ambiente. A continuacién se lavé las células con PBS 1X y se incub6 con 50 mM de cloruro
de amonio (Sigma) para bloquear los grupos aldehidos libres por 10 minutos a temperatura

ambiente. Luego de dos lavados con PBS 1X se procedié a la inmunodeteccion.

Inmunodeteccién

Una vez permeabilizada la muestra se realizo el bloqueo durante 1 hora a temperatura am-
biente con BSA 2% (p/v)-PBS 1X-Tween 20 0,1 % (v/v). Después de dos lavados de 5 minutos
con PBS 1X-Tween 20 0,1 % (v/v) se incub¢ el anticuerpo primario diluido en BSA 1% (p/v)-
PBS 1X-Tween 20 0,1% (v/v) por 1-5 horas a temperatura ambiente. Luego de tres lavados
con PBS 1X-Tween 20 0,1 % (v/v) se incub¢ los pardsitos durante 1 hora a temperatura am-
biente con el anticuerpo secundario correspondiente. Como anticuerpo secundario se emple6 los
anticuerpos comerciales anti-IgG de conejo conjugado a Alexa Fluor(®R)488 generado en cabra
de Invitrogen (A11034), anticuerpo comercial anti-IgG de ratén conjugado a Cy3®generado en
cabra de Invitrogen (M30010), o anticuerpo comercial anti-IgG de conejo conjudado a Alexa

Fluor®546 generado en cabra de Invitrogen (A11010). Todos se incubaron 1 hora a temperatura
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ambiente en una relaciéon 1/1000 (v/v) en BSA 1% (p/v)-PBS 1X-Tween 20 0,1 % (v/v). Cul-
minada la incubacién se lavé cuatro veces con PBS 1X-Tween 20 0,1 % (v/v) y una vez con PBS
1X. Como liquido de montaje y para poder visualizar el ADN se emple6 “Fluoroshield™with
DAPI”de Sigma. Las imagenes fueron obtenidas utilizando un microscopio confocal Leica TCS

SP5 usando un lente 63X en aceite con los laser de excitacién Argon (488 nm), HeNe (543 nm)

y Diode (405 nm).

3.7.3. Purificaciéon de anticuerpos a partir del suero

Para la purificaciéon de anticuerpos contra TcOYE recombinante a partir de suero de conejo
se empled una membrana de nitrocelulosa Amersham™ Protran™ Premium 0.45 pm NC de
GE Healthcare Life Sciences (cat No 10600003) de dimensiones 0.5 ¢m x 4 e¢m. Se colocaron
400 pg de proteina recombinante sobre la membrana en una superficie a 40 °C para facilitar la
adsorcién. La cantidad de proteina agregada fue calculada teniendo en cuenta las especificacio-
nes del fabricante de manera de saturar la capacidad de la membrana. Se bloqueé la membrana
con BSA 3% (p/v)-PBS 1X-Tween 20 0,1 % durante 1 hora, se lavé dos veces con PBS 1X y
se colocd la membrana en un eppendorf de 5 ml. Luego se colocé 400 ul del suero a purificar
diluido 1/10 en PBS 1X y se dejé interaccionando 16 horas a 4 °C 6 1 hora a temperatura am-
biente. Se retird el suero y se lavé tres veces con 4 ml de PBS 1X. A continuacion se agregé 500
pl de glicina 100 mM pH 2,5 y se pipeteo durante 5 minutos para la elucién de los anticuerpos.
Posteriormente, se transfirié los 500 ul a un eppendorf ya preparado con 200 pl de Tris 1 M
pH 8 para neutralizar la glicina. Se repitié este paso 3 veces. Por ultimo se lavé la membrana
con PBS 1X. Este procedimiento desde el agregado del suero a purificar se repitié al menos 5
veces. Al final, se juntaron todos los eluatos y se concentraron usando un centricon de 30 kilo
Dalton (kDa) hasta 500 ul. Se le agreg6 500 pL de glicerol 100 % de manera que los anticuerpos

purificados se almacenaron en 50 % de glicerol.

3.7.4. Inmunoprecipitacién

La precipitacion selectiva de TcOYE utilizando el anticuerpo especifico purificado se
realizdé con beads superparamagnéticas uniformes que tienen unida covalentemente proteina
G recombinante en su superficie (Dynabead®) Protein G de Invitrogen, Cat. No. 100.03D). El
anticuerpo se une a las Dynabeads®) a través de su region Fc y mediante la utilizacién de
un iman, las beads migran al lado del tubo frente al imén y permiten una facil eliminacién
del sobrenadante. En este experimento se utilizé 10 uL. de Dynabeads®) para cada condicién

experimental:

= anticuerpo y extracto proteico total de epimastigotas
» anticuerpo y TcOYE recombinante (control positivo)

» anticuerpo (control negativo)
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» extracto proteico total de epimastigotas (control negativo)

Se agregé 20 uL de anticuerpo purificado diluido en PBS 1X (1/50) a las Dynabeads®) y se
dejo interaccionando 2,5 horas. Luego se lavo cuatro veces con PBS 1X para sacar anticuerpo no
unido y proteina sérica. Se entrecruzé con formaldehido 0,5 % (v/v) en agitacién durante 15-20
minutos a temperatura ambiente. Se volvié a lavar cuatro veces con PBS 1X y se neutralizé con
Tris-HC1 0,1 M pH 8 durante 5 minutos en agitacion, seguido por dos lavados con PBS 1X. Una
vez acoplado el anticuerpo a la proteina G de las Dynabeads®) se realizé el extracto proteico
total de epimastigotas por sonicacién. Se lavaron 5x10° parésitos tres veces con PBS 1X y se
entrecruzaron con formaldehido 0,4 % (v/v) por 5 minutos. Se lavé con PBS 1X una vez y se
neutralizo por 5 minutos con Tris-HCI 0,1 M pH 8. Se lavé con PBS 1X y se sonicé en hielo
hasta que la apariencia de solucion aclaré. Luego se centrifugd durante 30 minutos a 14.000
rpm 4 °C y el sobrenadante se incubé con las Dynabeads® conjugadas con el anticuerpo 16
horas a 4 °C . Se lavo el complejo Dynabeads®-Anticuerpo-Antigeno con PBS 1X tres veces,
se resuspendio en 200 uL. de PBS 1X y se transfirié a un tubo eppendorf nuevo para la elucién.
La eluciéon se realizé incubando 5 minutos con glicina 20 mM pH 2,5. Al sobrenadante se le
agregd Tris-HCl 1 M pH 8 y buffer de la muestra para proteinas (seccién 3.15). Previé a correr

el gel se calenté la muestra 10 minutos a 70 °C.

3.8. Ensayos de infeccién a células de mamifero

Para estudiar el efecto de la sobreexpresion de TcOYE en la infeccion a células de mamifero
se realizé la infeccién in vitro de células Hela y macréfagos J774. Las células fueron cultivadas
en cubreobjetos de vidrio redondos de 18 mm esterilizados colocados en placas de cultivo
de 12 pocillos (Corning Inc., Corning, USA). Se paqued 30.000 células por pocillo para el
caso de HelLa y 50.000 células por pocillo para el caso de macrophage-like cell line J774. La
infeccién se realizé con tripomastigotas Dm28c y TCC transfectados con pTREX-n 6 pTREX-
n/TcOYE en una proporcién de 5 parasitos por célula en DMEM sin SBF. Luego de 4 horas
de infeccién, los parasitos no internalizados fueron removidos con tres lavados con PBS 1X y se
agregé DMEM suplementado con 2 % de SBF. Se lavé los cubreobjetos con PBS 1X a diferentes
tiempos post infeccién (0 y 48 horas) y se fijaron con etanol absoluto durante 5 minutos. Las
células se montaron sobre portaobjetos con “Fluoroshield™™with DAPI”(Sigma). El ntimero
de células infectadas y el nimero de amastigotas por célula fue determinado por microscopia
de epifluorescencia mediante la visualizacién de los kinetoplastos y ntucleos de los parasitos y
células tenidos con DAPI. La capacidad infectiva de los parasitos también se evalué contando los
tripomastigotas que completaron el ciclo infectivo presentes en el sobrenadante de la monocapa

de células cada 24 horas.
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3.9. Estudios de secrecion

La purificacién de vesiculas extracelulares (EV) derivadas de epimastigotas se realizé em-
pleando estrés nutricional seguido de centrifugacion diferencial. Los parasitos se crecieron en
400 ml de medio LIT suplementado con 10 % de SBF hasta alcanzar una densidad de 52107/
ml. El pellet de pardsitos se lavé dos veces con el medio RPMI (seccién 3.15) y se incubaron
por 24 horas en RPMI sin suero en una densidad de 200 millones/ml a 28 °C. Después del
estrés nutricional, los parasitos se removieron mediante dos centrifugaciones a 1.100 x g por 20
minutos seguido de una filtraciéon utilizando un filtro de 0,45 um, se guardé una alicuota del
sobrenadante el cual se llamé SN1. Este sobrenadante libre de células se centrifugé a 14.500
x g por 45 minutos a 4 °C, el pellet obtenido se resuspendié en 100 ul de PBS 1X y se al-
macend como P1. Las EV mds chicas fueron obtenidas ultracentrifugando (100.000 x g por 90
minutos a 4 °C), el sobrenadante se guardé como SN2 y el P2 se lav6 una vez con PBS 1X y se
centrifugd dos veces a 100.000 x g durante 90 minutos. Por tltimo se centrifugd a 100.000 x g
durante 16 horas a 4 °C para obtener la fraccion libre de vesiculas. A este tltimo sobrenadante
se le llamo SN3.

Adicionalmente, se estudié la secreciéon en condiciones de no estrés nutricional, para ello
epimastigotas sincronizados crecidos en LIT con 10 % de SBF y en la fase exponencial temprana
de crecimiento se removieron por centrifugacion y filtrado, tal como fue descrito en el parrafo
anterior. Al momento del andlisis por western blot, se precipitaron las proteinas tanto de este
sobrenadante de cultivo de epimastogitas no estresados como de los sobrenadantes SN1, SN2
y SN3 con acetona fria en un relacién 1:5 (sobrenadante:acetona). Se incubé por 1 hora a -20
°C, se centrifugo a 13.000 x g por 15 minutos y se resuspendi6 el precipitado en 1 ml de PBS
1X. Todas las muestras se almacenaron a -80 °C con cocktail inhibidor de proteasas (Sigma),
nucleasa mix y PMSF 1mM. Para todo el procedimiento se usé6 PBS estéril. La cuantificacién

se realiz6 por Qubit (seccién 3.6.2).

3.9.1. Estudio del efecto de TcOYE secretada en infectividad

En primer lugar se estudié la internalizacion de TcOYE en células HeLa. Se plaquearon
40.000 células por pocillo en placas de cultivo y se ensayé la incubacién de dos concentracio-
nes diferentes de la proteina recombinante (1 y 2 uM). Se incubé la proteina con las células
durante 3 horas a 37 °C, luego se lavo tres veces con PBS 1X y se proces6 la muestra para
inmunofluorescencia indirecta tal como se detalla en la seccién 3.7.2 para inmunolocalizaciones

sobre monocapas de células.

Una vez confirmada la internalizaciéon de la proteina TcOYE recombinante se estudié el
efecto en la susceptibilidad a la infeccion en células de mamifero. Para ello se incubaron 40.000

células HelLa con 0,1 uM de TcOYE recombinante y luego se infecté con tripomastigotas
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Dm28c wild type. Como control se realizo la infeccion a células incubadas con medio y a células
que fueron pre-incubadas con una proteina inerte (1 pM de BSA). La pre-incubacién con las
proteinas se realizé durante 3 horas a 37 °C en medio DMEM suplementado con 10 % de SBF.
A continuacién se infecté con una relacién 5:1 (pardsitos:células) sin retirar las proteinas. Luego
de 4 horas de interaccion se lavé la infeccion tres veces con PBS 1X y se mantuvo las células
infectadas con DMEM suplementado con 1% de SBF. Una vez que los pardsitos completaron
el ciclo intracelular y comenzaron a salir, se contaron los tripomastigotas derivados de células

en el sobrenadante de cultivo cada 24hs para ver como evolucionaba en el tiempo.

3.10. Farmacos y oxidantes

Con el objetivo de estudiar el efecto de la sobreexpresiéon TcOYE y TcAKR en la sensibilidad
a farmacos tripanocidas y reactivos oxidantes se incubd los parasitos sobreexpresantes con
concentraciones crecientes de Bzn, Nfx, y HyO,. Los pardsitos se lavaron con PBS-glucosa 1%
y se incubaron por 24 horas con Bzn o Nfx (20, 50 y 100 uM). Para el caso de HyO5 se incubaron
por 48 horas con 200, 300 y 400 M. Se utilizaron 5x10° epimastigotas en cada condicién y como
control se emplearon los parasitos transfectados con el vector vacio. La viabilidad se evalué con

el reactivo resazurina (R7017, Sigma) y se midi6 la absorbancia a 490 y 595 nm.

3.11. Deteccion de PGFsa

Preparacién de muestras

Se colectaron epimastigotas en cultivo durante la fase exponencial de crecimiento y tripo-
mastigotas de sobrenadante de monocapa de células infectadas. Se trabajo en ambos estadios
con parasitos transfectados con las construcciones pTREX-n TcOYE y pTREX-n TcAKR,
asi como con parasitos transfectados con el vector vacio pTREX-n como control. Los parasitos
se lavaron una vez con PBS 1X y se resuspendieron en 500 L. de PBS 1X. Se incubaron 2 horas
con 50 uM de AA (ab120916, Abcam) a 28 °C los epimastigotas y a 37 °C los tripomastigotas.
Luego el sobrenadante fue depletado de parasitos mediante centrifugacién y se guardo a 4 °C
hasta su medicién. A su vez, el pellet de parasitos se resuspendié en PBS 1X y se realizé un
extracto por shock térmico (15 minutos a -80 °C y 15 minutos a 37 °C tres veces). Por tlti-
mo, se centrifugd a 14.000 rpm durante media hora a 4 °C y se utiliz6 el sobrendante para la

detminaciéon de PGFsa.

