Do s LV - I
:,:= CIENCIAS _ ..l T Y
'Il‘w UDELAR [ fciendusy Institut Pasteur 1LY URUGUAY

de Montevideo

Facultad de Ciencias, Universidad de la Republica

Tesina de grado - Licenciatura en Biogquimica

Caracterizacion de la

3-mercaptopiruvato azufretrasnferasa
de Trypanosoma brucei brucei

Maria Victoria Gutiérrez Acevedo

Laboratorio de Biologia Redox de Tripanosomatidos

Tutora: Dra. Mariana Bonilla

Montevideo, Uruguay

2022



Agradecimientos

En primer lugar, agradecerle a Mariana por la oportunidad de realizar mi pasantia de grado en
el laboratorio. Por la paciencia, la motivacion, la dedicacion, el apoyo y por todo lo que

aprendi en este tiempo.

A Marcelo, por abrirme las puertas de su laboratorio, por el tiempo y los conocimientos

dedicados.

A todos mis compaiieros del lab BRT, por la buena onda siempre y por estar ahi dandome una

mano cuando lo necesitaba.

A toda persona que contribuy¢ directa o indirectamente a esta tesina.

A mi familia, por el apoyo diario y por animarme para seguir intentando aiin cuando las cosas
no salian como uno queria. Por escucharme siempre aunque no entendieran de lo que les

hablaba.

A mis amigos, por acompaiarme y darme para adelante cuando les contaba resultados

desalentadores.

A mi novio, por apoyarme incondicionalmente durante toda la carrera y siempre escuchar

todo lo que tenia para contarle. Por creer en mi y aconsejarme en las buenas y en las malas.

Nada de esto hubiera sido posible sin ustedes. A todos, jMuchas gracias!



Tabla de contenido

Resumen
Palabras clave

1. Objetivos
1.1 Objetivo general

1.2 Objetivos especificos

2. Introduccion
2.1 Tripanosomas y Tripanosomiasis africana humana
2.2 Ciclo de vida de T. brucei
2.3 Detalles destacados de la organizacion subcelular y metabolismo
2.4 Metabolismo redox de tripanosomatidos
2.5 Generalidades de las 3-mercaptopiruvato azufretransferasas (MSTs)
2.6 MSTs y su rol en el metabolismo de azufre
2.7 MSTs en tripanosomatidos
2.7.1 Generalidades de la MST de Leishmania major

2.7.2 MST, procesos relacionados y relevancia fisiologica en tripanosomatidos

3. Materiales y métodos
3.1 Amplificacion y clonado de la 7TbMST en un vector T
3.2 Disefio de construcciones
3.2.1 Construccion para la expresion de 7TbMST en Escherichia coli
3.2.2 Construccion para la sobreexpresion de 7TbMST en 1. b. brucei
3.2.3 Construccion para silenciamiento de 7TbMST en 7. b. brucei mediante ARNi
3.3 Expresion en E. coli 'y purificacion de la 7TbMST recombinante
3.3.1 Expresion de la THMST recombinante en E. coli
3.3.2 Purificacion de la TAMST recombinante
3.3.3 Cuantificacion de la TAMST recombinante
3.4 Caracterizacion bioquimica de la 7TbMST recombinante
3.4.1 Ensayos de actividad enzimatica
3.4.2 Cromatografia de exclusion molecular
3.5 Produccion de anticuerpos anti-7oMST en raton
3.6 Cultivos celulares de T. b. brucei

3.6.1 Induccion in vitro de la sobreexpresion de 7TbMST o del sistema ARNi

10
12
14
16
18
22
22
24

26
26
28
28
29
30
31
31
32
33
34
34
35
35
36
37

3.6.2 Efectos del estrés oxidativo e inhibidor de la MST en el crecimiento de la linea shRNA1

ThbMST
3.7 Transfeccion de lineas celulares de 7. b. brucei
3.8 Inmunoensayos

3.8.1 Cosecha de parésitos

38
38
39
39



3.8.2 Western blot

3.8.3 Inmunofluorescencia indirecta

4. Resultados y Discusion
4.1 Amplificacion y clonado de la secuencia codificante de la 7TbMST en un vector T
4.2 Expresion y purificacion de 7TbMST recombinante en E. coli
4.3 Caracterizacion bioquimica de la 7TbMST recombinante
4.3.1 Ensayos de actividad enzimatica
4.3.2 Cromatografia de exclusion molecular

4.4 Produccion de anticuerpos anti-7ThMST en ratones

39
40

43
43
46
50
50
52
55

4.5 Generaciodn y caracterizacion in vitro de una linea de 7. b. brucei sobreexpresante para 7bMST

57

4.6 Generacion y caracterizacion fenotipica in vitro de una linea de 7. b. brucei ARNI para
ThbMST

4.7 Determinacion de la concentracion intracelular de la 7ThAMST

4.8 Localizacion subcelular de la TAMST enddgena
5. Conclusiones y Perspectivas
Bibliografia

Anexos
Anexo 1
Anexo 2
Anexo 3
Anexo 4
Anexo 5

Anexo 6

Lista de abreviaturas

60
67
69

73

76

83
83
84
85
87
88
89

95



Resumen

La 3-mercaptopiruvato azufretransferasa (MST) es una enzima que participa del metabolismo
de azufre de las células, catalizando la transferencia de un atomo de azufre desde el
3-mercaptopiruvato hasta una molécula aceptora. El gen correspondiente se encuentra
conservado entre eucariotas, y también estd presente en algunos procariotas. Su rol principal
aun se desconoce, aunque se sabe que participa en distintas vias de relevancia fisioldgica
como en la produccion de H,S, la urmilacion de proteinas y la tiolacion de tRNAs. Este
trabajo tuvo como objetivo caracterizar la MST del parasito Trypanosoma brucei brucei
(ThMST). Los organismos del género Trypanosoma causan enfermedades en humanos y otros
mamiferos, catalogadas como enfermedades tropicales desatendidas. Se caracteriz6 la forma
recombinante de la 7TbMST por gel filtracion y el radio hidrodindmico obtenido sugiere que la
proteina presenta una conformacioén incompatible con un mondémero globular. Empleando
esta proteina se generd un suero anti-7bMST que permitio la caracterizacion de la forma
endogena de la proteina en la forma infectiva del parasito, determindndose que ésta es poco
abundante y de localizacion citosolica. Al regular a la baja la expresion de la 7ThMST
mediante un sistema ARNi, se logré reducir eficientemente su expresion al 10%. Sin
embargo, en las diferentes condiciones de cultivo in vitro ensayadas en este trabajo, no se
observo un fenotipo diferencial. Esto podria deberse a que el remanente de enzima es
suficiente para el crecimiento normal del parasito, o que la 7bMST no sea una proteina

esencial para su forma infectiva, al menos en condiciones in vitro.

Palabras clave

3-mercaptopiruvato azufretransferasa; 3-mercaptopiruvato; cisteina; Trypanosoma brucei;

tripanosomiasis; H,S; urmilacion; tiolacion.



1. Objetivos

1.1 Objetivo general

Caracterizacion de la 3-mercaptopiruvato azufretransferasa de Trypanosoma brucei brucei

(THMST).

1.2 Objetivos especificos

e Expresion de la ThMST recombinante en E. coli y posterior purificacion de la misma.

e C(Caracterizacion bioquimica de la forma recombinante de 7hMST mediante

cromatografia de exclusion molecular y ensayos de actividad enzimatica.

o Produccidn de un suero anti-7hMST en ratones.

e Generacion y caracterizacion fenotipica in vitro de una linea de 7. b. brucei

sobreexpresante para 7bMST.

e (Generacion y caracterizacion fenotipica in vitro de una linea de 7. b. brucei ARNi

para la 7TbMST.

e Determinacion de la concentracion intracelular de la 7bMST enddgena.

e Determinacion de la localizacion subcelular de 1a THOMST endodgena.