Determinacion de PGFx«

La determinacion de PGFsa se realizé empleando el kit de ELISA comercial “PGF5 alpha
High Sensitivity ELISA Kit” (ab133056, Abcam) segun las instrucciones del fabricante. Para el

andlisis de los datos se utilizé el paquete de R “drc” (Ritz et al., 2015) con el cual se realizé una
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regresion no lineal de la curva estandar. Se ajusté a una regresion del tipo 4PL (ecuaciones 3.1

y 3.2) tal como lo sugiere el fabricante.

a—d
y=d+ 11 () (3.1)

r=c (_da_ery)i (3.2)

3.12. Ensayos in vivo

Se realizé la infeccién intraperitoneal de ratones BALB/c machos de dos meses de edad con
parasitos Dm28c sobreexpresantes de TcOYE y TcAKR. Se infectaron 22 ratones con 20.000
parasitos distribuidos en 5 grupos: dos ratones infectados con parasitos wild type, 5 ratones
infectados con parasitos transfectados con el vector pTREX vacio, 5 ratones con parasitos
transfectados con el vector pTREX-n, 5 parasitos transfectados con la construccion pTREX-
TcAKR y 5 parésitos transfectados con la construccion pTREX-n TcOYE. En primer lugar
se midié la parasitemia cada tres dias durante un mes. A los 30 dias se sacrificaron los ra-
tones y se obtuvo el corazon y el suero de cada animal para evaluar la infeccion aguda. Los
corazones obtenidos se procesaron para extraccion de ADN genémico. Con el ADN genémico
se realizé6 PCR cuantitativa con oligonucledtidos especificos para T. cruzi con el objetivo de

determinar la carga parasitaria en el corazon.

3.12.1. Extraccion de ADN a partir de tejido animal

Los corazones se colectaron en etanol absoluto y se almacenaron a -80 °C. Al momento de
su procesamiento se lavé dos veces con PBS 1X y se agreg6 500 ul de 1,19 % (p/v) de cloruro de
potasio. Se homogeniz6 el tejido con un homogenizador potter-Elvehjem Homogenizer variable
speed - reversible de Glas-Col 400 rpm. Una vez homogeizado el tejido se extrajo ADN con el kit
comercial Wizard®) Genomic DNA Purification Kit de Promega (A1120) segin las instrucciones

del fabricante.

3.12.2. PCR cuantitativo

Para la cuantificacién mediante PCR (qPCR) se utilizaron los oligonucleétidos cebadores
especificos para T. cruzi, TCZ1 y TZCZ2, que amplifican un segmento de 188 pb de una secuen-
cia repetida de ADN nuclear (Moser et al.; 1989). Como control interno para la normalizacién
de los resultados se usaron los cebadores TNF1 y TNF2 que amplifican el gen que codifica
para el factor de necrosis tumoral (TNF). Se utilizé la mezcla comercial KAPA SYBR®FAST
qPCR Master Mix 2X (KAPA BIOSYSTEMS, KM4101) que contiene la enzima KAPA SYBR
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FAST ADN polimerasa, el buffer de reaccion, los 2’-desoxinucledsidos 5'-trifosfato (ANTPs), la
sonda fluorescente SYBR Green I dye y MgCl,. A la mezcla se le adicioné 1 ug de ADN molde
y 10 uM de cada oligonucledtido cebador. El volumen final de reaccion fué de 25 ul y para cada

reaccion se realizé un duplicado técnico. Las caracteristicas del ciclado usadas fueron:

1. Desnaturalizacion inicial: 10 minutos a 95 °C
2. Desnaturalizacion del molde: 10 segundos a 95 °C
3. Hibridacion de los cebadores y polimerizacién de los nucleétidos: 30 segundos a 60 °C

4. 15 segundos a 95 °C

Los pasos 2 y 3 se repitieron 40 veces.

3.12.3. ELISA

Para evaluar la reactividad de sueros de pacientes contra la proteina TcOYE recombinante
se realizaron ensayos de ELISA sensibilizando la placa con 100l de una solucién 5 pug/ml de
proteina durante 16 horas a 4 °C. Se lavé dos veces con PBS 1X-Tween 20 0,05% y se blo-
queé con 200 pl de BSA 1% (p/v)-PBS 1X por 1 hora a 37 °C. Luego se lavé una vez con PBS
1X-Tween 20 0,05 % y se agregd 100 ul de anticuerpo primario (diluido entre 1/500 y 1/4.000)
que se incubd durante 1 hora a 37 °C. Posteriormente, se lavé tres veces con PBS 1X-Tween
20 0.05% y se incubé con el anticuerpo secundario comercial contra IgG humana conjugado a
HRP generado en cabra de Santa Cruz Biotechnology (SC2907) diluido 1/3.000 é contra IgG
de conejo conjugado a HRP generado en cabra de Sigma (A0545) diluido 1/5.000. Por tltimo,
se lavé cuatro veces con PBS 1X-Tween 20 0,05 % y una vez con PBS 1X. Se revelé con 25 ml
de buffer citrato-fosfato pH 5 una pastilla de OPD (Sigma) y 10 pL de peréxido de hidrégeno
30 % en oscuridad por 30 minutos a 37 °C y se leyé la placa a 492 nm. Todas las diluciones
de anticuerpos se hicieron en PBS 1X-1% BSA. Como control positivo se uso el suero contra
TcOYE recombinante generado en conejo. También se realizé un control sin anticuerpo prima-

rio, uno sin anticuerpo secundario y un control sin primario ni secundario.

Las muestras de pacientes humanos chagasicos se obtuvieron en colaboracién con la Dra.
Karina Gémez del Instituto de Investigaciones en Ingenieria Genética y Biologia Molecular
(INGEBI-CONICET). La seleccién de pacientes y toma de muestras estuvo a cargo de médicos
del Servicio de Cardiologia del Hospital de Agudos Ramos Mejia, Buenos Aires, Argentina. Se
tomaron como criterios de inclusién para los pacientes de edades entre 18 y 65 anos, con 2 0 mas
ensayos serolégicos positivos para Enfermedad de Chagas (ELISA, IFI y HAT), con la forma
asintomética (sin alteraciones del electrocardiograma y radiografia de térax) o con diferente
grado de compromiso cardiaco, clasificados segin la Asociacion de Cardiologia de Nueva York.
El protocolo sigue los principios de la Declaraciéon de Helsinki y fue aprobado por el Comité de

Etica del Hospital. Los pacientes dieron su consentimiento informado por escrito.
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3.13. Analisis estadisticos

Para determinar diferencias estadisticamente significativas se utilizé el programa GraphPad
Prism® Version 5.0 (Graph-Pad Software, Inc.) y test estadisticos implementados en R. En
primer lugar se evalué si las muestras presentaban distribucién gaussiana utilizando el test
de normalidad Shapiro-Wilk con alfa = 0,05. En el caso de que todas las muestras fueran
normalmente distribuidas se utilizé las pruebas paramétricas test Student con dos colas o el
analisis de variancia ANOVA de una via seguido de la prueba de comparaciones multiples
Bonferroni. Cuando al menos una muestra no presenté distribucién normal se usé el test de
Mann Whitney.

3.14. Microscopia de Epifluorescencia y Confocal

Las imégenes de epifluorescencia se obtuvieron en un microscopio invertido Olympus IX81
mientras que para las imagenes de microscopia confocal se utilizé el microscopio Leica TCS
SP5. El andlisis y edicién de imédgenes se realizé empleando los programas LAS AF (Leica-
MICROSYSTEMS) y Icy (Quantitative Image Analysis Unit, Institut Pasteur Pais).

3.15. Medios de cultivos y soluciones

3.15.1. Cultivo celular

» Para el cultivo de epimastigotas se utiliz6 el medio LIT: 5,0 g/L Infusién de Higado, 4,4
g/L NaCl, 04 g/L KCl, 2,2 g/L Glucosa, 5,0 g/L Triptosa, 11,7 g/L. NagH PO, (anhidro),
15 g/L Extracto de Levadura. Ajustado a pH 7,2. Se esteriliza por filtrado. Se adiciona 25
mg Hemina, 100 U/ml penicilina, 0,1 mg/ml estreptomicina y se complementa con 10 %
de SBF (Gibco).

» Para el cultivo de las lineas celulares Vero, HeLa y J774 se utilizo el medio comercial

DMEM (DMEM (1X)+GlutaMAX™.1 Gibco®by Life Technologies™) o ...

= Para el estrés nutricional de epimastigotas se utilizé el medio RPMI:

3.15.2. Geles de acrilamida

» Gel separador (concentraciones de uso): 12 % acrilamida, 0,38 M Tris-HCI pH 8,8, 0,1 %
(v/v) Dodecil sulfato de sodio (SDS), 0,1% (v/v) PSA, (3 uL cada 15 ml) N,N,N’ N’-
Tetrametiletilendiamina (TEMED)

= Gel concentrador (concentraciones de uso): 5 % acrilamida, 0,13 M Tris-HCI pH 6,8, 0,1 %
(v/v) SDS, 0,1% (v/v) PSA, (6 uL cada 15 ml) TEMED

» Buffer de la muestra para proteinas 4X: 200 mM Tris-HCL pH 6,8, 300 mM SDS, 6 mM
azul de bromofenol (Sigma), 40 % (v/v) glicerol, 400 mM Ditiotreitol (DTT).
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» Buffer de corrida de geles de acrilamida 10X: 250 mM Tris-HCI, 2,5 M Glicina, 1% (p/v)
SDS pH 8,3.

3.15.3. Western blot

» Buffer de transferencia para membranas de nitrocelulosa 10X: 480 mM Tris-Base, 390
mM Glicina, 0,375 % (p/v) SDS, 20 % (v/v) etanol

» Solucién de bloqueo: 3% (p/v) BSA, PBS 1X, 0,1 % (v/v) Tween 20

» Solucién para dilucién de anticuerpos: 1% (p/v) BSA, PBS 1X, 0,1 % (v/v) Tween 20

» Solucién de lavados (PBS-T): PBS 1X, 0,1 % (v/v) Tween 20

Buffer fosfato salino (PBS 1X): 137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 2 mM KH,PO,, 10 mM
NayHPO, pH 7,4

El buffer de lisis utilizado para la extraccién de proteinas contiene Tris 40 mM, Urea 7 M,
tiourea 2 M y CHAPS 4 %. Al momento de utilizarlo se le agregé PMSF 1 mM, cocktail de
inhibidores de proteasas 1X, mix de nucleasas 1X y DTT 1% final.
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Capitulo 4
Resultados, analisis y Discusion

El presente trabajo comprendié el estudio de dos enzimas de T. cruzi, TcOYE y TcAKR,
con el objetivo de realizar una caracterizacién que aporte al entendimiento de las funciones
biolégicas de las mismas. TcOYE y TcAKR ya han sido estudiadas enzimaticamente en rela-
cién a la sintesis de prostaglandinas y el metabolismo de farmacos tal como se detalla en la
Introduccion, pero se desconoce cudl es su funcién biolégica en el parasito y su relevancia en la

interaccién con el hospedero.

En primer lugar, se caracterizaron las familias proteicas OYE y AKR en los genomas dispo-
nibles de tripanosomatidos. Esto implicé la buisqueda de homoélogos basada en comparaciones
de secuencias con proteinas caracterizadas en otros organismos. La busqueda de homologos de
TcOYE y TcAKR en genomas completos permitié identificar marcos abiertos de lectura con
los dominios proteicos caracteristicos, que luego se utilizaron para hacer estudios filogenéticos.
También se realizé la busqueda de homoélogos de TcOYE en genomas de bacterias y parasitos
no tripanosomatidos con el fin de explorar la hipdtesis de una posible transferencia horizontal.
Para profundizar en el aspecto de la posible funcién PGFs« sintasa de TcAKR se utilizé una
aproximacién estructural que luego se complementd con estudios in vitro. Por tltimo, a través
de estudios funcionales se buscd determinar la implicancia de ambas proteinas en el proceso

infectivo y su posible rol biolégico.

4.1. Busquedas in silico

La peculiaridad de TcOYE de no poseer homélogos en otros tripanosoméatidos motivo en
este trabajo la busqueda de homélogos en todos los genomas disponibles de protozoos y bacte-
rias. A su vez, debido a que la mayor parte de las PGFS caracterizadas actualmente pertenecen
a la superfamilia AKR también se realizd su caracterizacién en todos los genomas de tripano-

somatidos disponibles hasta la fecha.
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4.1.1. Genomas y bases de datos

Se obtuvieron 354 genomas correspondientes a 203 especies de protozoos, de los cuales
56 genomas pertenecen a 37 especies de la familia Trypanosomatidae comprendidas en los si-
guientes géneros: Crithidia, Leishmania, Leptomonas, Trypanosoma, Strigomonas, Phytomonas,
Angomonas, Endotrypanum y Herpetomonas. Por otro lado, se obtuvieron 298 genomas perte-
necientes a 166 especies de 71 géneros de protozoos no tripanosomatidos (Acanthamoeba, Acy-
tostelium, Albugo, Aphanomyces, Ascogregarina, Astrammina, Aurantiochytrium, Aureococcus,
Babesia, Balamuthia, Bigelowiella, Blastocystis, Bodo, Chromera, Chrysochromulina, Condylos-
toma, Cryptosporidium, Cyclospora, Dictyostelium, Ectocarpus, Fimeria, Emiliania, Entamoeba,
Giardia, Gregarina, Guillardia, Hammondia, Heterococcus, Hyaloperonospora, Hyphochytrium,
Ichthyophthirius, Laurentiella, Lotmaria, Mastigamoeba, Naegleria, Nannochloropsis, Neospora,
Ozytricha, Paramecium, Paraurostyla, Perkinsela, Perkinsus, Phaeodactylum, Physarum, Phy-
tophthora, Phytopythium, Plasmodiophora, Plasmodium, Plasmopara, Polysphondylium, Pseudo-
cohnilembus, Pseudoperonospora, Pythium, Reticulomyza, Saccharina, Saprolegnia, Sarcocystis,
Schizochytrium, Spironucleus, Sterkiella, Stylonychia, Symbiodinium, Tetmemena, Tetrahyme-
na, Thalassiosira, Thecamonas, Theileria, Toxoplasma, Trichomonas, Urostyla, Vitrella). En
cuanto a los genomas bacterianos se utilizo un total de 5.246 genomas obtenidos de la base de
datos NCBI.