2. Introduccion

2.1 Tripanosomas y Tripanosomiasis africana humana

Los tripanosomatidos constituyen un grupo diverso de parasitos protozoarios' que pertenecen
al supergrupo Excavata, Filo Euglenozoa, Orden Kinetoplastida (Figura 1) y comparten la
caracteristica particular de ser organismos flagelados cuyo ADN mitocondrial se encuentra
organizado en una estructura compacta denominada kinetoplasto®*. Los tripanosomatidos
ganaron popularidad por los géneros Trypanosoma 'y Leishmania, por su rol como patogenos

humanos'.

El género Trypanosoma representa un conjunto de parasitos de vertebrados, que durante su
ciclo de vida se hospedan también en insectos hematoforos que actiian como vectores®.
Dentro de este género, existen dos clados principales: el clado Trypanosoma brucei, que
contiene a los tripanosomas africanos o del Viejo Mundo y el clado Trypanosoma cruzi, que
engloba a los tripanosomas del Nuevo Mundo’. Estudios filogenéticos apoyan la teoria de un
origen monofilético del género Trypanosoma®’,y se estima que la divergencia entre 7. brucei
y T. cruzi data del Cretacico, hace aproximadamente 100 millones de afos, siguiendo la
separacion de Africa, América del Sur y Euramérica’. Los organismos del género
Trypanosoma causan enfermedades en humanos como la enfermedad de Chagas
(Trypanosoma cruzi) y la enfermedad del suefio (7rypanosoma brucei). Varias especies de
animales de interés productivo son afectadas por parasitos del clado 7. brucei. Estas
enfermedades (cerca de 20 diferentes formas) son catalogadas como enfermedades tropicales
zoonoticas desatendidas, que prevalecen principalmente en areas tropicales y afectan a mas
de mil millones de personas, la mayoria de ellas pertenecientes a comunidades

empobrecidas®.

La enfermedad del suefio o tripanosomiasis africana humana (HAT, por sus siglas en inglés)
es causada por 7. brucei y transmitida por la mosca tsé-ts¢ (Glossina spp.). La enfermedad es
actualmente endémica en 36 paises’ y debido a la distribucion de su vector, se encuentra

10,11

confinada a la region de Africa subsahariana™''. Mdas alld de su persistencia en focos

geograficos especificos, las condiciones ambientales, sanitarias y sociales actuales sugieren



que una nueva epidemia podria surgir en cualquier momento, lo cual tendria consecuencias
severas en la salud publica y econdmica de los paises afectados'?. Desde el comienzo del
Siglo XX, la HAT mat6 a millones de personas. Gracias a un arsenal de medidas y
herramientas, que continian siendo insuficientes, los casos reportados han caido a niveles
histéricamente bajos. Segin datos de la DND1, menos de 600 casos causados por una cepa de
1. brucei fueron diagnosticados en 2020, frente a los méas de 38.000 diagnosticados en 1998.
Sin embargo, se estima que actualmente 3 millones de personas viven en areas de riesgo

moderado a muy alto de contraer HAT",
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Figura 1. Arbol filogenémico de los eucariotas. Los Tripanosomas pertenecen al supergrupo Excavata (en

azul oscuro), Filo Euglenozoa, Orden Kinetoplastida. Tomado de®’.



A menudo, las personas en la etapa temprana de HAT no son diagnosticadas. Los sintomas
que se presentan son poco especificos, como fiebre y debilidad. Si no se trata, el parésito
tiene la capacidad de cruzar la barrera hematoencefalica e invadir el sistema nervioso,
causando la etapa avanzada en la que se desarrollan los sintomas neuropsiquiatricos. Sin
tratamiento, la enfermedad es usualmente fatal'*.

Taxondmicamente, 7. brucei se divide en tres subespecies morfologicamente indistinguibles®,
clasificadas segun su origen geografico, infectividad en humanos y la severidad de la
enfermedad que causan. 7. b. gambiense (Thg) se encuentra restringida a Africa Oeste y
Central (Figura 2), donde causa una forma crénica de la enfermedad del suefio y también
infecta animales domésticos. Una segunda subespecie infectiva para humanos, 7. b.
rhodesiense (Thr) se encuentra en Africa del Este y Sur (Figura 2) y causa una forma aguda
de la enfermedad del suefio aunque su principal reservorio son los vertebrados no humanos.
La tercera subespecie, 7. b. brucei (Tbb) se encuentra distribuida a lo largo de toda el Africa
subsahariana y solamente parasita animales domésticos y salvajes, causando la
tripanosomiasis animal o nagana'>'. Junto con la HAT, la nagana es una de las mayores
causas de pérdidas econdomicas y del subdesarrollo rural en estas areas de Africa'’, ya que es
un obstaculo serio para la produccidon agropecuaria y para la introduccion de ganado que no

se encuentra adaptado a esta enfermedad'.
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El plasma humano contiene un factor tripanolitico que destruye a los tripanosomas patégenos
de mamiferos no humanos como 7. b. brucei, mientras que 1. b. gambiense y T. b.
rhodesiense son resistentes a é1', lo que les permite a estas dos subespecies establecer
infecciones en seres humanos. Segin un estudio de relacionamiento filogeografico, un
subgrupo de 7hg se encuentra estrechamente relacionado con 7bhb, mientras que 7br seria una
variante de 7hb, no un taxon aislado; diferencidndose Unicamente en su fenotipo de
infectividad en humanos'?. Dado que los tripanosomas infectivos de mamiferos no humanos
son faciles de cultivar y se multiplican rapido, sumado a que no son patogenos de humanos,
han resultado ser un buen modelo de investigacion de las variantes patogénicas para los seres

humanos>'°.

2.2 Ciclo de vida de T. brucei

Los parasitos protozoarios son un excelente ejemplo de organismos con una adaptacion
extrema al ambiente'®. Exhiben un ciclo de vida complejo, exigencia propia de los patogenos
transmitidos por vectores, que al cambiar de hospedero deben afrontar ambientes sumamente
distintos. Las diferentes formas de 7. brucei han evolucionado para optimizar la

supervivencia y para asegurar la transmision al proximo huésped®.

Mediante un eficiente mecanismo de evasion del sistema inmune del hospedero mamifero, el
patdgeno logra persistir y establecer infecciones cronicas. Esto es gracias a que su membrana
celular se halla recubierta de una densa capa de proteinas denominadas glicoproteinas
variables de superficie (VSG), que protege a los parasitos de la accion litica de la inmunidad
innata. Ademas, de manera estocastica el parasito recambia sus VSG por nuevas variantes,
logrando de esta forma sortear la respuesta adaptativa humoral del huésped. Esto contribuye
al tipico patron ondulante de parasitemia, con picos elevados seguidos de pronunciados

descensos.>!320

Otro factor que contribuye a la persistencia del patogeno en el huésped mamifero es la
transicion entre formas replicativas y no replicativas. En su estadio sanguineo (BSF, del
inglés bloodstream forms), T. brucei puede existir en dos formas: una alargada y fina
conocida como long slender y otra corta y mas compacta conocida como short stumpy