Para realizar las busquedas in silico se construyeron bases de datos especificas. Se utilizaron
secuencias de proteinas anotadas como Old Yellow Enzyme y Aldo Keto Reductase caracteri-
zadas en otros eucariotas y procariotas, asignadas en su mayoria por curado manual. Para el
caso de la base de datos OYE se incluyeron 70 secuencias proteicas anotadas como Old Yellow
Enzyme en la base de datos KEGG. A su vez se agregaron la secuencia de T. cruzi y otras
secuencias de plantas recuperadas por busquedas manuales y revisién de la bibliografia para
completar la representacién de las especies que tienen secuencias OYEs. Se confirmé en estas
secuencias la presencia de los dominios proteicos caracteristicos (“TIM_phosphate_binding su-
perfamily”cl21457 y “Oxidored_ FMN”PF00724, respectivamente) mediante la implementacién
de las herramientas NCBI-CD search y Pfam. En la figura 4.1 se muestra un arbol filogenético
realizado con las secuencias empleadas para construir la base de datos OYE. Las proteinas se
agruparon en dos linajes principales, uno compuesto por bacterias y archaeas, y otro compuesto
por hongos y plantas protozoos y bacterias. TcOYE se localiza en un grupo filogenético for-
mado principalmente por secuencias de proteobacterias. El grupo mas cercano estd compuesto
por proteinas de hongos y plantas. La mayor identidad aminoacidica de TcOYE con secuen-
cias bacterianas con respecto a otras proteinas OYE de eucariotas, plantea la hipotesis de su

adquisiciéon mediante transferencia horizontal.

Para la base de datos AKR se obtuvieron 7.899 secuencias anotadas como Aldo-ceto re-
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Figura 4.1: Analisis filogenético de miembros caracterizados de la familia proteica OYE.

El alineamiento se realizd utilizando el modo accurate del software T-Coffee. El arbol fue construido

con el método Maximum Likelihood con WAG como modelo de mejor ajuste.
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ductasa en KEGG. Dada la gran diversidad de tamanos encontrada, las secuencias se filtraron
conservando aquellas de un largo entre 200 y 400 aminoacidos, lo que resulté en 7.579 secuen-
cias. Posteriormente, se utiliz6 CD-HIT (Fu et al., 2012) para colapsar las secuencias que tengan
al menos 70 % de identidad aminoacidica logrando reducir el nimero de secuencias sin perder
la variabilidad. Finalmente, la base de datos AKR estuvo compuesta por un total de 2.938
secuencias que presentaron los dominios proteicos caracteristicos “Aldo_ket_red” (PF00248) y
“Aldo_ket_red superfamily” (cl00470) identificados en Pfam y NCBI-CD search, respectivamen-
te.

4.1.2. Identificacion de homodlogos

Tal como se mencion6 en la Introduccién, los estudios de identificacién de homélogos realiza-
dos hasta la fecha se remitian a bisquedas manuales. En este trabajo, se realizé una buisqueda
méas exhaustiva con estrategias acordes a la biologia del paréasito y las caracteristicas de los

genomas disponibles.

Las busquedas en los genomas revelaron que en muchos casos los dominios OYE se en-
cuentran asociados a otros dominios proteicos. En bacterias y archaeas se identificaron 10.824
secuencias, de las cuales 7.055 contienen un unico dominio y 3.769 son multidominio. En tri-
panosomatidos se identificaron 233 secuencias, de las cuales 110 contienen un tnico dominio
OYE y 123 son multidominio. En no tripanosomatidos se identificaron 1.229 secuencias, de las
cuales 986 presentan un tnico dominio OYE y 51 son multidominio. A su vez, en no tripa-
nosomatidos se identificaron 192 pseudogenes por la presencia de mutaciones sin sentido en el
marco de lectura. Para determinar si la presencia de OYEs como proteinas de tinico dominio,
asi como OYEs pseudogenizadas es diferencial entre tripanosomatidos y no tripanosomatidos se
utilizé un test exacto de Fisher. Para ambos casos se obtuvieron p-valores significativos (p-valor
<2,2¢716 y p-valor = 3,6e71°, respectivamente) indicando que la asociacién del dominio OYE
con otros dominios proteicos en tripanosomatidos, asi como la pseudogenizacién de OYE en no

tripanosomatidos son estadisticamente significativas.

Las busquedas de secuencias AKR en genomas de tripanosométidos permitio identificar 299
secuencias, las cuales presentan un tnico dominio a excepcién de una que posee el dominio AKR
y un dominio C-terminal glutation S transferasa. En no tripanosomaétidos se identificaron 2.216
secuencias, 1.622 con tnico dominio y 30 multidominio. A su vez, en este caso se identificaron
564 secuencias pseudogenizadas debido a la presencia de mutaciones sin sentido en el marco
abierto de lectura. Nuevamente se utilizo un test exacto de Fisher para determinar si la pre-
sencia de AKRs de tinico dominio y AKRs pseudogenizadas se distribuyen diferencialmente en
tripanosomatidos y no tripanosomatidos. En el caso de los no tripanosomatidos se encontré que

la presencia de pseudogenes es estadisticamente significativa (p-valor <2.2e-16). En cambio,
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la distribucién de proteinas de tinico dominio no resulté estadisticamente significativa (p-valor
0,07429).

Cabe destacar que ningiin marco abierto de lectura con los dominios proteicos OYE y AKR

en tripanosomatidos se encontré pseudogenizado.

Tabla 4.1: Resumen de las secuencias OYE recuperadas de los genomas de protozoos.

Genes Dominio tnico Multidominio Pseudogenes

Tripanosomatidos 233 110 123 0
No tripanosomatidos 1037 986 51 192

Tabla 4.2: Resumen de las secuencias AKR recuperadas de los genomas de protozoos.

Genes Dominio inico Multidominio Pseudogenes

Tripanosomatidos 299 298 1 0
No tripanosomatidos 1652 1622 30 564

Si bien la inspeccién de los genomas mostré una diversidad previamente desconocida, tam-
bién se reportaron genomas que no tienen secuencias OYE y AKR. De los 56 genomas de
tripanosoméatidos analizados 5 no poseen ninguna secuencia con dominio OYE: Phytomonas
sarpens, Phytomonas sp. aislado EM1, Phytomonas sp. aislado Hart1, Trypanosoma congolense
y Trypanosoma vivaz. Por otro lado, Trypanosoma brucei y Trypanosoma equiperdum posen
unicamente secuencias multidominio, careciendo de una secuencia homologa a TcOYE. Trypa-
nosoma congolense resulto ser el inico genoma analizado que no tiene ninguna secuencia con
dominios AKR. En cuanto a los 298 genomas de protozoos no tripanosomatidos estudiados, 164

no poseen ninguna secuencia con dominio OYE y 78 no poseen ninguna secuencia con dominio

AKR.

4.1.3. Analisis filogenéticos de las secuencias OYE y AKR recupe-

radas de los genomas

Con el objetivo de estudiar la distribucién taxonémica y las relaciones filogenéticas de los
homologos de TcOYE y TcAKR en otros tripanosomatidos, se realizé una reconstruccion filo-
genética utilizando el conjunto de proteinas que se recuperaron de los genomas. Las proteinas
OYE y AKR se agruparon en ocho y seis grupos filogenéticos distintos (figura 4.2), respecti-

vamente. Estos clados estan formados por secuencias con la misma anotacion, que en muchos
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casos refiere a una funcion putativa. Las proteinas que conforman estos grupos presentan una
distribucién taxonémica diferencial, algunos estas compuestos por proteinas de todos los geno-
mas usados en el estudio, mientras otros estan restringidos a algunos géneros en particular. El
grupo filogenético formado por las secuencias anotadas como PGFy« sintasa en la figura 4.2 A
estd conformado por secuencias pertenecientes a T. cruzi, T. rangeli y T. grayi. Este resultado

es novedoso dado que esta secuencia habia sido reportada previamente sélo en el genoma de T.

Cruzi.
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Figura 4.2: Filogenias con las secuencias OYE y AKR recuperadas de los genomas de
tripanosomatidos. A) Anélisis filogenético de miembros caracterizados de la familia proteica OYE.
B) Anélisis filogenético de miembros caracterizados de la familia proteica AKR. C) Referencia de
las especies. D) Referencia de anotacién de las secuencias OYE. E) Referencia de anotacién de las
secuencias OYE.

Para poder hacer inferencias sobre el origen evolutivo de las secuencias OYE en tripano-
somatidos se realiz6 un estudio filogenético con homdélogos presentes en bacterias, archaeas,
plantas, hongos y protozoos (figura 4.3). Se observa una gran diversidad filogenética de se-
cuencias OYE pertenecientes a bacterias, las cuales se asocian en distintos linajes a secuencias
pertenecientes a otros grupos taxonoémicos. En particular, las OYEs de hongos se agrupan en
tres grupos independientes, dos de los cuales se emparentan con bacterias y el restante con pro-
tozoos no tripanosomatidos y plantas. A su vez, las OYEs de protozoos no tripanosoméatidos
se encuentran en dos grupos principales, asociadas a hongos (mencionado anteriormente) y a
bacterias. Sin embargo, también se observa una gran diversidad de secuencias de protozoos no
tripanosoméatidos presentes en linajes especificos de bacterias. Finalmente, las OYEs de tripa-

nosomatidos se ubican en tres grupos todos emparentados con distintos linajes de bacterias. El
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grupo mas abundante es el que incluye a TcOYE.
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Figura 4.3: Filogenia de la familia proteica OYE en bacterias archaeas, plantas, hongos y
protozoos. Referencias: azul protozoo no tripanosomatidos, verde hongos, celeste bacterias y archaeas,
amarillo plantas, rosado protozoo tripanosomatidos y rojo TcOYE.

4.2. Analisis estructurales

En el trabajo donde se caracteriza a TcAKR, los autores no lograron demostrar que esta
enzima posee la actividad PGFya sintasa. Para complementar estos resultados publicados por
Garavaglia et al. (2010), se realizé un estudio estructural comparativo de esta proteina con
otras AKRs cuya actividad enzimatica como PGFsa sintasa ha sido demostrada experimental-
mente, tales como las AKRs de Homo sapiens, Rattus norvegicus, Bacillus subtilis, L. major y

T. bruces.

La figura 4.4 A muestra un arbol realizado empleando el indice QH que combina informacion
de alineamientos estructurales y de secuencia. Como era de esperar las AKR de H. sapiens y
de R. norvegicus se parecen mas entre si que al resto. La AKR de T. cruzi se encuentra en otro
grupo que contiene las AKR de tripanosomatidos (L. magjor y T. brucei) y bacteria (B. subtilis).
En la figura B se muestra el potencial electrostatico de las proteinas. Las AKR de H. sapiens
y de R. norvegicus son notoriamente distintas a las de tripanosomatidos y muy similares entre
si. Mientras que el potencial electrostatico de la AKR de T. brucei es similar al de B. subtilis, y

el de T. cruzi es similar al de L. major. De esta manera el potencial electrostatico es acorde al
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resultado obtenido utilizando el indice QH. En la figura C se muestra un estudio comparativo
del sitio activo de las enzimas. Cabe destacar que el sitio de reconocimiento del cofactor y los
residuos cataliticos estan conservados en todas las estructuras. Estas presentan variaciones que

en principio no afectarian la funcion molecular de la proteina, por lo que hipotetizamos que
TcAKR si es una PGFS.

A) W sapiensaca  C)  T. cruzi *&—— |nteractions at 0-5 A cati9n-n intgraction
*{_E: R. norvegicus T. brucei (AKR5A2) =—— |nteractions at 5-15 A JER InEeraction
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Figura 4.4: Comparaciones estructurales de proteinas AKRs. Se comparé TcAKR, con pro-
teinas AKR de Homo sapiens, Rattus norvegicus, Bacillus subtilis, Leishmania major y Trypanosoma
brucei que tienen actividad PGFaa. A) Arbol realizado utilizando el indice QH que combina infor-
macién de secuencia y del alineamiento estructural. B) Potencial electrostético de las proteinas. C)
Comparacion del sitio activo de las enzimas.

Durante la caracterizacion de TcAKR en el parasito mediante western blot utilizando el an-
ticuerpo a- TcAKR se observaron bandas proteicas correspondientes a pesos moleculares com-
patibles con estados de oligomerizacion. Previamente, Garavaglia y colaboradores estudiaron
la posibilidad de oligomerizacion por gel filtracion de la proteina recombinante que eluyé en
tres picos que fueron asignados al mondémero, dimero y al tetramero que tuvieron actividad
enzimatica y la proteina luego se identificé por ELISA (Garavaglia et al.; 2010). En esta tesis,
el aporte que se realizé fue proponer la superficie de interaccion de los monomeros que surge
a partir del cristal con un buen score (figura 4.5). Dado que todas las AKR son monoméricas

este seria un caso particular, aunque para esta confirmacién necesitamos mas experimentos que
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lo comprueben.

Figura 4.5: Dimerizacién de TcAKR. A) Western blot con extracto proteico total de epimasti-
gotas utilizando el anticuerpo a- TcAKR donde se aprecian bandas proteicas correspondientes a pesos
moleculares compatibles con estados de oligomerizacién. B) Superficie de interaccién de los monémeros
propuesta.