(Figura 3). La forma slender es proliferativa y por el contrario, la forma stumpy es no
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proliferativa. La replicacion de la forma slender se encuentra finamente regulada, ya que una
proliferacion descontrolada mataria rapidamente al huésped. Para extender la supervivencia
poblacional y asi maximizar el potencial de transmision, las células slender responden a la
acumulacion de un factor llamado stumpy induction factor (SIF), y se diferencian
irreversiblemente a las células stumpy. Esta diferenciacion es regulada por un mecanismo de
quorum sensing”', y mediada por la accién de peptidasas secretadas por el parasito. Las
peptidasas degradan proteinas del medio (del hospedero y el parasito) generando
oligopéptidos (SIF), que a través de una cascada de sefalizacion activan el proceso de
diferenciacion>**. Las lineas celulares con capacidad de diferenciacion intacta se describen
como pleomorficas. Esta caracteristica se puede perder mediante el crecimiento prolongado

de las lineas celulares en medios de cultivo definidos o en animales'®?.
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Figura 3. El ciclo de vida de 7. brucei y los cambios ambientales a los que se enfrenta en cada etapa. (1)
Luego de la ingesta de sangre de un animal infectado por parte de la mosca tse-tse, las células short stumpy que
llegan al intestino de la mosca se diferencian en células prociclicas. (2) Migracion de 7. brucei hasta las
glandulas salivales de la mosca. (3) Diferenciacion a epimastigota, seguida de la produccion de células
metaciclicas infectivas. (4) En la transferencia al hospedero mamifero, las células metaciclicas se diferencian a
la forma sanguinea. (5) En el torrente sanguineo, las células slender replicativas elevan la parasitemia hasta que

la acumulacién celular desencadena la diferenciacién a la forma stumpy, no replicativa. Tomada de'’.
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Luego de la ingesta por el vector, los parésitos se enfrentan a un ambiente desfavorable en el
intestino de la mosca. Las células de la forma slender se mueren rapidamente y las stumpy
sobreviven para diferenciarse al estadio prociclico (PF, del inglés procyclic form). Algunas
caracteristicas que les permiten sobrevivir a estas células en las condiciones hostiles a las que
se enfrentan, son su resistencia al estrés acidico y proteolitico. Las células PF adquieren la
capacidad de migrar a las glandulas salivales de la mosca, donde se diferenciaran a la
principal forma replicativa epimastigota (Figura 3). Estas células poseen un flagelipodio, que
les confiere la capacidad de adherirse a las c€lulas epiteliales de este drgano, proceso que
seria necesario para la generacion de la forma infectiva metaciclica. Esta altima forma es no
replicativa, pero tiene la capacidad de infectar al hospedero mamifero luego de la picadura
por la mosca, migrando desde el tejido conectivo a la sangre y otros fluidos (linfa o liquido

intersticial), para luego diferenciarse a la forma slender y repetir el ciclo infectivo®.

2.3 Detalles destacados de la organizacion subcelular y metabolismo

La célula del tripanosoma es elongada y posee un citoesqueleto de microtibulos altamente
polarizado, lo que define la forma celular. Los organelos de unica copia que posee, como ser
el bolsillo flagelar, flagelo, kinetoplasto, lisosoma, mitocondria y nicleo se encuentran

posicionados con gran precision respecto al corset de citoesqueleto' (Figura 4).

La estructura mas posterior de la célula es el bolsillo flagelar, una invaginaciéon de la
membrana plasmatica®®. Este es el punto de salida de flagelo, y es el Gnico lugar de endo- y
exocitosis. Es un sitio particularmente importante en la forma sanguinea del parasito, donde
la superficie de la membrana se encuentra densamente empaquetada con VSG, que
contribuye al reciclaje rapido de estas glicoproteinas'®?!' (como se menciond en la seccion
anterior). El flagelo del tripanosoma es el responsable de la motilidad celular, y se encuentra
presente a lo largo de todo el ciclo. Se origina en el cuerpo basal, que se encuentra conectado
a través de la membrana mitocondrial al kinetoplasto. La posicion del kinetoplasto constituye
la diferencia morfologica mas obvia entre las diferentes formas de 7. brucei: su posicion es
anterior al ntcleo en la epimastigota, se encuentra entre el nticleo y el extremo posterior en la

prociclica y se posiciona en el extremo posterior de la célula en la forma sanguinea'®.

12
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Figura 4. Esquema de los principales organelos y estructuras subcelulares de la forma infectiva del

parasito. (A) Imagen de microscopia electronica de barrido (SEM) de 7. brucei. (B) Esquema de algunos
componentes subcelulares, para los cuales se muestran imagenes de microscopia electronica de transmision
(TEM) (C-G). (H) Imagen de TEM del bolsillo flagelar. Las imagenes de SEM y TEM fueron obtenidas por

Marcelo Comini. Tomada y adaptada de®.

La mitocondria es una estructura elongada que se extiende desde la parte posterior hasta la
anterior de la célula. En la forma sanguinea, la mitocondria es una estructura simple y
tubular, sin crestas, con escasa contribucion al metabolismo energético de la célula. En ese
sentido, en este estadio la generacion de energia depende de reacciones glicoliticas que se
encuentran compartimentalizadas en organelos especializados llamados glicosomas'®. La
forma slender consume la glucosa proveniente de los fluidos del hospedero mamifero,
convirtiendo un 98% de esta en piruvato en lugar de a lactato debido a la ausencia de la
enzima lactato deshidrogenasa®. La mayor parte del piruvato producido es excretado en lugar
de ser metabolizado en la mitoncodria*’. Para oxidar el NADH producido durante la

glicolisis, la forma slender consume grandes cantidades de oxigeno, que actia como aceptor
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de electrones en una reaccion catalizada por una Oxidasa Alternativa, la cual esta presente en
la mitocondria de organismos fototropicos, hongos y algunos protistas (TAO: trypanosome
alternative oxidase)*'. Por otro lado, en la forma prociclica la prolina desplaza a la glucosa
como principal fuente de energia, lo cual requiere de una robusta funcion metabolica de la

mitocondria (ej. ciclo de 4cido tricarboxilicos y cadena respiratoria)'® !°.

2.4 Metabolismo redox de tripanosomatidos

La homeostasis redox en tripanosomatidos parece estar regulada de manera eficiente, ya que
son capaces de soportar el estrés oxidativo durante la infeccion en mamiferos, y pueden
adaptarse perfectamente a las diferentes condiciones metabdlicas impuestas durante su ciclo

de vida®.

Sin excepcidn, todos los organismos contienen concentraciones altas de al menos un tiol de
bajo peso molecular para el mantenimiento del ambiente intracelular reductor. Aunque en
casi todos los casos esto se alcanza a expensas del glutation (GSH: forma reducida, GSSG:
forma oxidada), algunos organismos utilizan analogos”. En los tripanosomatidos, el
tripanotiéon (T(SH),: forma reducida o dihidrotripanotion, TS,: forma oxidada) reemplaza al
glutation en la mayoria de las reacciones de intercambio tiol-disulfuro que ocurren a nivel
celular. El T(SH), es mas reactivo que el GSH, una propiedad fundamentada en su naturaleza
ditidlica y en el hecho que a pH fisioldgico sus cisteinas se hallan en su forma desprotonada,

tiolato, la cual es mas reactiva para intervenir en reacciones de intercambio tiol-disulfuro®.

El tripanotién esta formado por dos moléculas de GSH unidas covalentemente a una
molécula de espermidina (Figura 5) y se sintetiza en dos reacciones dependientes de ATP y
catalizadas por enzimas especificas y exclusivas de kinetoplastidos®'. La primera reaccion
determina la formacién de mono-glutationilespermidina y la segunda da como producto el
T(SH),. En los tripanosomas africanos ambas reacciones son catalizadas por la enzima

tripanotion sintetasa®.
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Figura 5. Algunos de los tioles de bajo peso molecular presentes en tripanosomatidos. Se muestran el
tripanotion en su forma reducida, la mono-glutationilespermidina (intermediario en el proceso de formacion de
tripanotién) y el glutation también en su forma reducida. El tripanotion o bis-glutationilespermidina se compone

de dos moléculas de glutatién unidas covalentemente a una de espermidina (en rojo). Tomada y adaptada de?.