4.3. Analisis funcionales

Para ampliar el conocimiento del rol de estas enzimas en la biologia del parasito se aplicaron
diversas técnicas de biologia molecular. En el marco de la tesis de grado se realizaron diferentes
construcciones de las secuencias codificantes de TcOYE y TcAKR en vectores de expresién en
bacterias y pardsitos. Se pusieron a punto los protocolos de expresion y purificacién de ambas
proteinas, y se generaron anticuerpos policlonales especificos en conejo contra las proteinas

recombinantes.

4.3.1. Expresion de TcOYE y TcAKR en T. cruz:

Se estudié la expresién de TcOYE y TcAKR en epimastigotas (figura 4.6) empleando di-
ferentes concentraciones de extracto proteico total obtenido durante la fase exponencial de
crecimiento como se detalla en materiales y métodos. Los analisis por western blot utilizando
los sueros de conejo a-TcOYE y a-TcAKR resultaron en la obtencién de bandas tnicas co-
rrespondientes a los pesos moleculares esperados para cada una de las proteinas, confirmando
que ambas se expresan en el estadio epimastigota. Los sueros pre inmunes no mostraron senal
de reconocimiento de las proteinas en estudio, por lo que concluimos que los sueros inmuno-
reactivos constituyen una buena herramienta para los estudios posteriores. Cabe destacar que
se requiriéo menor concentracion de extracto proteico total para detectar TcOYE, lo que refleja
que concentracion intracelular es mayor con respecto a la de TcAKR, tal como ya habia sido

sugerido en estudios proteémicos (Parodi-Talice et al., 2004).
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Figura 4.6: Expresiéon de TcOYE y TcAKR en epimastigotas de T. cruzi. Se muestran
ensayos de western blot con extractos totales de proteinas de epimastigotas utilizando suero a-TcOYE
y a- TcAKR generados en conejos. El anticuerpo secundario empleado fue a-conejo conjugado a HRP
y el revelado fue por quimioluminiscencia.

Por otro lado, se evalud la expresion de TcOYE durante el ciclo de vida del parédsito por
western blot utilizando extractos proteicos totales de diferentes estadios. Mediante la detec-
cién de una unica banda del tamano esperado reconocido por el antisuero policlonal producido
en conejo, se confirmé la expresion en epimastigotas y amastigotas. En cambio, la proteina
mostrd niveles casi indetectables en tripomastigotas derivados de células evidenciando una re-
gulacién diferencial de la expresion (figura 4.7). A su vez, se estudio la expresiéon en diferentes
estadios mediante IFI durante el proceso de infeccién. Se llevo a cabo la coinmunolocalizacién
con TcCPX, una proteina citosélica y de expresion constitutiva, para comparar los diferentes
patrones de expresion. En la figura 4.7 B se muestra una imagen representativa donde se ob-
servan dos células infectadas con parasitos que se encuentran en distintos momentos del ciclo
infectivo. En la parte inferior derecha se muestra una célula infectada con parasitos que ya
estan diferenciandose a tripomastigotas, donde se aprecia que la expresién de TcOYE disminu-
ye considerablemente y solo se observa la fluorescencia debida a la marcacién de TcCPX. En
la parte superior izquierda se muestra una célula que presenta parasitos predominantemente en
el estadio amastigota, con expresion comparable de ambas proteinas. Los antisueros no presen-
taron reactividad cruzada con el extracto total de células Vero. Se confirmé por dos técnicas

diferentes que TcOYE presenta mayor expresion en los estadios replicativos del parasito.

Dado que el objetivo de este trabajo plantea el estudio de TcOYE y TcAKR en el contexto
de la infeccién, se evalué la expresion de ambas proteinas en cepas de T. cruzi que presentan
diferente virulencia. La expresién en diferentes cepas de T. cruzi se analiz6 mediante western
blot utilizando extractos proteicos totales de epimastigotas. TCC es una cepa atenuada, Co-

lombiana es una cepa muy virulenta mientras que Sylvio y Dm28c son cepas con virulencia

44



actubulin | o —_ | >

- 42 KDa

a-TcOYE

B)
TcCPX (Alexa 546) TcOYE (Alexa 488)

DAPI Merge

Figura 4.7: Expresion de TcOYE durante el ciclo de vida del parasito. A) Western blot
utilizando extractos totales de proteinas de diferentes estadios del pardsito y células Vero (control).
La expresién relativa se estimé por densitometria normalizada por la expresion de tubulina. B) Micro-
fotografias confocales que muestran coinmunolocalizacién de TcOYE y TcCPX en diferentes etapas
del desarrollo de la infeccién en células Vero. Barra de calibracién 10 pm.
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intermedia. Los sueros de conejos contra TcOYE y TcAKR reconocieron una banda de 42 kDa
y 32 kDa en todas las cepas, respectivamente (figura 4.8). El boxplot de la figura A muestra
que la expresién de TcOYE en Colombiana es mayor con respecto a TCC, Dm28¢ y Sylvio (p-
Valor 0.0095, 0.0159 y 0.0159 respectivamente). Ademéds, TCC presenta una menor expresion de
TcOYE que Dm28¢ (p-Valor 0.0303). No hay diferencias estadisticamente significativas entre
TCC y Sylvio, y ni entre Dm28c y Sylvio. Por otro lado, el boxplot de la figura B muestra que
TcAKR presenta una mayor expresién en Colombiana con respecto a Dm28c¢ (p-valor 0.0357),
siendo ésta la tinica diferencia estadisticamente significativa entre las cepas. La expresion relati-
va mostrada en los boxplot corresponde a la expresion estimada por densitometria normalizada

por la expresion de tubulina.
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Figura 4.8: Expresion de TcOYE y TcAKR en cepas de T. cruzt con diferente virulencia.
A) Western blot con suero a-TcOYE normalizado por la expresién de tubulina y boxplot con los
valores de expresién medidos por densitometria a través de 4 experimentos. B) Western blot con suero
a- TcAKR normalizado por la expresién de tubulina y boxplot con los valores de expresién medidos por
densitometria a través de 3 experimentos. Para ambos casos se determiné la significancia estadistica
(p-valor <0,05) utilizando la prueba de Mann Whitney.

4.3.2. Localizacion subcelular de TcOYE y TcAKR en T. cruzi

Con el objetivo de determinar la localizacién subcelular de TcOYE y TcAKR se realizaron
inmunocitolocalizaciones sobre parasitos obtenidos de cultivo. En el caso de TcOYE ademas se

realizaron ensayos de western blot con extractos obtenidos con una técnica de permeabilizacién
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diferencial de membranas celulares. La figura 4.9 muestra la localizacién de TcOYE y TcAKR
en amastigotas intracelulares y epimastigotas. La IFI realizada con los anticuerpos a-TcOYE
muestra que la proteina se localiza en el citoplasma, con un aspecto mas granular en amasti-
gotas. Por otro lado, la IFI realizada con los anticuerpos a-TcAKR revela que se localiza en
el sitio antipodal del kinetoplasto en epimastigotas aunque no exclusivamente. Sin embargo,
su localizacion cambia en amastigotas, concentrandose en una regién proxima al kinetoplasto

rodeando el nucleo.

Figura 4.9: Inmunocitolocalizaciéon de TcOYE y TcAKR en epimastigotas y amastigotas
de T. cruzi. Proyecciones de varias imégenes obtenidas en el eje Z en microscopio confocal. Los
pardsitos fueron incubados con una dilucién 1/3000 del suero a-TcOYE (micrografias superiores)
y 1/30 del suero a-TcAKR (micrograffas infecriores) obtenidos en conejos. El revelado se hizo con
anticuerpos secundarios a-conejo conjugado a Alexa Fluor@®488. Se utiliz6 DAPI como marcador de
nucleo y kinetoplasto. Referencia: Nu nicleo de célula infectada; N nucleo de parasito; K kinetoplasto.
Barra de calibracién 5 pym.

Para determinar en mayor detalle la localizacién subcelular de TcOYE y TcAKR, se rea-
lizaron ensayos de colocalizacién con tres proteinas de localizacion subcelular conocida: tripa-
redoxina peroxidasa citosélica (TcCPX), triparedoxina peroxidasa mitocondrial (Te¢MPX) y
cruzipaina (TcCZP). TcCPX y TeMPX presentan localizacion citosdlica y mitocondrial, res-
pectivamente (Wilkinson et al., 2000), mientras que Cruzipaina se utiliza como marcador de
resevosomas, un organelo vacuolar redeado de membrana presente en la regiéon posterior del
parasito (Cazzulo et al.; 1997). La marcaciéon con anticuerpos a-TcOYE mostré un patrén

citoplasmaético, colocalizando con la marcacién debida aTcCPX. Por otro lado, la marcacién
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Figura 4.10: Inmunocitolocalizacién de TcOYE, TcCPX, TcCZP y TcMPX en epimas-
tigotas de T. cruzi. Micrografia de confocal de epimastigotas obtenidos de cultivo. Los parasitos
fueron incubados con una dilucién 1/3000 del anticuerpo a- T¢cOYE obtenido en conejo. Para el caso de
TcCPX (dilucién 1/100), TeCZP (dilucién 1/50) y TeMPX (dilucién 1/100) se usaron sueros obteni-
dos en ratén. El revelado se hizo con anticuerpos secundarios a-conejo conjugado a Alexa Fluor®488
y a-ratén conjugado con Cy3®). Se utilizé DAPI como marcador de nicleo y kinetoplasto. Barra de
calibracién 5 pm.

observada cuando se empled el anticuerpo aTcAKR colocalizé con la marcacién de TeMPX.
Si bien hay colocalizacién de TcAKR con TeMPX en la mayor parte de la marcacién debida a
TcMPX, esta tultima no estd localizada en los sitios antipodales del kinetoplasto, siendo esta lo-
calizacion exclusiva de TcAKR. El anticuerpo aTcCZP mostré una marcacién concentrada en
la region posterior de los epimastigotas en formas redondeadas, no colocalizando con la marca
correspondiente a TcOYE ni a TcAKR. En las figuras 4.10 y 4.11 se muestran las proyecciones

de varias imagenes obtenidas en el eje z en microscopio confocal.

Para complementar los resultados de la IFI y completar el estudio de localizacion celular de
TcOYE se realizé un ensayo de permeabilizacién diferencial de membranas con el detergente
suave digitonina. Los extractos obtenidos se analizaron por western blot empleando el suero
contra TcOYE y sueros contra proteinas de localizacién subcelular conocida para comparar los
diferentes patrones de bandas. En la figura 4.12 se muestra que las bandas proteicas correspon-

diente a proteinas con diferente localizacién subcelular aparecen diferencialmente conforme la
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Figura 4.11: Inmunocitolocalizacion de TcAKR, TcCPX, TcCZP y TcMPX en epimas-
tigotas de T. cruzi. Micrografias de confocal de epimastigotas obtenidos de cultivo. Los parésitos
fueron incubados con una dilucién 1/30 del anticuerpo a-TcAKR obtenido en conejo. Para el caso de
TcCPX (dilucién 1/100), TeCZP (dilucién 1/50) y TeMPX (dilucién 1/100) se usaron sueros obteni-
dos en ratén. El revelado se hizo con anticuerpos secundarios a-conejo conjugado a Alexa Fluor@488 y
a-ratén conjugado con Cy3@®). Se utilizo DAPI como marcador de ntcleo y kinetoplasto.Proyecciones
de varias imagenes obtenidas en el eje Z en microscopio confocal. Barra de calibracién 5 pm.

concentracion del detergente aumenta. Como es de esperar, la banda proteica correspondiente
a TcCPX se detecta a bajas concentraciones de digitonina. Al ser una proteina citoplasmatica
queda expuesta apenas la membrana plasmatica es irrumpida por el detergente. En segundo,
lugar se detectan las bandas proteicas correspondientes a glucokinasa (TcGlck), TeMPX y as-
corbato peroxidasa (TcAPX), todas proteinas que se encuentran en compartimentos rodeados
por membrana dentro de la célula, glicosomas (Cdaceres et al., 2007), mitocondria (Wilkinson
et al., 2000) y reticulo endoplasmético (Wilkinson et al., 2002), respectivamente. En estos casos
se requiere una mayor concentracién de digitonina para poder detectar las bandas dado que se
debe afectar primero la membrana plasmatica y luego la membrana de los organelos que contie-
nen estas proteinas. Por ltimo, se detecta la banda proteica correspondiente a TcCZP, proteina
contenida principalmente en los reservosomas. En el caso de TcOYE las bandas proteicas se
detectan a muy bajas concentraciones del detergente, coincidiendo con las concentraciones en
las cuales se detecta TcCPX. Por lo que, en concordancia a lo que se observé mediante IFI,

TcOYE presenta un localizacién subcelular citoplasmatica.
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Debido a que se vié que TcOYE disminuye su expresion en tripomastigotas se estudié como
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Figura 4.12: Localizacion subcelular de TcOYE en epimastigotas de T. cruzi. Western blot
de extractos proteicos obtenidos luego de un ensayo de permeabilizacion diferencial de membranas
con digitonina en epimastigotas. Se usé anticuerpos contra TcOYE y varias proteinas de localizacion
subcelular conocida: a-TcCPX (dilucién 1/20000), a- T'cGlck (dilucién 1/2000), a- TcMPX (dilucién
1/2000), a-TecCz (dilucién 1/1000) y a-TcAPX (dilucién 1/4000). Concentraciones de digitonina en
mg/ml.

varfa la expresiéon a lo largo del ciclo infectivo a células Vero. Se realizaron infecciones en una
relacién 5:1 (parasitos:células) con tripomastigotas derivados de células wild type y se fijaron a
diferentes tiempos para evaluar por IFI. La imagenes fueron obtenidas en microscopio confo-
cal con un ajuste fijo de los pardmetros para que las imagenes sean comparables entre si. En
la figura 4.13 se muestra que en los primeros tiempos de infeccién la expresion tiene niveles
indetectables segtin las condiciones ensayadas. A las 9 horas después de la interaccién parasito-
célula se comienza a detectar la proteina. A medida que los parasitos se diferencian al estadio
amastigota se observa que la expresion de TcOYE aumenta y es maxima a las 48 horas. Luego,
cuando los parasitos vuelven a diferenciarse a tripomastigotas la expresion de la proteina vuelve

a disminuir a niveles indetectables.