El sistema basico con el que cuenta el pardsito para mantener su balance redox se completa
con la flavoenzima encargada de reducir al TS,, la tripanotion reductasa (TR), y una
oxidoreductasa, la triparredoxina (TXN), que aporta control catalitico a las reacciones de
oxidorreduccion dependientes del tripanotion sobre diversos blancos moleculares. Estos
parésitos, carecen de genes para la glutation reductasa (GR) y la tiorredoxina reductasa
(TrxR), las cuales son responsables de conservar los distintos tioles celulares en forma
reducida. Dado que los tripanosomas carecen de GR y TrxR, la TR es la tinica enzima capaz

de conectar los sistemas del NADPH con el metabolismo redox dependiente de tioles (Figura

6).28,32

NADPH X TR oy X T(SH), X TXN oy X Prot ,.q
NADP TR (ed TS, TXN (ed Prot .,
Figura 6. El metabolismo redox dependiente de tioles mediado por tripanotion en tripanosomatidos.
Distintas proteinas efectoras obtienen sus equivalentes de reduccion de una cascada compuesta por
triparredoxina (TXN), tripanotion [T(SH),] y tripanotion reductasa (TR) con NADPH como la fuente primaria

de electrones. Los subindices “red” y “ox” hacen referencia al estado redox ditiol o disulfuro, respectivamente

de las proteinas. Adaptada de”.
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2.5 Generalidades de las 3-mercaptopiruvato azufretransferasas (MSTs)

Las azufretransferasas (STRs) son un grupo de proteinas que catalizan la reacciones de
transferencia de atomos de azufre presentes en compuestos de bajo peso molecular a grupos
aceptores nucleofilicos®. Las MSTs o MPSTs (del inglés mercaptopyruvate
sulfurtransferase) (EC 2.8.1.2) catalizan la transferencia de un atomo de azufre desde el
3-mercaptopiruvato (3MP) hasta una molécula aceptora utilizando un mecanismo ping-pong
con dos reacciones consecutivas. Primero, el 3MP (Figura 7, panel A) es desulfurado por la
enzima para generar piruvato (Figura 7, panel A) y un persulfuro (RSSH) en la cisteina del
sitio activo. El piruvato es liberado del sitio activo, y en un segundo paso, la enzima facilita la
transferencia del atomo externo de azufre del persulfuro a una molécula aceptora, que es
liberada, y el sitio activo de la enzima es restaurado (Figura 7, panel B). El sitio activo de la
enzima previene estéricamente el ataque nucleofilico al &tomo interno de azufre, mientras que
al mismo tiempo incrementa la electrofilia del atomo externo. Como resultado, el atomo de
azufre del persulfuro que es transferido es siempre el externo, contrario a lo que sucede en

reacciones con otros persulfuros®.
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Figura 7. Ciclo catalitico de las MSTs y metabolitos involucrados en el proceso. (A) estructura del
3-mercaptopiruvato y piruvato, en cada caso se muestra el correspondiente equilibrio ceto-endlico. (B) Ciclo
catalitico de la MST: el 3MP es desulfurado por parte de la enzima, generando como productos piruvato y un
persulfuro en el sitio activo de la enzima. Luego de la liberacion del piruvato, la enzima transfiere el azufre

externo del persulfuro a una molécula aceptora (R) y el sitio activo se restaura. Tomada y adaptada de.
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Todas las MSTs conocidas contienen dos dominios rodanesa y el sitio activo se encuentra en
la interfase de ambos, aunque la mayoria de los residuos involucrados en la catdlisis se
localizan en el dominio C-terminal**** (Figura 8). Los dominios rodanesa son modulos
estructurales ubicuos que poseen una topologia central con cinco hojas § rodeadas por cuatro
o cinco hélices a* y estan presentes en una gran variedad de proteinas. Estos dominios
pueden identificarse gracias a secuencias aminoacidicas caracteristicas conocidas como
rhodanese signature. Sin embargo, en el sentido estricto, las rodanesas o TSTs (del inglés
thiosulfate sulfurtransferase) (EC 2.8.1.1) son azufretransferasas que catalizan la
transferencia de un atomo de azufre desde el tiosulfato al cianuro in vitro. Las MSTs
comparten caracteristicas estructurales y funcionales con las TSTs, pero utilizan el 3MP en
lugar del tiosulfato como donante especifico de azufre para catalizar la reaccion de
transferencia®’. La especificidad de sustrato es atribuible a las diferencias en su sitio activo.
En las TSTs, dos residuos basicos en el motivo hexapeptidico Cys-Arg-Lys-Gly-Val-Thr
suceden a la cisteina catalitica, mientras que en las MSTs, el par Arg-Lys es reemplazado por
Gly-Ser o Gly-Thr. Se ha demostrado experimentalmente que la mutacion de estos residuos
en particular, transforma parcialmente a la MST en rodanesa y vice versa®®. En cuanto a la
estructura cuaternaria, las MSTs suelen existir como monoméricas®, o en el caso de

mamiferos, existir en un equilibrio monémero-dimero. En este Ultimo caso, la enzima

39,40

monomérica es la activa, y la forma dimérica es inactiva.

Figura 8. Estructura de la MST humana. (a) Estructura cristalografica de la MST representada en forma de
cinta (dominio N-terminal en azul; dominio C-terminal en lila; region linker en magenta). El persulfuro, el
piruvato y los residuos aminoacidicos del sitio activo se representan en forma de varillas. (b) Modelo estructural

de superficie de la MST, con el persulfuro, piruvato y sitio activo de la enzima en amarillo. (¢) Superposicion
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del esqueleto de atomos de carbono de la enzima con el persulfuro y el piruvato unido (azul) con la enzima sin
ligando (amarillo). Los residuos aminoacidicos del sitio activo se muestran con el modelo de varillas. Tomada

de41

Los genes que codifican para las MSTs no parecen estar universalmente conservados: no
estaria presente en Archaea, su distribucion no es pareja en Eubacteria, y en Eukaryota se
encuentra en la mayoria de los filos*. La localizacion subcelular también varia segin el
organismo; en mamiferos existen dos isoformas por splicing alternativo del mismo gen, una
de localizacion citosolica y la otra de localizacion dual citosol-mitocondria®, mientras que en

142

plantas es mitocondrial™ y en Leishmania major, un tripanosomatido, la MST se localiza en

el citosol®.

En mamiferos, una insuficiencia o deficiencia congénita de la actividad de la MST causa un
desorden metabolico conocido como mercaptolactato-cisteina  disulfiduria®. Esta
insuficiencia fue descrita por primera vez en 1969, y se caracteriza por una mayor
eliminacion en la orina del metabolito mercaptolactato disulfuro*. Las personas que
presentan este desorden ademas pueden o no presentar otros sintomas como retardo mental u
otras alteraciones fisicas y del comportamiento. La patogénesis de esta enfermedad se

desconoce aun®.

2.6 MSTs y su rol en el metabolismo de azufre

El 3MP, primer sustrato de la MST es producido a partir de la cisteina. Una de las tantas vias
del catabolismo de este aminoacido, la ruta de desaminacion, es la que conduce a la
generacion de 3MP, y esta es favorecida cuando existe baja disponibilidad de aminoacidos
azufrados*®. La principal fuente celular de 3MP es la transaminacion de la L-Cisteina,
catalizada por la glutamato-oxalacetato aminotransferasa (GOT), también llamada aspartato
aminotransferasa (AST) o cisteina aminotransferasa (CAT)**. GOT es una enzima promiscua
dependiente de piridoxal fosfato que cataliza la reaccion de transaminacion entre pares de
aminoacidos y alfa-cetoacidos. Ademas de catalizar la reaccion entre aspartato y
a-cetoglutarato para dar glutamato y oxalacetato, puede catalizar la transferencia del grupo
amino de la L-Cys al a-cetoglutarato, generando 3MP y glutamato como productos*’. Dos

paralogos se encuentran presentes en todos los eucariotas, GOT1 citosélica y GOT2

18



mitocondrial**

. El 3MP también puede ser sintetizado por desaminacidén oxidativa de la
D-Cisteina, via la accion de la D-aminoacido oxidasa (DAO)*. La DAO a diferencia de la
MST se encuentra en el peroxisoma, y se desconoce si el 3MP se mueve entre

compartimentos subcelulares®.

La MST es una de las enzimas involucradas en la generaciéon de H,S, considerada
originalmente como una molécula toxica incluso a bajas concentraciones. Sin embargo, hoy
en dia se sabe que, en determinado rango de concentraciones fisiologicas, el H,S cumple
funciones como una importante molécula sefializadora®. Se encuentra implicada en una gran
variedad de procesos fisiologicos en multiples tipos celulares y organismos, como la

41,50
, 0

vasodilatacion o regulacion de la proliferacion en algunos tipos celulares en mamiferos
incluso en la proteccion contra estrés oxidativo en bacterias y resistencia a antibioticos "2,
Las funciones fisioldgicas del H,S estan mediadas por diferentes moléculas blanco, como

canales i0nicos y otras proteinas sefializadoras™.

Las otras enzimas productoras de H,S no se encuentran relacionadas, y pueden catalizar
funciones metabdlicas alternativas. La cistationina B-sintasa (CBS) y la cistationina y-liasa
(CGL) estan involucradas en la via citosolica de transulfuracion reversa (RTS, del inglés
reverse trans-sulfuration), que produce cisteina a partir de homocisteina derivada de la
metionina, pero también pueden producir H,S mediante la catalisis de otras reacciones. La
CBS y la CGL producen H,S empleando de cisteina y/o homocisteina y cistationina
respectivamente, como sustratos® (Figura 9). El sistema CBS/CGL es considerado como el
responsable de la mayor parte de la produccion endoégena de H,S. Se ha reportado que la
deficiencia de CGL en ratones disminuye la concentracién de H,S enddégeno, que concuerda

con el importante rol de esta enzima en la produccion de esta molécula.
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Figura 9. El H,S puede ser sintetizado por enzimas de la via de transulfuracion reversa, CBS y CGL o por
las enzimas del catabolismo de la cisteina, CAT y MST. Las reacciones canonicas catalizadas por la CBS y la
CGL implican la conversion de serina y homocisteina a cisteina. Sin embargo, estas enzimas también pueden
utilizar cisteina y/o homocisteina y cistationina para generar H,S mediante diferentes reacciones secundarias (en
la figura se muestran algunos ejemplos). La MST también produce H,S al catalizar la transferencia de un atomo
de azufre desde el mercaptopiruvato (3MP) a un ditiol. aKB denota alfa-cetobutirato. *Reaccion confinada a los

peroxisomas.

En cuanto a los aceptores de azufre de la MST, se han descrito a moléculas como el cianuro, a
tioles de bajo peso molecular como L-Cys, GSH o el 4cido dihidrolipoico (DHLA), y también
a proteinas que contienen tioles, como la tiorredoxina (Trx) y Mocs3** (Figura 10).
Dependiendo de la molécula aceptora, se le atribuyen diferentes roles a la MST. Por ejemplo,
se cree que la transferencia del azufre al cianuro funciona como mecanismo de
detoxificacion, ya que se produce tiocianato, una molécula de menor toxicidad que el
cianuro®®. Por su lado, la transferencia del azufre externo del persulfuro de la MST a ditioles
como DHLA y Trx, da como resultado un persulfuro, que es rapidamente atacado por el tiol
vecino, generando un disulfuro intramolecular y liberacion de sulfuro de hidrogeno (H,S)*,
cuya relevancia ya fue descrita. También, a través de la transferencia de un atomo de azufre a
la proteina Mocs3, la MST se encuentra relacionada con dos procesos fisiologicos
conservados desde levaduras hasta humanos, la urmilacion de proteinas y la tiolacion de
ARN de transferencia (ARNt)”’. Mocs3, otra azufretransferasa, transfiere el atomo de azufre

externo del persulfuro a la proteina Urml, activdndola al formar un tiocarboxilato en su

20



extremo C-terminal**. Urm1 (Ubiquitin-related modifier-1) es una proteina bifuncional, que
actia como un donante de azufre para la tiolacion de ARNt y también como un modificador
de proteinas en un proceso conocido como urmilacion®. La tiolacién del uracilo en la
posicion 34 (U34) del ARNt (posicion de balanceo del anticodon) para dar 2-tiouridina se
encuentra conservada desde el punto de vista evolutivo®™. Esta modificacién se sabe que
asegura el descifrado preciso del codigo genético, ademés de colaborar en la estabilidad de la
estructura del ARNt™. Por su lado, la urmilacion consiste en la conjugacion de la proteina
Urml a sus proteinas blanco a través de un residuo de lisina. Si bien se desconoce como la
urmilacion afecta la funcidon de su blanco, se sabe que este proceso es desencadenado por el

estrés oxidativo”’.
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Figura 10. Aceptores de azufre descritos para las MSTs. L-cisteina (L-Cys), glutation (GSH) y el acido
dihidrolipoico (DHLA) son los tioles de bajo peso molecular mas conocidos como aceptores de azufre. Entre las
proteinas que contienen tioles, la tiorredoxina (Trx) y la azufretransferasa Mocs3 son las tinicas conocidas que

actian como aceptoras. En el caso de DHLA y Trx, el persulfuro es rapidamente atacado por el tiol vecino,
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conduciendo a la liberacion de H,S y formacion de un disulfuro intramolecular. En el caso de Mocs3, el azufre
externo del persulfuro es transferido a la proteina Urml, formando un tiocarboxilato en el extremo C-terminal.
Urm1 tiocarboxilada puede participar en la urmilacion de proteinas o transferir el sulfuro a tRNAs. El cianuro
(CN°) también es un aceptor del azufre de la MST, formando tiocianato (SCN") de menor toxicidad. Tomada

de34

2.7 MSTs en tripanosomatidos

2.7.1 Generalidades de la MST de Leishmania major

Las MSTs de tripanosomatidos no se encuentran igual de bien caracterizadas como las de
mamiferos. Segun las anotaciones de los genomas de diferentes tripanosomatidos en la base

de datos TrytripDB (https://tritrypdb.org/tritrypdb/app), estos organismos poseen una Unica

copia de esta enzima, siendo la MST de Leishmania major (LmMST) la enzima mejor

caracterizada.