To

Figura 4.13: Expresion de TcOYE en el ciclo infectivo de T. cruzi a células de mamifero.
Micrografias de confocal de infecciones fijadas a diferentes tiempos. Barra de calibracién 5 pm en 1h,
3h, 5h y 9h; barra de calibracién 10um en el resto de los tiempos. Proyecciones de varias imégenes
obtenidas en el eje Z en microscopio confocal.



4.3.3. Sobreexpresion de TcOYE y TcAKR y ensayos de infectivi-
dad

A modo de contar con més herramientas que permitan comprender mejor la funcién biolégi-
ca de estas enzimas se realizé la sobreexpresién en epimastigotas en cultivo. Los clonados de las
secuencias codificantes para TcOYE y TcAKR en vectores de expresion se realizaron durante
la tesina de grado. Las construcciones utilizadas en este trabajo fueron: pTREX-n TcOYE,
pTREX-n TcAKR y pTREX-TcAKR. Ambos vectores son de expresién constitutiva y se in-
tegran al genoma. Estos plasmidos se transfectaron en parasitos Dm28c de T. cruzi y para el
caso de pTREX-n TcOYE también se transfecté en TCC. La sobreexpresién de las proteinas
en epimastigotas se analizo por western blot con anticuerpos a-TcOYE y a-TcAKR en extrac-
tos totales de parasitos transfectados con el vector pTREX-n TcOYE y pTREX-n TcAKR,
respectivamente (figura 4.14). La expresion relativa de ambas proteinas se estimé por densito-
metria normalizada por la expresién de tubulina y se determiné que TcOYE se expresa 6 veces
mas que en los parasitos control y TcAKR 2,4 veces. La sobreexpresion en tripomastigotas
derivados de células y amastigotas extracelulares se analizé mediante IFI. En la figura 4.15 A
se muestran micrografias confocal de IFI realizadas sobre parasitos Dm28c sobreexpresantes de
ambas proteinas y parasitos control. Se observa que la sobreexpresiéon de TcOYE y TcAKR
se mantiene en los estadios tripomastigotas y amastigotas. Por otro lado, en la figura 4.15 B
se muestra la cuantificacién de la expresiéon de TcOYE en pardsitos sobreexpresantes Dm28c
y TCC. Las diferencias estadisticas se determinaron con la prueba paramétrica test de Stu-
dent. Las curvas de crecimiento de las lineas celulares transfectadas mostraron una cinética de
proliferacion similar, lo cual indica que la sobreexpresién de TcOYE y TcAKR no genera un
fenotipo distinguible del salvaje, es decir no tiene ningtin efecto perjudicial ni beneficioso sobre

la proliferacién de epimastigotas (datos no mostrados).
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Figura 4.14: Sobreexpresion de TcOYE y TcAKR en epimastigotas de T. cruzi. Western
blot de extractos proteicos totales de parasitos transfectados con los vectores pTREX-n, pTREX-n
TcOYE y pTREX-n TcAKR. La expresion relativa se estimé por densitometria normalizada por la
expresion de tubulina.
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Figura 4.15: Sobreexpresion de TcOYE y TcAKR en tripomastigotas y amastigotas
extracelulares de T. cruzi. A) Micrografias confocal de pardsitos transfectados con los vecto-
res pTREX-n (1 y 3), pTREX-n TcOYE (2) y pTREX-n TcAKR (4) incubados con anticuerpo a-
TcOYE y a- TcAKR, respectivamente. Se utilizé anticuerpos secundarios a-conejo conjugado a Alexa
Fluor®488 y DAPI como marcador de ntcleo y kinetoplasto. Barra de calibracion 10 um. Proyeccio-
nes de varias imédgenes obtenidas en el eje Z. B) Cuantificacién de la sobreexpresion de TcOYE en
Dm28c y TCC de los diferentes estadios, medida por intensidad de fluorescencia media por parésito
utilizando el programa ICY.

Con el objetivo de estudiar el rol de TcOYE en el proceso de infeccién a células de mamifero
se comparod la capacidad infectiva de los parasitos sobreexpresantes con respecto a los parasitos
control. La capacidad infectiva se evalué como la capacidad de invasién (mediante la deter-
minacién del coeficiente de infeccion) y la capacidad replicativa. El coeficiente de infeccion se
determiné contando el nimero de células infectadas con respecto al nimero de células totales a
tiempo cero, mientras que la tasa de replicacién se determiné contando el nimero de parasitos
intracelulares después de 48 horas de infeccién. Se considerd tiempo cero el momento que se
lava la infeccion para retirar los parasitos que no infectaron ninguna célula luego del tiempo
de interaccion pardasito célula. En la figura 4.16 A se muestran los resultados obtenidos para
parasitos Dm28c control y sobreexpresantes, donde se observa que la sobreexpresiéon de TcOYE
no afecté la capacidad infectiva de los parasitos a células HeLa. El aumento de la cantidad de
proteina tampoco modifico la tasa de replicacién de los parasitos a las 48 horas de infeccién.
Estos resultados corresponden a tres réplicas biolégicas con tres réplicas técnicas cada una.
Por otro lado, en la figura 4.16 B se muestran los resultados obtenidos para parasitos TCC
transfectados, donde se observa que la sobreexpresién de TcOYE no modificé la capacidad

invasiva pero si disminuy6 la cantidad de parasitos intracelulares a las 48 horas. Sin embargo,
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este resultados debe completarse con mas réplicas dado que corresponde a una réplica biologica

con tres réplicas técnicas.
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Figura 4.16: Ensayos de infeccién a células de mamiferos. Se grafica el coeficiente de infeccion
a tiempo cero y el nimero de amastigotas luego de 48 horas de infecciéon para pardsitos Dm28c y
TCC sobreexpresantes de TcOYE y parasitos control. Se utilizé el test Student con dos colas para

determinar las diferencias estadisticas y las barras error corresponden al error estdndar. ** p-valor
0,0031

Para evaluar el proceso de infeccién celular completo se determiné el ntimero de tripomas-
tigotas presentes en el sobrenadante de monocapas de células infectadas cada 24 horas. En la
figura 4.17 A se muestra el nimero de tripomastigotas presentes en el sobrenadante durante 5
dias a partir del dia que empiezan a salir de las células. Se determiné que la cantidad de tri-
pomastigotas en el sobrenadante de células infectadas con parasitos control era 4 veces mayor
que la cantidad de tripomastigotas en el sobrenadante de células infectadas con los parésitos
sobreexpresantes. Esta diferencia fue estadisticamente significativa con un p-valor 0,044. En
la figura 4.17 B se muestran los resultados utilizando células fagociticas. Se determiné que la
cantidad de tripomastigotas en el sobrenadante de células infectadas con parasitos control era
3,5 veces mayor que la cantidad de tripomastigotas en el sobrenadante de células infectadas
con los parasitos sobreexpresantes. Esta diferencia resulté estadisticamente significativa en los
dias 5 y 6 con un p-valor 0,0037 y 0,0006, respectivamente. Las graficas son representativas de
dos réplicas biologicas con tres réplicas técnicas cada una. De estos resultados se puede concluir
que mayores niveles de TcOYE reducen la cantidad de parasitos capaces de completar el ciclo

infectivo con respecto a los parasitos control.
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Figura 4.17: Ensayos de infeccion a células de mamiferos. Numero de tripomastigotas por
ml de sobrenadante de células HeLa y macréfagos J774 infectados con pardsitos control y parésitos
sobreexpresantes de TcOYE. Se grafica la media de las diferentes réplicas realizadas y las barras de
error corresponden al error estandar.

4.3.4. Estudios de secrecion de TcOYE y TcAKR

Teniendo en cuenta que ambas proteinas se detectaron en estudios proteémicos del secre-
toma, tanto en nuestro laboratorio (resultados no publicados) como por Bayer-Santos et al.
(2013) y Geiger et al. (2010), en esta tesis se estudid la secrecion de ambas proteinas en el
estadio epimastigota mediante western blot. En la figura 4.18 A se puede apreciar que am-
bas proteinas fueron reconocidas por los anticuerpos especificos correspondientes en extractos
proteicos extracelulares, confirmando su secrecién. Se detecté una banda de peso molecular
esperado para TcOYE y TcAKR tanto en la fraccién de proteinas secretadas en condiciones
normales de crecimiento en cultivo (carril 1) como en las fracciones de proteinas secretadas en
condiciéon de estrés nutricional (carriles 3, 4 y 5). El carril 4 corresponde a complejos macromo-
leculares mientras que el carril 5 corresponde a vesiculas extracelulares grandes (100-200 nm)
segin lo reportado por Bayer-Santos y colaboradores (Bayer-Santos et al.; 2013). Ninguna de
las proteinas se detect6 en la fraccién libre de vesiculas (carril 6, SN3), por lo que la secrecién de
TcOYE y TcAKR estaria asociada a vesiculas extracelulares. Se concluye que ambas enzimas
se secretan en condiciones normales de crecimiento en cultivo como en estrés nutricional, y en
esta ultima condicién se secretan asociadas a vesiculas. En la figura 1 del Anexo se esquematiza

el proceso de obtencion de las diferentes fracciones.
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Figura 4.18: Estudios de secrecién de TcOYE y TcAKR. A) Western blot de los extractos
proteicos obtenidos en los diferentes pasos del proceso de purificaciones de vesiculas extracelulares bajo
condiciones de estrés nutricional y extracto proteico de sobrenadante de cultivo sin estrés nutricional
(seccién 3.9 de Materiales y Métodos). Referencias: 1-extracto proteico de sobrenadante de cultivo
de epimastigotas sin estresar; 2-extracto proteico del medio de cultivo, control; 3-material de partida
(SN1); 4-Pellet 1; 5-Pellet 2; 6-SN3; 7-SN2. B) Inmunolocalizacién de TcOYE en células Vero. Se
muestran micrografias de confocal de células control que no fueron incubadas con la proteina y células
incubadas con 1 6 2 uM de proteina recombinante. Las células se incubaron con anticuerpo a- TcOYE
de conejo y a-Tubulina de ratén. El revelado se realizé con anticuerpos secundarios a-conejo conjugado
a Alexa Fluor®488 y a-ratén conjugado con Cy3®. Se utilizé DAPI como marcador de ntcleo.
Barra 10 pm. C) Conteo de tripomastigotas en sobrenadante de monocapa de células infectadas pre
tratadas con TcOYE, BSA como proteina control o células que no tuvieron ningin pre tratamiento.
Se determing la significancia estadistica (p-valor <0,05) utilizando el test Mann-Whitney seguido del
test de Bonferroni. Referencias: p-valor < 0,01 **; p-valor < 0,001 ***
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Una vez confirmada la secrecion de TcOYE se estudié si la proteina recombinante podia ser
internalizada por células HeLa. Se incubaron las células con diferentes concentraciones de la
proteina y se fijaron para analizar por IFI con el anticuerpo a-tubulina y a-TcOYE (figura 4.18
B). Se observé que la localizacién de la proteina luego de 3 horas de interaccién fue intracelular,
no habiendo reactividad cruzada del anticuerpo a-7TcOYE con ningin componente celular.
Posteriormente, para estudiar el efecto de la proteina internalizada en la infeccion por 7. cruzi se
pre incub6 la proteina recombinante y se realizo la infeccion de células HelLa con tripomastigotas
wild type. En la figura 4.18 C se muestra el nimero de pardsitos en el sobrenadante de la
infeccion que completaron el ciclo intracelular medido cada 24 horas. Como control se realizo la
infeccién a células que no fueron pre incubadas con ninguna proteina y células que fueron pre
incubadas con BSA. La presencia de la proteina TcOYE recombinante previo y durante la
infeccion produjo un aumento en la cantidad de tripomastigotas en el sobrenadante indicando
que el efecto de la proteina del parasito promueve la infectividad de manera estadisticamente
significativa. Este resultado corresponde a tres experimentos independientes con tres réplicas

técnicas cada uno.

4.3.5. Metabolismo de farmacos y oxidantes

Como se mencioné en la Introduccién ambas proteinas han sido relacionadas con el meta-
bolismo de farmacos tripanocidas. TcOYE recombinante es capaz de reducir Nfx y HyOs in
vitro en condiciones anaerdbicas, pero no asi a Bzn (Kubata et al., 2002b). Contrariamente,
se observo que los niveles de transcripto y proteina disminuyen en parasitos resistentes a Bzn
debido a la pérdida de tres copias del gen (Murta et al.; 2006). Por otro lado, TcAKR es capaz
de unirse a Bzn in vitro (Trochine et al.; 2014a) y ambas proteinas fueron propuestas como
posibles enzimas encargadas de la generacién de metabolitos reducidos del Bzn (Trochine et al.,
2014b). Ademas, la sobreexpresién de TcAKR le confirié resistencia a Bzn (Garavaglia et al.,
2016). Dados estos antecedentes, se estudié el efecto de Bzn, Nfx y HyO, en epimastigotas
sobreexpresantes de TcOYE y TcAKR. Los parasitos se cultivaron en PBS-glucosa al 1% su-

plementado con concentraciones crecientes de Bzn, Nfx y HyOs.

En la figura 4.19 A se muestra los porcentajes de viabilidad de los parasitos a diferentes
concentraciones de Bzn. A 100 uM se observan diferencias estadisticamente significativas entre
los parasitos sobreexpresantes y los parasitos control. Los epimastigotas sobreexpresantes de
TcOYE presentaron mayor susceptibilidad que los parasitos control. En cambio, la sobreexpre-
sion de TcAKR le confirié resistencia al mismo farmaco, tal como habia sido reportado por
Garavaglia y colaboradores (Garavaglia et al.; 2016). Por otra parte, en la figura 4.19 B se
muestra que ambos parasitos sobreexpresenates presentaron mayor sensibilidad a Nfx que los
parasitos control en todas las concentraciones ensayadas. Por tltimo, teniendo en cuenta que

fue descrito que TcOYE reduce H,O5 en anaerobiosis, se determiné la viabilidad de parasitos
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transfectantes frente a HyO,. La exposicion a este oxidante mostrd que los parésitos con mayo-
res niveles de TcOYE fueron maés resistentes (figura 4.19 C). En todos los casos se grafica los
porcentajes de viabilidad celular con respecto a los parasitos sin tratamiento. Los resultados
de Bzn y Nfx corresponden a 3 réplicas biolégicas con 4 réplicas técnicas mientras que los re-
sultados de HyO4 corresponden a una réplica bioldgica con 3 réplicas técnicas, por lo que este
resultado debe ser confirmado con mas experimentos independientes. Durante la realizacion de

los experimentos se observaron cambios morfolégicos como se muestran en la figura 4.20.

A) 140
120 — mmDm28¢ pTREX-n
100 == =t e s Dm28c pTREX-n TCOYE
80 Dm28c pTREX-n TcAKR
60
40
20
[4]
20 uM 50 uM 100 uM
g) 140 R
120
oo e
ac o=
60
40
20
(4]
20 uM 50 uM 100 uM
c) 100
— =
80 EX3
60 I
40
» = "
]

200 uM 300 pM 400 pM

Figura 4.19: Viabilidad celular luego del tratamiento con Bzn, Nfx y HoOs. Se muestran los
porcentajes de viabilidad medidos con el método resazurina luego de exponer los parésitos 24 horas
a distintas concentraciones de A) Bzn y B) Nfx. C) Porcentajes de viabilidad medidos con el método
resazurina luego de exponer los parasitos 48 horas a distintas concentraciones de HoOs. Las barras de
error corresponden al error estandar.
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Figura 4.20: Efecto del HyO5 en parasitos transfectantes. Se muestran micrografias en donde
se observa el efecto de 200 uM de H205 luego de 24 horas sobre parasitos epimastigotas control
(pTREX-n) o sobreexpresantes de TcOYE y TcAKR.
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4.3.6. Produccién de PGFy«

La actividad PGFsa sintasa ha sido demostrada experimentalmente en TcOYE (Kubata
et al., 2002b; Ashton et al., 2007) y no en TcAKR (Garavaglia et al.; 2010). Sin embargo,
los resultados de bioinformatica estructural obtenidos en esta tesis sugieren que TcAKR tie-
ne actividad PGFsa sintasa. Para profundizar en este aspecto se evalud si la sobreexpresion
de TcOYE y TcAKR presenta una correlacion con el aumento en la actividad PGFsa sinta-
sa en T. cruzi. En particular, se determiné la concentracion de PGFs« intracelular, asi como
la concentracién en el sobrenadante de parasitos epimastigotas y tripomastigotas luego de un
estimulo exégeno de AA. Como control se determiné la concentracion de PGFya sin el agregado
de AA. La cuantificacion se realizdé empleando un kit de ELISA comercial tal como se detalla

en materiales y métodos (seccion 3.11).

Para el analisis de los resultados se ajustaron los datos de la curva estandar a una sigmoide
simétrica (4PL) y los pardmetros obtenidos de esta regresién se utilizaron para calcular la con-
centracién de PGFsa en cada una de las muestras. En la figura 4.21 se graficaron los valores
de concentracion de PGFya correspondientes a dos réplicas. Las figuras A y B muestran la
concentracion de PGFya intracelular y en el sobrenadante de epimastigotas, respectivamente.
Si bien se observan diferencias en los parasitos con el agregado de AA, no se observan diferen-
cias estadisticamente significativas en la cantidad de PGFsa entre los parasitos transfectados
con las diferentes construcciones. Por otro lado, en las figuras C y D se muestran los valores de
concentracion de PGFya intracelular y en el sobrenadante de tripomastigotas, respectivamente.
Se graficaron solo los valores de PGFsa correspondientes a los pardsitos que se incubaron con
AA porque en los tripomastigotas que no recibieron el estimulo de AA los niveles de PGFya
resultaron ser indetectables con el método empleado. Contrariamente a lo que sucede en epi-
mastigotas, en tripomastigotas si se observan diferencias estadisticamente significativas entre
los parasitos sobreexpresantes y los parasitos control. En oposicion a lo reportado previamente
en la bibliografia, la sobreexpresién de TcAKR produce un aumento en la concentracion de
PGFya con respecto a los parasitos control, incluso mayor al observado cuando se sobreexpresa
TcOYE. En ambos estadios se observé que los parasitos incubados con 50 yM de AA presen-
tan mayores cantidades de PGFsa con respecto a los parasitos que no recibieron el estimulo.
También se observé que la mayor cantidad de la PGFya se encuentra en los sobrenadantes, lo

que indica que la molécula una vez producida es liberada al medio.

4.3.7. Estudios en modelo murino

Debido a la funcién inmunomoduladora de los eicosanoides descrito en infecciones parasi-
tarias (Mukherjee et al., 2011), se estudi6 el efecto de la sobreexpresién de TcOYE y TcAKR
en la modulacion de la parasitemia y en la afeccién cardiaca durante la infeccion aguda. Se

realizo una pasantia en el laboratorio “Mecanismos de infecciéon parasitaria” en el Programa
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Figura 4.21: Determinacién de PGFsa. A) Concentraciéon de PGFsa intracelular en epimasti-
gotas. B) Concentracién de PGFaa en el sobrenadante de epimastigotas.C) Concentracién de PGFaa
intracelular en tripomastigotas. D) Concentracién de PGFsa en el sobrenadante de tripomastigotas.
Se muestran los p-valores obtenidos con el test Student con dos colas. Las barras de error corresponden
al error estandar.

de Anatomia y Biologia del Desarrollo en el Instituto de Ciencias Biomédicas de la Universi-
dad de Chile a cargo de la Dra. Ulrike Kemmerling. Durante la misma se realizé la infeccién
intraperitoneal de ratones BALB/c con pardsitos sobreexpresantes de las enzimas TcOYE y
TcAKR. Como control se realizd la infeccién con parasitos wild type y parasitos transfectados

con el vector vacio.

En primer lugar se midi6 la parasitemia de los ratones cada tres dias durante un mes. Los
ratones infectados con los parasitos wild type y parasitos transfectados con el vector pTREX-n
presentaron un pico de parasitemia entre los dias 12-15 (figura 4.22 A). Sin embargo, los ratones
infectados con los parasitos que sobreexpresan T'cOYE presentaron un pico de parasitemia el dia
6 siendo esta diferencia estadisticamente significativa (p-valor 0,0015 con respecto a pTREX-n
y 0,0410 con respecto al wild type). Por otro lado, la parasitemia en ratones infectados con
parésitos sobreexpresantes de TcAKR (figura 4.22 B) no presenté diferencias con respecto a la

parasitemia de ratones infectados con los parasitos control (pTREX y wild type).

A los 30 dias de la infeccién se obtuvo el corazon de cada unos de los ratones para evaluar la
carga parasitaria teniendo en cuenta que es un érgano blanco importante en la enfermedad de
Chagas. Los corazones obtenidos se procesaron para la extraccion de ADN genémico que luego
se utiliz6 para PCR cuantitativa con oligonucleétidos especificos para T. cruzi (TCZ1/TCZ2).
La carga parasitaria fue mucho mayor en aquellos ratones que fueron infectados con los parasitos
que sobreexpresan la proteina TcOYE. La sobreexpresion de la proteina TcAKR no afecto la
cantidad de parasitos en miocardio durante la infeccion aguda. Estos resultados corresponden

a b réplicas bioldgicas y las diferencias estadisticas se determinaron con el test Student.
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Figura 4.22: Determinacién de carga parasitaria en infeccién in vivo con paréasitos sobre-
expresantes de TcOYE y TcAKR. A) Carga parasitaria en sangre medida cada tres dias durante
la infeccién aguda. B) Carga parasitaria en corazén determinada mediante PCR cuantitativa a los 30
dias de infeccion. En ambas figuras se grafica la media de cinco réplicas bioldgicas y las barras de error
corresponden al error estandar.

4.3.8. ELISA con suero de pacientes

Mediante estudios proteémicos se describié que TcOYE es una de las proteinas reconocidas
por sueros de pacientes chagasicos (Verissimo et al.,; 2013). En este trabajo se buscé la presencia
de anticuerpos a- TcOYE mediante ELISA de captura en sueros de pacientes chagasicos. Se sen-
sibiliz6 con la proteina TcOYE recombinante y se utilizaron sueros de pacientes que presentan
cardiopatias, pacientes asintomaticos y como control pacientes no infectados. Se observd que
los pacientes infectados con 7. cruzi con cardiopatias presentan un mayor titulo de IgG con
respecto a los pacientes asintomdticos y los no infectados (figura 4.23). Se utilizé el test Student

para determinar las diferencias estadisticas.
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Figura 4.23: Deteccién de IgG en sueros de pacientes a- TcOYE. Para el revelando de las IgG
se utiliz6 anticuerpos secundarios contra IgG de humanos conjugado a HRP generado en cabra de Santa
Cruz Biotechnology (SC2907). Referencias: C pacientes con cardiopatias, A pacientes asintomaticos,
NI pacientes no infectados con 7. cruzi. * p-valor 0,036.
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4.4. Discusion

Queda claro en la bibliografia que TcOYE y TcAKR pueden reducir nitrocompuestos hete-
rociclicos pero se conoce muy poco acerca de cual es el rol biolégico de estas enzimas, qué funcion
cumplen en beneficio del parasito y cudl es su implicancia en la interaccion hospedero-patogeno.
En este trabajo se presenta una caracterizacion funcional de estas enzimas. TcOYE y TcAKR
junto con una nitroreductasa de tipo 1 (NTRI) son las proteinas més importantes asociadas al
metabolismo de farmacos tripanocidas y las tres presentan actividad quinona oxidoreductasa
(Garavaglia et al., 2010; Kubata et al., 2002b; Hall et al., 2012).

Es importante destacar que TcOYE se ha identificado en hongos, plantas y bacterias, pero
no presenta homologos en eucariotas superiores, por lo que cumple con una de las caracteristicas
importantes para ser un nuevo blanco terapéutico. Otro requerimiento seria que dicha proteina
cumpla un rol esencial para el pardsito. Esto contribuye directamente a la relevancia de este
proyecto, el cual plantea el estudio biolégico de dicha enzima en el contexto de la infeccion y su
potencial como nuevo blanco terapéutico. TcAKR se encuentra conservada a lo largo de toda la
escala evolutiva, pero al ser proteinas relacionadas estudiarlas en conjunto ayudé a comprender

su importancia biolégica y determinar si tienen roles redundantes.

Si bien la familia OYE se define por la presencia de un tnico dominio proteico, la mitad
de las secuencias identificadas en tripanosomatidos se encontraron asociadas a otros dominios
proteicos, mientras que en no tripanosoméatidos éstas corresponden solo a un 5 % del total. Esta
asociacion diferencial con otros dominios podria indicar que OYE cumple funciones moleculares
(por ende roles biol6gicos) muy diversos en protozoos tripanosométidos. La asociacion diferen-
cial con otros dominios no fue observada en la familia AKR probablemente debido a su funcién
mas conservada. La ausencia total de pseudogenes de OYE y AKR en tripanosomatidos, a
diferencia de lo que ocurre en no tripanosomatidos, sugiere que estas familias tiene relevancia

funcional para este grupo de protozoos.

Existen estudios filogenéticos previos utilizando homélogos de TcOYE (Stenuit & Agathos,
2010) y TbPGFS (Kubata et al.; 2000) pero no asi de TcAKR. De los resultados descritos por
Stenuit y colaboradores se deduce que TcOYE presenta mayor similitud con sus homoélogos
de bacterias que de plantas y hongos. Sin embargo, en dicho trabajo no se discute su posible
origen evolutivo. El andlisis exhaustivo presentado en esta tesis mediante la recuperacion de
secuencias OYE y AKR de bacterias, archaeas y protozoos, permitié determinar que: i) TcOYE
si tiene homologos en otros tripanosomatidos, y no es exclusiva de T. cruzi tal como se habia
reportado, siendo sus homoélogos mas cercanos los presentes en los genomas de T. rangeli y
T. grayi (77% y 74 % de identidad, respectivamente); y ii) TcOYE pertenece a un linaje filo-

genético que incluye homoélogos de otros tripanosomatidos cuyo origen evolutivo probablemente
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se debe a un evento de transferencia horizontal interdominio desde bacterias. Sin embargo, la
presencia de otros linajes filogénticos conformados por OYEs de bacterias y tripanosomatidos
indica que éste no fue el inico evento de transferencia horizontal en la historia evolutiva de
esta familia. A su vez, la dindmica evolutiva de OYE en no tripanosométidos parece ser ain
mas extrema, ya que una gran proporciéon parece haber emergido a través de transferencias

horizontales independientes.