Se ha reportado que la LmMST es citosélica seglin ensayos de inmunofluorescencia indirecta
y analisis por Western blot de fracciones celulares, si bien estos resultados no se muestran en
el articulo®. En cuanto a sus caracteristicas estructurales, cuenta con dos dominios rodanesa
como todas las MSTs. Sin embargo, esta enzima posee una caracteristica peculiar que parece
compartir solo con las otras MSTs de tripanosomatidos: una extension C-terminal de
aproximadamente 80 aminoacidos, que forma un dominio C-terminal distintivo, adyacente a
los dominios rodanesa (Figura 11 paneles A y B). Este dominio seria importante para el
plegamiento, dado que proteinas con el dominio C-terminal truncado, presentaron un
plegamiento no satisfactorio de acuerdo a estudios de dicroismo circular. Ademas, estas

variantes eran insolubles y carecian de actividad®.

En el mismo trabajo, los autores observaron que en L. major, la expresion de la MST
aumenta en condiciones de estrés oxidativo. Luego de 24 horas de incubacion con oxidantes
como hidroperdxido de cumeno, hidroperéxido de tert-butilo y perdxido de hidrogeno, el
crecimiento se vid inhibido un 50%, y en presencia del hidroperdéxido de cumeno, la
expresion de MST aumentd (aunque no se cuantifico el incremento), al igual que su actividad

enzimatica (el incremento con respecto a la condicion control fue de aproximadamente un
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50%). De manera similar, el cultivo de este pardsito en un medio sin cisteina durante 24 hs

también indujo un aumento de la expresion de la MST*.
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Figura 11. Secuencias y estructura de azufretransferasas (A) Alineamiento parcial de las secuencia
aminoacidica de la porcion C-terminal de azufretransferasas de diferentes organismos. Se incluyeron las
secuencias de las MSTs de: Leishmania major (Lmaj), Leishmania mexicana (Lmex), Trypanosoma brucei (Tb),
Trypanosoma cruzi (Tc), Arabidopsis thaliana (At), Escherichia coli (Ec), H. sapiens (Hs), ademas de la
secuencia de la TST de H. sapiens. El sombreado en negro o en gris indica aminoacidos idénticos o
conservados, respectivamente en al menos 4 de las secuencias analizadas. Subrayada se encuentra la secuencia

aminoacidica correspondiente al sitio activo. (B) Diagrama de la estructura de la MST de L. major (LmMST)

obtenida por cristalografia. Se marcan los dominios N-terminal, dominio central y C-terminal. Tomado de ***.

Asi como en mamiferos, un sistema tiorredoxina/tiorredoxina reductasa, en este caso de
Trichomonas vaginalis, fue capaz de reducir a la MST de L. major*. Esto sugiere que la
tiorredoxina de tripanosomatidos, o su equivalente que funciona eficientemente con T(SH),,
la triparredoxina podrian actuar como sustratos reductores o aceptores nucleofilicos del
persulfuro formado en la MST para luego del ciclo catalitico (Figura 7) liberar sulfuro de

hidrégeno.
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2.7.2 MST, procesos relacionados y relevancia fisiologica en tripanosomatidos

El piruvato, uno de los principales productos de las MSTs, es un metabolito central
involucrado en muchas vias catabolicas y anabolicas. El destino de este varia drasticamente
dependiendo de la especie y su ciclo de vida. En la forma prociclica de 7. brucei, el piruvato
es metabolizado en la mitocondria para producir ATP, mientras que en la forma sanguinea la
mayoria del piruvato es producido durante la glicolisis y es excretado y no metabolizado en la
mitocondria®”. Aun asi, el piruvato parece ser un metabolito relevante en la forma sanguinea
ya que la produccion de acetato a partir de glucosa a través de piruvato importado a la
mitocondria es un proceso esencial que alimenta la sintesis de 4cidos grasos®. Se han descrito
dos transportadores de piruvato en la mitocondria de 7. brucei, mpcl y mpc2, que se expresan
tanto en la forma PF como en BSF, y estos transportadores serian esenciales en la forma

BSF¢'.

Ademas de la MST, los tripanosomatidos también poseen genes que codifican para las
enzimas de la via de la transulfuracion reversa, CBS y CGL, que producen cisteina a partir de
homocisteina derivada de la metionina. A pesar de contar con estas enzimas, en 7. brucei la
cisteina es un nutriente esencial, lo que sugiere que la via RTS no satisface los requerimientos
de cisteina en esta especie. Ademads de estas enzimas, otros tripanosomatidos como L. major
y T. cruzi cuentan con otras dos, la serina acetil-transferasa (SAT) y la cisteina sintasa (CS),
para sintetizar de novo la cisteina® (Figura 12). Al igual que en mamiferos, las CBSs y CGLs
de tripanosomatidos podrian participar de la produccion de H,S catalizando reacciones
alternativas. La CBS de T. cruzi produce H,S mediante la condensacion de cisteina con
homocisteina. Sin embargo, la CGL de este organismo cliva especificamente cistationina en

cisteina, y no es capaz de producir H,S%.
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Figura 12. Esquema simplificado de la sintesis de cisteina en diferentes tripanosomatidos. 7" brucei posee
los genes que codifican para CGL y CBS que participan en la via de la transulfuracion reversa, pero aun asi la
cisteina es un nutriente esencial que debe ser incorporado del medio extracelular. L. major y T. cruzi poseen

ademas la via de sintesis de novo de cisteina que depende de las enzimas SAT y CS. Adaptada de®

Otra proteina relacionada con la MST es Urml, que también se encuentra en
tripanosomatidos. De hecho, un ortélogo de Urm1 existe en todos los protozoarios, pero sus
funciones en estos organismos se desconocen®. En Leishmania donovani, se han identificado
blancos putativos de esta proteina. Estas proteinas urmiladas incluian proteinas asociadas al

trafico vesicular mediado por endosomas, y también a proteinas del citoesqueleto. Urml es

esencial para el crecimiento de L. donovani®.

25



3. Materiales y métodos

3.1 Amplificacion y clonado de la 7bMST en un vector T

A partir del ADN genomico de 7. b. brucei (cepa 427) disponible en el laboratorio, se
amplifico por PCR la secuencia codificante de la 7TbMST y posteriormente se clond en un
vector T, usando cebadores especificos para la MST (ver Anexo 1) previamente diseiiados
por Marcelo Comini y sintetizados por IDT. Para el disefio de cebadores, se tom6 como
referencia la secuencia codificante de la 7ThMST incluida en la base de datos TriTryp DB*

(ver Anexo 2).

La composicion de la mezcla de PCR (volumen de reaccion 20 uL) fue la siguiente: 200 uM
de cada uno de los desoxinucledtidos trifosfato (ANTPs), 0,5 uM de cada cebador, 40 ng de
ADN genomico, 1 U de Pfx50 ADN polimerasa (Invitrogen) y su correspondiente
amortiguador a concentracion 1X. El programa de PCR consisti6 en un paso de
desnaturalizacion inicial a 98°C por 30 segundos, seguido de treinta ciclos de a)
desnaturalizacion a 98°C por 10 segundos, b) hibridacién a 59°C o 62°C por 30 segundos y
c) extension a 72°C por 30 segundos, con una extension final a 72°C por 10 minutos. Los
productos de las reacciones de PCR fueron analizados mediante electroforesis en gel de
agarosa al 1% (p/v) en amortiguador TAE 0,5X (20 mM Tris base pH 8.0, 20 mM é&cido
acético y 0,5 mM EDTA), y los amplicones fueron purificados a partir de bandas de agarosa
mediante kit comercial (PureLink™ Quick Gel Extraction Kit, Invitrogen) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Posteriormente, se adicionaron adeninas en los extremos 3 del
producto de PCR para permitir el clonado en el vector T. Para esto, se utilizé 7 pL producto
de PCR, amortiguador 1X(-) MgCl,, 4 mM MgCl,, 200 uM dATP y 5 U Taq polimerasa
(Invitrogen), incubandose a 72°C por 30 minutos. El producto resultante se ligd al vector
pCR2.1-TOPO (TOPO™ TA Cloning™ Kit for Subcloning, without competent cells,
Invitrogen) incubando a temperatura ambiente por 30 minutos 5 pL del producto con

adeninas en los extremos, 1 pL de solucién salinay 1 uL del vector.