TcOYE y TcAKR poseen estructuras terciarias muy similares con plegamiento del tipo
(a/B)s barril que corresponde a ocho hojas 3 rodeadas de 8 hélices cv. Ambas presentan alta
conservacién en ciertas regiones de la proteina principalmente en los residuos cataliticos y el
sitio de unién al cofactor, y utilizan el mismo mecanismo de oxidoreduccién bi bi (Toogood
et al.; 2010; Jez et al., 1997). Su similitud estructural podria ser 1itil para el diseno de farmacos
basados en estructuras para terapias conjuntas dirigidas a leishmanias, T. cruzi y T. brucei.
Sin embargo, la alta similitud estructural de TcAKR y la PGFS de L. major con su homélogo
en humanos (PDB 1ry8) constituye una desventaja para el diserio de farmacos selectivos (Moen
et al.; 2015). De hecho, en el estudio estructural comparativo de AKRs con actividad PGFya
sintasa realizado en este trabajo se observa que desde el punto de vista tridimensional, las AKRs
de H. sapiens, R. norvegicus, B. subtilis, L. major, T. brucer y T. cruzi no presentan grandes
diferencias. Por otro lado, el estudio del sitio activo determiné que no hay diferencias en los
residuos cataliticos y de unién al cofactor entre la AKR de T. cruzi y las AKR en otros orga-
nismos donde la funciéon PGFy« sintasa ha sido verificada experimentalmente. Este resultado
revela que no existe evidencia a nivel estructural para suponer que TcAKR no tenga actividad
PGFs« sintasa.

Previamente fueron reportados estudios de expresién en diferentes estadios y localizacién
de TcOYE (Uchiyama et al.; 2005). Sin embargo, difieren de los obtenidos en este trabajo.
Uchiyama y colaboradores proponen una localizacién citoplasmatica en epimastigotas, tripo-
mastigotas y amastigotas, mientras que en el presente estudio se observé que la localizacion es
citoplasmatica a excepcion de los amastigotas, en donde la proteina presenta distribucion no
uniforme sino mas bien granulada. Es posible que la proteina se asocie a algin organelo durante
este estadio o que se encuentre en cuerpos multivesiculares para su secrecion, pero estas hipéte-
sis deben ser estudiadas. Por otro lado, habia sido descrito que TcOYE se expresa en niveles
similares en los tres estadios, cuando en este estudio se observd que la expresion disminuye
significativamente en tripomastigotas. Una de las carencias en el trabajo de Uchiyama es que
no se normaliza la expresién con respecto a otra proteina de expresiéon constitutiva y tampoco

describe la cantidad de proteina que utiliza o la cantidad de parasitos por carril.

Por otro lado, Garavaglia y colaboradores estudiaron la localizacion de TcAKR y la ex-

presion en estadios. El ensayo que realizaron para determinar la localizacién subcelular fue
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permeabilizaciéon con digitonina seguido por ELISA con anticuerpos a- TcAKR que mostré un
perfil similar a la de la piruvato quinasa sugiriendo localizacién citoplasmatica. Determinaron
por western blot que la enzima se expresa en todos los estadios pero sin comparar los niveles de
expresion (Garavaglia et al.; 2010). Mediante estudios de inmunolocalizacién, en esta tesis se
demostro que TcAKR se encuentra en la mitocondria y en los sitios antipodales del kinetoplas-
to, una estructura asociada a la mitocondria (ver figura 1.5). Los sitios antipodales han sido
descritos como lugares donde ocurre la reparacion de gaps de los nuevos minicirculos que recién
se adhirieron a la red del KADN. Ultimamente se ha observado que son sitios complejos donde
se localizan ligasas, topoisomerasas y polimerasas (Jensen & Englund, 2012). Esta particular
localizacion fue observada solo en forma epimastigota, mientras que en el amastigota la pro-
teina se localiza alrededor del nticleo o cerca del kinetoplasto. Cabe recordar que el kinetoplasto
es una estructura dentro de la mitocondria y esta en estrecho relacionamiento con el cuerpo
basal, por lo que en amastigotas TcAKR podria estar dispersa en el flagelo debido a la asocia-
cién de kinetoplasto con el flagelo por la zona kinetoflagelar o confinada en la mitocondria. Se
requieren mas estudios para determinar la localizacion especifica de TcAKR en amastigotas.
Se han identificado varias proteinas de T. cruzi que se localizan en los sitios antipodales del
kinetoplasto durante la fase S del ciclo celular, pero en estadios no replicativos cambian de
localizacién (Schamber-Reis et al.; 2012; Duhagon et al., 2009; Li et al.,; 2007). En particular,
Schamber-Reis y colaboradores describieron una proteina que presenta localizacion antipodal
en el estadio amastigota y epimastigota pero no el tripomastigota. Ademas de TcAKR, la pro-
teina N'TRI con actividad quinona reductasa también fue asociada a la mitocondria en T. cruzi
(Wilkinson et al., 2008) y tratamiento con naftoquinonas se asocié con disfuncién mitocondrial
(Menna-Barreto et al., 2009).

En un analisis proteémico cuantitativo en el que se comparan las proteinas asociadas a la
cromatina en las formas epimastigota y tripomastigota se determiné que tanto TcOYE como
TcAKR estan en la fraccion asociada a la cromatina, siendo ambas proteinas significativa-
mente mas expresadas en la forma epimastigota (Leandro et al., 2017). Ademas Magalhaes y
colaboradores observaron en geles bidimensionales que TcOYE (referida como deshidrogenasa)
se encuentra expresada en epimastigotas y no en tripomastigotas (Magalhaes et al.; 2008). A
nivel transcriptémico también se determind que ambas proteinas se expresan mas en el estadio
epimastigota (Bernd et al., datos no publicados). En esta tesis se confirmé a nivel proteico
que la expresion de TcOYE varia a lo largo del ciclo de vida y se expresan mas en las formas

replicativas del parasito.

En algunos western blot, como es el caso de la figura 4.12 en donde se realizé la per-
meabilizacion diferencial con digitonina, se observé una doble banda reconocida por el suero
a-TcOYE. Concordantemente con este resultado, tanto Parodi como Magalhaes observaron

en geles bidimensionales que esta proteina presenta varios spots correspondientes a diferen-
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tes puntos isoeléctricos, consistente con modificaciones post traduccionales como por ejemplo
fosforilacién (Parodi-Talice et al.; 2004; Magalhaes et al., 2008). Posteriormente, Ferrao y co-
laboradores propusieron que TcOYE se fosforila en al menos dos sitios diferentes en respuesta

a TGF-5 reprimiendo su expresién (Ferrao et al., 2012).

Con el objetivo de identificar interactores que ayuden a dilucidar de la funcién bioldgi-
ca de TcOYE se realizé6 una inmunoprecipitacion utilizando anticuerpos especificos a-TcOYE
purificados. Sin bien la purificacién del suero permitié reconocer menores concentraciones de
la proteina recombinante con la misma dilucién (figura 2 del Anexo), la inmunoprecipitacién
selectiva no evidencié la interaccién de TcOYE con ninguna otra proteina de 7. cruzi en el
estadio epimastigota (figura 3 del Anexo). Esto puede ser debido a que las interacciones que
TcOYE establece con otras proteinas son instantaneas o quizas se establezcan interacciones
frente a un determinado estimulo. Este resultado no es sorprendente si tenemos en cuenta que

el sustrato biolégico mas probable propuesto para esta enzima es el eicosanoide PGH,.

Ha sido propuesto que tanto Nfx como Bzn actian como prodrogas que debe ser activadas
mediante la reduccién del grupo nitro unido al anillo aromatico (R Wilkinson et al.; 2011). En
T. cruzt se han caracterizado dos proteinas con actividad nitroreductasa: Te¢eNTRI (Wilkinson
et al.; 2008) y TcOYE (Kubata et al., 2002b). Existen dos tipos de nitroreductasas, las nitro-
redutasas del tipo I son dependientes del NAD(P)H y contienen FMN como cofactor, catalizan
la transferencia de dos electrones reduciendo el grupo nitro a un intermediario nitroso, que lue-
go mediante una segunda reduccion se convierte en hidroxilamina. Son llamadas “insensibles
al oxigeno”’porque éste no participa de la reaccion y no resulta en la produccion de especies
reactivas del oxigeno. Estas proteinas se encuentran en bacterias y en algunos eucariotas como
T. cruzi. Por otro lado, las NTR del tipo II contienen FMN o FAD como cofactor, catalizan
la reduccion del sustrato mediante un electrén formando un radical nitro anién. Este radical
inestable reacciona con oxigeno para producir superéxido. Tanto Tc¢NTRI como TcOYE co-
rresponden a NTRs del tipo I. TeNTRI reduce Nfx y Bzn usando NADH mientras que TcOYE
utiliza NADPH para reducir Nfx en condiciones anaerébicas (Wilkinson et al.; 2008; Kubata
et al., 2002b). Wilkinson y colaboradores demostraron la capacidad metabolizadora de TeNTRI
mediante estudios in vitro y funcionales. La disminucién de la expresion de los genes de NTRI
en T. cruzi (TeNTRI) y en T. brucei (TONTRI) resulté en un aumento de la resistencia a
Nfx y Bzn, mientras que las sobreexpresién produjo hipersensibilidad (Wilkinson et al.; 2008).
Estudios funcionales recientes de TcAKR determinaron que la enzima esta implicada en el me-
tabolismo reductor de Bzn en T. cruzi (Garavaglia et al., 2016) pero no hay ningin reporte in
vivo sobre actividad reductiva sobre Nfx. En 7. brucei la sobreexpresién de TbPGS (homdlogo
de TcAKR) no afecta la sensibilidad a Nfx (Hall et al., 2011).

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que el aumento de los niveles de TcOYE
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y TcAKR le confiere a los parasitos susceptibilidad a Nfx. Por otro lado, la sobreexpresién
de TcOYE condujo a un aumento de la sensibilidad de los parasitos a Bzn mientras que la
sobreexpresion de TcAKR evidencié un aumento de la resistencia a este nitroimidazol, en con-
cordancia a lo reportado por Garavaglia y colaboradores (Garavaglia et al., 2016). Por lo tanto,
al igual que lo que sucede con TcNTRI, la sobreexpresién de T'cOYE conduce a un aumento
de la sensibilidad a Bzn y Nfx. Estos resultados indican que TcOYE y TcAKR participan de

la activacién de los farmacos Bzn y Nfx in vivo.

Kubata y colaboradores observaron que TcOYE puede reducir HyO5 in vitro en condicio-
nes anaerébicas (Kubata et al.; 2002b). A su vez, fue reportado en otros organismos que la
expresion de homdlogos OYE implicados en el estrés oxidativo se induce por HyOy (Fitzpa-
trick et al.; 2003; Al-Momany & Abu-Romman, 2014). En este trabajo se describié que los
parasitos sobreexpresantes de TcOYE son mas resistentes con respecto a los parasitos control,
confirmando la relacién de esta enzima con el HyO5 in vivo. La resistencia observada puede ser
debida a un efecto directo de TcOYE o mediante la sobreexpresion de otra enzima implicada
en el metabolismo redox. Dada la alta versatilidad catalitica de TcOYE posiblemente tenga
méas de una funcion bioldgica en el parasito dependiendo del contexto celular lo que dificulta

su caracterizacion.

A la fecha, habia sido descrito que la enzima TcOYE tiene actividad PGFyar (Kubata et al.,
2002b) mientras que TcAKR no (Garavaglia et al.; 2010). En esta tesis se estudié la sintesis
de PGFya en tripomastigotas sobreexpresantes de TcOYE y TcAKR donde se observé que los
sobreexpresantes de TcAKR producen niveles de este eicosanoide comparables a los producidos
por parasitos sobreexpresantes de TcOYE. A su vez, estos niveles son mayores a los obteni-
dos con los parasitos control. El hecho de que los parasitos respondan a un estimulo externo
de AA demuestra que la via metdbolica de sintesis de PGs esta presente en estos parasitos y
que in vivo son capaces de tomar el AA del medio extracelular y utilizarlo para producir sus
propias PGs. La conversion de AA exégeno a PGs en T. cruzi ya fue descrito por Ashton y
colaboradores. Mediante ['*C]-AA demostraron que estos pardsitos catalizan la conversién de
AA exégeno en TXAy y PGFsa. Por otro lado, observaron que TcOYE recombinante es capaz
que reducir PGHy a PGFsa corroborando los resultados de Kubata y colaboradores (Ashton
et al., 2007). Sin embargo, en los experimentos realizados por Kubata y colaboradores deter-
minaron que el sobrenadante de lisados inmunoprecipitados con anticuerpos a-TcOYE tiene
actividad 9,11-endoperdxido reductasa (Kubata et al.; 2002b), lo cual indica que TcOYE no
es la Uinica enzima capaz de sintetizar PGFya a partir de PGHy en 7. cruzi. Los resultados de
esta tesis demuestran que tanto TcOYE como TcAKR son PGFsa sintasas. En cuanto a los
niveles de PG producidos por cantidad de parésitos, T. cruz: produce niveles mas elevados en
comparacion a los reportados por Kubata y colaboradores para T. brucei, donde se utilizaron 20

veces mas de AA que lo que se uso en esta tesis. Por otro lado, la forma no replicativa stumpy
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produjo los niveles mas altos de PGs mientras que la forma prociclica que se encuentra en el
insecto vector fue la que presenté menor sintesis de PGs (IKubata et al., 2002a). En el caso de
T. cruzi, la forma epimastigota si presenté altos niveles de PGFya, pero no hubo diferencias

significativas entre los parasitos control y sobreexpresantes de TcOYE y TcAKR. .

En esta tesis se demostro que la mayor parte de la PGFya producida por los tripomastigotas
es secretada al medio extracelular: los valores de PGFya fueron mucho mayores en el sobre-
nadante que el pellet de parasitos. Previamente, Kubata y colaboradores describieron que una
fraccion de la PGFya producida por las formas slender y prociclica de T. brucei se secreta al
medio, mientras que la PGD, producida por la forma stumpy es la principal PG secretada (I<u-
bata et al., 2000). La PGDy induce una muerte celular programada independiente de caspasa
en T. brucei como mecanismo de regulacion de la densidad poblacional en animales infectados
(Figarella et al., 2005). Es importante que este eicosanoide sea liberado para poder regular la
densidad de la poblacion, teniendo un rol importante en la interaccién hospedero-patdgeno.
Este mecanismo de regulacion esta mediado por estrés oxidativo. La formacién de especies
reactivas del oxigeno tanto por PGDy; como por sus metabolitos es un requisito previo para
la muerte celular programada (Figarella et al., 2006). Por otro lado, Ashton y colaboradores
determinaron TXA, producido por T. cruzi en ratones infectados. Este tromboxano ademas de
ser secretado actia mediante receptores en las células del hospedador regulando la replicacion
de los amastigotas intracelulares. La regulacién de la proliferacion celular es un mecanismo que
el pardsito utiliza para asegurar la progresiéon de la enfermedad a la fase crénica (Ashton et al.,
2007). En Leishmania infantum chagasi (L. i. chagasi) también se describié que la PGFya

sintetizada por el parasito es secretada al medio extracelular (Araijo-Santos et al., 2014).