A continuacion, se transformaron 50 pl. de células quimiocompetentes comerciales

(Subcloning efficiency DH5a Competent Cells, Invitrogen) con 3 pL de la mezcla de ligacion
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descrita anteriormente. Se incubaron las células con el ADN en hielo por 30 min,
posteriormente se realiz6 un shock térmico a 42°C durante 20 segundos, y se volvid a incubar
la mezcla 2 minutos mas en hielo. Se agregaron 950 pL. de medio SOC (Triptona 20 g/L,
extracto de levadura 5 g/L, glucosa 3,6 g/L, KCI1 0,186 g/L, NaCl 0,5 g/L, MgCl, 0,96 g/L) y
se incubd 1 hora a 37°C en agitacion a 225 rpm. La transformacion se plaque6 en LB-agar
(10 g/L Triptona, 5 g/L extracto de levadura, 5 g/L NaCl) con kanamicina (50 pg/mL) al cual
se le habia agregado previamente 32 pL de una solucion 50 mg/mL de X-gal, para permitir la
seleccion blanco-azul por el sistema de complementacion en alfa, y se incubaron toda la

noche (O/N) en estufa a 37°C.

Posteriormente se pasd por un paso de amplificacion a partir de 11 colonias blancas con el fin
de realizar un cribado inicial para detectar colonias que contengan el plasmido con el inserto
de interés. A partir de un cultivo para cada una de estas colonias se realizé una PCR con las
siguientes condiciones (10 pL de reaccion): 200 uM de cada uno de los desoxinucleodtidos
trifosfato (dANTPs), 0,5 uM de cada cebador (los mismos utilizados para la primera PCR), 1
uL del cultivo, 1,5 mM de MgCl,, 4 U de Taq polimerasa (Invitrogen) y su correspondiente
amortiguador sin MgCl, a concentracion 1X. El programa de PCR consistidé en un paso de
desnaturalizacion inicial a 94°C por 3 minutos, seguido de 30 ciclos de a) desnaturalizacion a
94°C por 45 segundos, b) hibridacion a 56°C por 30 segundos y c) extension a 72°C por 100
segundos, con una extension final a 72°C por 10 minutos. Los productos de PCR fueron

analizados por electroforesis en gel de agarosa 1% (p/v) en amortiguador TAE 0,5X.

A vpartir de 5 de los 11 cultivos generados anteriormente, se realizé la extraccion y
purificacion del ADN plasmidico usando un kit comercial (PureLink™ Quick Plasmid
Miniprep Kit, Invitrogen). El plasmido se secuencio en el Institut Pasteur de Montevideo
utilizando los cebadores M13 (directo y reverso), luego de verificar con enzimas de
restriccion la identidad del inserto, su tamafio y la direccionalidad del mismo. Para esto, se
utilizaron las enzimas de digestion EcoRI (Thermo) y HindIIl (Roche) y el patrén de
digestion fue analizado por electroforesis en gel de agarosa en las mismas condiciones

descritas anteriormente.
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3.2 Diseno de construcciones

Todas las construcciones utilizadas fueron disefiadas especialmente para este trabajo, y fueron

sintetizadas o los insertos sub-clonados por la compaiiia GenScript.

3.2.1 Construccion para la expresion de 7ThMST en Escherichia coli

El vector de expresion utilizado fue pET-Trx1b, derivado de pETM20, desarrollado por el Dr.
Giinther Stier (EMBL-Heidelberg, Alemania)®®. Un inserto conteniendo la secuencia
nucleotidica de la 7ThMST fue clonada en fase con la Trx de E. coli ya presente en el
esqueleto del plasmido , utilizando los sitios 5" Ncol y 3" Kpnl (Figura 13). Para poder
clonar con la enzima Ncol y no duplicar la metionina inicial, se modificé ligeramente el
inicio del marco abierto de lectura, elimindndose el segundo aminoacido, una histidina (ver
Anexo 3). Como resultado, este vector permite la expresion de 7TbMST como proteina de
fusion conteniendo la Trx de E. coli en N-terminal. Entre ambas proteinas, existe una cola de
histidina para la purificacion, seguida de un sitio de corte para la proteasa del virus del
grabado del tabaco (TEVp), que permite obtener la proteina de interés libre de fusion y de

cola de histidinas.

(6592) Kpnl

{5471) Neol —_ ff

pET-Trxlb_TbMST {con Histag)
6803 bp
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Figura 13. Plasmido de expresion en E. coli pET-Trx1b_TbMST (con histag) y sus componentes. Se
muestra la proteina de fusion (TrxA-ThbMST). Ademas, se esquematizan el sitio de reconocimiento de la
proteasa TEV, la cola de histidinas, el gen lacl (represor lac) y su promotor, el operador lac, el promotor T7 y su
terminador, el origen de replicacion (ori), el marcador de seleccion (gen de resistencia a kanamicina) y los sitios

de corte de las enzimas de restriccion Ncol y Kpnl.

3.2.2 Construccion para la sobreexpresion de 7bMST en 7. b. brucei

Para la sobreexpresion de la 7ThMST, se empled el vector pHD 1700 de expresion en T.
brucei, cedido gentilmente por la Dra. Christine Clayton (ZMBH, Heidelberg, Alemania). Un
inserto conteniendo la secuencia codificante de la 7THMST modificada en el inicio del marco
abierto de lectura como se describe en la subseccion anterior y sin el codon stop se introdujo
en el vector usando las enzimas HindIIl y BamHI en los extremos 5" y 3" respectivamente.
Luego de la secuencia proteica, en el mismo marco abierto de lectura, existe una doble
etiqueta de c-myc, que permite la inmunodeteccién con un anticuerpo especifico para este tag

(ver secuencia en el Anexo 4). La expresion génica se encuentra bajo el control del promotor

68,69

PARP (procyclic acidic repetitive protein), endogeno de T b. brucei®™® e ingenierizado para

ser inducible por tetraciclina’ (Figura 14).

pHD1700_TbMST_2X c-myc
7297 bp

Figura 14. Plasmido de expresion en 7. brucei pHD 1700_TbMST 2X c-myc y sus componentes. Se¢

muestran los genes que otorgan resistencia a ampicilina e higromicina, el origen de replicacion (ori), el promotor
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PARP inducible por tetraciclina, el operador Tet, la TDMST seguida de las etiquetas de c-myc y los sitios de

corte de las enzimas de restriccion HindIIl y BamHI.