Dado que PGFsa ejerce su funcion mediante la unién a un receptor acoplado a proteina G
llamado FP (Abramovitz et al., 1994), la identificacién de este receptor en T. cruzi es crucial
para saber si la PGFsa sintetizada por el parasito puede producir algtin efecto autécrino o tni-
camente cumple una funciéon en la comunicaciéon con el hospedador. A la fecha no hay ningin
receptor FP identificado en el genoma de T. cruzi (Machado et al.; 2011), por lo que la hipétesis
mas probable es que la principal funcién de este metabolito esté implicada en la interaccién
hospedero-patdgeno. Sin embargo, si se identificé un receptor para el tromboxano TXA, en la
membrana flagelar de T. cruzi que parece ser diferente al receptor para el mismo eicosanoide
en mamiferos. Este prostanoide mediante activacién de ERK a través de su receptor (7cPr)
regula la proliferacién del pardsito y mantiene controlados los niveles de replicacién (Mukherjee
et al., 2013).

Hay varios trabajos que estudian el rol de las PGs en infecciones por 7. cruzi en modelos
murinos. La mayoria coincide en que hay una inmunosupresion en la infecciéon aguda y que

las PGs actian como importantes inmunomoduladores. Sin embargo, el tratamiento de ratones
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infectados con T. cruzi con farmacos anti inflamatorios no esteroideos (inhibidores de la COX:
acido acetilsalicilico, salicilato de sodio, indometacina, meloxicam y etoricoxib) ha mostrado
resultados muy dispares. Pinge y colaboradores determinaron que el tratamiento con indome-
tacina no modificé la parasitemia pero si se observé un aumento de la mortalidad temprana
de los ratones (Pinge-Filho et al.; 1999). Cardoni y colaboradores compararon los mediadores
inflamatorios derivados de COX producidos en ratones con diferente susceptibilidad a la in-
feccion. Observaron que la produccion de eicosanoides fue mayor en la cepa mas resistente a
la infecciéon (CH3) proponiendo que estas moléculas tienen rol protector para el hospedador
(Cardoni & Antinez, 2004). Por otro lado, el tratamiento de ratones infectados con salicilato
de sodio o meloxicam reduce la parasitemia, retrasa la mortalidad y aumenta la produccion de
IL-12 por esplenocitos (Michelin et al., 2005). Abdalla y colaboradores demostraron mediante el
tratamiento con meloxicam y etoricoxib que la inhibicién de la produccion de PGE, disminuye
la parasitemia y el dano cardiaco (Abdalla et al.; 2008). En cambio, Mukherjee y colaborado-
res sugieren que la inhibiciéon de la COX-1 mediada por el acido acetilsalicilico conduce a un
aumento de la parasitemia y de la mortalidad en ratones infectados con 7. cruzi. Observaron
que esto ocurre sin afectar la estructura y funciéon cardiaca o provocar cambios histopatoldgi-
cos (Mukherjee et al., 2011). Por otro lado, otro grupo de investigacién describié que el dcido
acetilsalicilico tiene un efecto dependiente de la dosis, aumentando la parasitemia y mortalidad
a altas concentraciones, mientras que a concentraciones bajas tiene un efecto protector para el
hospedador debido a la produccién de 15-epi-Lipoxina-Ay (Molina-Berrios et al., 2013). Esta
variacién observada en los resultados de diferentes grupos de investigacion puede deberse a que
estudian la produccién de PGs sin tener en cuenta la contribucién de los eicosanoides derivados
del parasito. Ademads, tal como se describié previamente, las diferentes cepas de T. cruzi pre-
sentan diversa variabilidad genética (Brisse et al.; 2000; Andrade et al.; 1985). Estas diferencias
genéticas pueden verse reflejadas en diferentes niveles de expresiéon y perfiles de PG sintasas.
Por otro lado, también se ha descrito que las cepas de ratones presentan variada susceptibilidad

a la infeccién por T. cruzi.

Con la intencién de revelar cual es el rol de las PGs en la interaccién hospedero-patégeno,
Ashton y colaboradores determinaron mediante ratones doble knock out para el gen de la TXA,
sintasa que la mayor parte del TXA, circulante en ratones infectados proviene del parasito. Por
otro lado, también demostraron que los niveles de parasitemia y mortalidad fueron similares a
los obtenidos con ratones wild type infectados, indicando que el TXA, del parasito es el cau-
sante de la parasitemia y mortalidad. A su vez, mediante ratones doble knock out para el gen
del receptor para el TXA, (TP), demostraron que la incapacidad del hospedero de responder al
TXA, aumenta la parasitemia y la mortalidad, y los ratones presentaron patologias cardiacas
severas (Ashton et al., 2007). Se han observado diferencias en cuanto al rol que pueden tener
los eicosanoides en diferentes etapas de la infeccion. Los mediadores lipidicos derivados de la

COX-2 tienen funciones protectoras durante las etapas tempranas de la infeccion pero podrian
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ser responsables del dano tisular en la fase cronica de la enfermedad (Cardoni & Antiinez, 2004).
Varios estudios también sugieren que los eicosanoides, en conjuncién con citoquinas, quimio-
quinas y otros mediadores inflamatorios, son esenciales para la progresion y perpetuaciéon de la

fase crénica de la enfermedad (Mukherjee et al., 2011).

En el trabajo realizado por Ashton y colaboradores describen que el TXA, y la PGFya son
los prostanoides mas abundantes sintetizados por 7. cruzi (Ashton et al., 2007). Si bien se ha
estudiado cual es el rol del TXAs, se desconoce cual es la funcién de la PGFya sintetizada por
el parasito en el contexto de la infeccién in vivo. En este tesis se describe que la sobreexpresiéon
de TcOYE provocé que el pico de parasitemia ocurriera antes y fuera mayor con respecto a los
controles. Si bien no se estudié directamente la patologia cardiaca, se determiné que la carga
parasitaria en el musculo cardiaco en ratones infectados con los parasitos que sobreexpresan
TcOYE fue mayor con respecto a los ratones infectados con parasitos control. Este resultado
es relevante dado que el dano de miocardio debido a la persistencia del parasito es considerado
el mecanismo méds importante en el desarrollo de la cardiomiopatia chagésica (Benziger et al.,

2017).

Estudios previos mostraron que TcOYE es una de las proteinas reconocidas por sueros de
pacientes chagésicos provenientes de Brasil (Verissimo et al., 2013). Describieron que la proteina
es reconocida por anticuerpos presentes en sueros de las tres regiones endémicas estudiadas.
La secuencia epitope reconocida por espectrometria de masa fue adjudicada a una hélice a en
la superficie de la estructura tridimensional. En esta tesis se estudio si TcOYE es reconocida
por sueros de pacientes chagdsicos con determinada patologia. Se determiné que la proteina es
reconocida especificamente por sueros de pacientes que presentan la forma determinada de la
fase crénica y no la forma indeterminada asintomatica. En particular, lo pacientes con pato-
logias cardiacas presentan IgG que reconocen la proteina TcOYE recombinante. Este resultado
es importante debido a que las cardiomiopatias crénicas son la manifestaciéon més frecuente y

severa de la enfermedad de Chagas.

Las PGs se han descrito como inmunomoduladores que favorecen el establecimiento de la
fase crénica de la enfermedad de Chagas. T. cruzi al ser un organismo parasito depende de la
supervivencia del hospedador, por lo que necesita mecanismos que aseguren una proliferacion
celular controlada asi como mecanismos que regulen los danos que causan en el hospedador
para que ambos persistan. Las PGs parecen ser uno de los metabolitos encargados de cumplir

estas funciones de autoregulacion en los parasitos.
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Capitulo 5
Consideraciones finales

En el presente trabajo se identificaron 110 proteinas que por definiciéon pertenecen a la
familia proteica OYE y 298 a AKR en tripanosomatidos. Se confirmé mediante biisquedas ex-
haustivas en los genomas de tripanosomatidos que TcOYE no es una proteina exclusiva de T.
cruzi tal como habia sido reportado. Se encuentra también en 7. grayi y T. rangeli. Por el
contrario, TcAKR se encuentra representada en casi todas las especies de tripanosomatidos.
Los analisis de secuencia revelan una variedad de proteinas pertenecientes a estas familias pro-
teicas no descrita previamente. A su vez, se determiné que TcOYE no es la tnica proteina de la
familia OYE presente en tripanosomatidos. Los anélisis estructurales evidencian que TcAKR es
capaz de catalizar la sintesis de PGFya. Por otro lado, se propuso una superficie de interaccién
para el homodimero de TcAKR.

Mediante inmunocitolocalizaciones se determiné que TcOYE presenta localizacion cito-
plasmética en epimastigotas mientras que TcAKR se localiza en la mitocondria y en los sitios
antipodales del kinetoplasto. En amastigotas TcOYE tiene un localizacién mas granular com-
parado con el estadio epimastigota y TcAKR deja de estar asociada a los sitios antipodales. Por
otro lado, se describié que TcOYE se expresa en los estadios replicativos y ambas proteinas
presentan mayor expresion en la cepa de T. cruzi més virulenta. Se confirmé que ambas se

secretan y se observé TcOYE tiene un efecto beneficioso en la infeccion a células HeLa.

La sobreexpresion de TcOYE permitié evidenciar que el aumento de esta proteina se corre-
laciona con una disminucion de la capacidad infectiva de los parasitos. Asimismo, se utilizaron
los parasitos sobreexpresantes de TcOYE y TcAKR para estudiar la relacion propuesta pa-
ra estas enzimas con la metabolizacion de farmacos tripanocidas. Mediante estos estudios se
confirmé que tanto TcOYE como TcAKR esta implicadas en este proceso, confiriéndole a los
parasitos sobreexpresantes mayor susceptibilidad a Nfx. Por otro lado, la sobreexpresion de
TcOYE resulté en mayor sensibilidad a Bzn mientras que la sobreexpresién de TcAKR les
confirié mayor resistencia al mismo farmaco. También se estudié la relacion de estas enzimas

con el metabolismo redox mediante la exposicion de los parasitos sobreexpresantes a HoOs. En
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estos experimentos se observé que los sobreexpresantes de TcOYE resultaron ser mas resis-
tente a este oxidante. Mediante ELISA de competencia con los parasitos sobreexpresantes se

confirmé que tanto TcOYE como TcAKR son PGFsa sintasas.

Por 1ltimo, se realizaron estudios en modelo murino donde se determiné que el pico parasite-
mia de los ratones infectados con parasitos sobreexpresantes de TcOYE ocurre antes comparado
a los parasitos control, y la carga parasitaria en el musculo cardiaco es mayor. Por otro lado,
en estudios de ELISA con pacientes chagasicos y no infectados se observo que la proteina es

reconocida tinicamente por pacientes que presentan cardiopatias.

Dentro de las perspectivas a futuro de este trabajo se encuentra realizar estudios de ex-
presion de TcAKR a lo largo del ciclo de vida del parasito, asi como estudiar el efecto de la
proteina secretada en el contexto de infeccion a células de mamiferos. En un mediano plazo se
pretende estudiar la posible relacion de TcAKR con la infectividad de los parasitos sobre células
en cultivo y si es que es esencial para este proceso. Ademds, se planea confirmar la actividad

PGFsa sintasa de TcOYE y TcAKR en parasitos sobreexpresantes por otros métodos.

Es de interés el estudio de PGs parasitarias con el fin de obtener una mejor comprension
de las funciones patoldgicas asociadas para guiar el desarrollo de inhibidores. El hecho que
T. cruzi produzca prostaglandinas y que aparentemente tenga dos enzimas que catalicen la
sintesis de PGFya plantea interrogantes sobre la biologia de T. cruzi y del rol de las PGs en
la interaccion con su hospedero mamifero. De notable interés es TcOYE que tiene méas de un
rol en el parasito: sintesis de PGFya, metabolismo de farmacos tripanocidas y relacién con el
metabolismo redox. En este trabajo planteamos que esta enzima podria tener un rol clave en la
supervivencia de T. cruzi en el hospedero. La caracterizacién de esta enzima revelé marcadas
diferencias en comparacién con las PGFsya sintasas de mamiferos, lo cual la hacen un blanco

apropiado para el diseno racional de farmacos antiparasitarios.
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Figura 1: Esquema de obtenciéon de muestras para estudios de secrecién en epimastigotas.
Referencias: 1 extracto proteico de sobrenadante de cultivo de epimastigotas sin estresar; 2 extracto
proteico del medio de cultivo como control; 3 material de partida (SN1); 4 Pellet 1; 5 Pellet 2; 7 SN2;
6 SN3.
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Figura 2: Purificacién de suero a-TcOYE. Dot Blot con la proteina TcOYE recomibante para
evaluar el anticuerpo a-TcOYE purificado. Se probé el suero sin purificar diluido 1/30000 y las IgG
que reconocen la proteina TcOYE purificadas del suero en dos diluciones (1/3000 y 1/30000).
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Figura 3: Inmunoprecipitaciéon de TcOYE. Se utilizé antipuerpos a-TcOYE purificado a partir
de suero de conejo. La tincién de proteinas se realizé con nitrato de plata. Referencias: 1 anticuerpo y
TcOYE recombinante (control positivo), 2 extracto proteico total de epimastigotas (control negativo),
3 anticuerpo (control negativo), 4 anticuerpo y extracto proteico total de epimastigotas
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