3.2.3 Construccion para silenciamiento de 7bMST en 7. b. brucei mediante ARNi

La construccion que se disefid fue de tipo tallo-bucle (shRNA1), a modo de expresar una
molécula de ARN que contenga una porcion de la secuencia codificante de 7bMST (sentido)
separada por un bucle de su secuencia complementaria y antiparalela (antisentido). Esta
reportado que los tallos de los shRNAi que van desde 100 pb a mas de 1500 pb son los mas
eficientes en el silenciamiento por ARNi en tripanosomatidos’’, por lo que en este caso se
generd uno de 250 pb (ver Anexo 5). El vector utilizado fue el pHD677 de expresion en T.
brucei, cedido gentilmente por la Dra. Christine Clayton (ZMBH, Heidelberg, Alemania). El
fragmento de ADN conteniendo esta secuencia se insertd usando las enzimas HindIII y Hpal
en los sitios 5° y 3" respectivamente. La transcripcion del shRNA1 se encuentra bajo el
control de un promotor PARP, inducible por tetraciclina (Figura 15) tal como se mencion6

antes para el vector pHD 1700.

pHD677_shRNAI TbMST
6774 hp

Figura 15. Plismido para expresion en 7. brucei pHD 677_shRNAi T7hMST y sus componentes. Se
muestran los genes que otorgan resistencia a ampicilina e higromicina, el origen de replicacion (ori), el promotor

PARP inducible por tetraciclina, el operador Tet, la secuencia shRNAi 7hMST vy los sitios de corte de las

enzimas de restriccion HindIII y Hpal.
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3.3 Expresion en E. coli y purificacion de la 7ThbMST recombinante

3.3.1 Expresion de la ThMST recombinante en E. coli

Para la expresion de la forma recombinante de 7ThMST se usaron las cepas de Escherichia
coli BL21(DE3) y BL21 CodonPlus (Agilent). Esta ultima contiene copias extra de algunos
tRNAs de uso poco frecuente en E. coli en un plasmido, con el fin de mejorar la eficiencia de

la produccion de proteinas heterdlogas en este organismo.

Las células quimiocompetentes fueron preparadas en el laboratorio usando el método descrito
en’”, Para esto, se crecieron colonias en placas de Petri con LB-agar (10 g/L Triptona, 5 g/L
extracto de levadura, 5 g/LL NaCl y 15 g/L agar), se tom6 una de las colonias con el extremo
de una punta para micropipeta y se subcultivo en 10 mL de medio LB con incubacion O/N a
37°C. Luego, 500 pL de este cultivo se transfirieron a 50 mL del mismo medio y se incubd a
37°C con agitacion vigorosa y se monitore6 la absorbancia a 600 nm. Al alcanzar una
absorbancia de 0,4, el cultivo se incub6 en hielo por 10 minutos. Posteriormente, las células
se cosecharon mediante centrifugacion a 1.000 g por 10 min a 4°C. El pellet se resuspendi6
en 25 mL de medio LB frio usando agitacion suave. La suspension celular se centrifugo a
1.000 g por 10 min a 4°C y se descartd el sobrenadante. El pellet se resuspendié en 5 mL de
solucion fria de TSS (transformation and storage solution: 50 mM MgSQ,, 5% (v/v) DMSO
y 10% (p/v) PEG) en medio liquido LB por agitacion suave. Esta suspension se centrifugd a
1.000 g por 10 minutos a 4°C y el pellet se resuspendioé en 1 mL de medio LB y se repartio la

suspension resultante en alicuotas de 50 pL, que se almacenaron a -80°C hasta su uso.

La forma quimiocompetente de cada cepa fue transformada con el plasmido de expresion de
TPMST (en una relacion de 0,4 pg ADN/50 puL de bacterias) mediante incubacion en hielo de
30 minutos, seguida de un shock térmico (90 segundos a 42°C) y la posterior resuspension en
200 pL de medio de cultivo SOC. La mezcla de transformacion fue incubada 60 minutos a
37°C con agitacién para permitir su recuperacion y la expresion del gen de resistencia a
ampicilina, y luego sembradas sobre placas de LB agar conteniendo kanamicina 50 pg/uL. La
cepa BL21 CodonPlus fue cultivada ademas en presencia del antibidtico cloranfenicol (34

ug/ul) para que las células mantengan el plasmido que codifica para los tRNA.
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A partir de 2 de las colonias obtenidas, se inocul6 un precultivo de 10 mL en medio 2YT con
kanamicina o kanamicina y cloranfenicol, segiin corresponda. El precultivo fue incubado a
37°C O/N y a 220 rpm. Al dia siguiente, utilizando una diluciéon 1/100 de los precultivos se
escald cada uno de ellos a 2 matraces de 2 L conteniendo 700 mL de medio 2YT y los
antibidticos correspondientes. Cuando los cultivos alcanzaron una densidad optica a 600 nm
de aproximadamente 0,8 se procedio a la induccion de la expresion de la proteina de interés.
Para este propdsito, se agregd IPTG a concentracion final 700 uM y se incub6 a 15°C O/N a
150 rpm. Las células fueron cosechadas por centrifugacion a 5.000 g durante 20 minutos a
4°C y posteriormente almacenadas a -20°C hasta su uso. Luego, el pellet se resuspendio en el
amortiguador de lisis (fosfato de sodio 50 mM, NaCl 300 mM pH 7,4 suplementado con
inhibidores de proteasas (cOmplete, EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail, Roche)
siguiendo las instrucciones del fabricante y 1 mg/mL de lisozima) a razén de 5 mL/g de pellet

celular.

A esta suspension se la traté con ADNasa (Invitrogen) 95 U/mL y 10 mM de MgCl, para el
correcto funcionamiento de la ADNasa. Luego, se procedid a la disrupcion celular mediante
tres ciclos de sonicado en bafio de hielo (Sonicador Branson 450, EUA) con descansos en
hielo entre cada uno. Cada ciclo consiste en un programa de 1 segundo ON y 1 segundo OFF
hasta alcanzar 2 minutos totales en modo ON, empleando el macrotip al 40% de potencia.
Posteriormente, se realizaron dos centrifugaciones sucesivas a 30.000 g por 20 minutos a
4°C, conservando en ambas el sobrenadante. Para finalizar, se llevd a cabo una un analisis
por SDS-PAGE al 10% para evaluar la distribucion de proteinas entre la fraccion soluble e

insoluble.

3.3.2 Purificacion de la 7ThMST recombinante

Para purificar la proteina de interés de la fraccion soluble, se filtr6é con un filtro de 0,22 pum el
sobrenadante obtenido de la ultima centrifugaciéon y se cargd en una columna para
cromatografia de afinidad con iones metélicos inmovilizados (IMAC) conteniendo 1 mL de
resina con iones niquel inmovilizados (HisTrap™ Fast Flow, Cytiva), previamente
equilibrada con amortiguador A (fosfato de sodio 50 mM, NaCl 300 mM pH 7.4). La
columna fue primero lavada con 10 volimenes de columna de amortiguador A y luego con

15 volimenes de columna de amortiguador de lavado (amortiguador A conteniendo 20 mM
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de imidazol). La proteina fue eluida con 5 volimenes de columna de amortiguador B (fosfato
de sodio 50 mM, NaCl 300 mM, 500 mM imidazol pH 7,4) en fracciones de 500 puL. En
todas las etapas se mantuvo un flujo de 1 mL/min. Estas fracciones fueron posteriormente
diluidas al medio en amortiguador A dado que se observé turbidez en los tubos cuando
fueron dejados a temperatura ambiente gracias a que la proteina habia comenzado a

precipitar.

Luego de la primera ronda de purificacion, se eliminé el imidazol del amortiguador en el que
se encontraba la proteina, utilizando una columna de desalado PD-10 (Cytiva), y
amortiguador A. Para la remocion de los tags, la proteina se incub6 con TEVp recombinante
que posee cola de histidina, obtenida y producida anteriormente en el laboratorio segin
indica®. Previo a la incubacion se centrifugaron las fracciones a 16.000g por 10 minutos a
4°C para eliminar el posible precipitado. Luego, se afnadié 1,5 mg de TEV cada 35 mg de
proteina presente en la muestra medido por absorbancia a 280 nm junto con EDTA 2 mM y

DTT 5 mM. La digestion se llevd a cabo a 4°C O/N.

En el caso de la segunda purificacion, se siguieron los mismos pasos que para la primera,
salvo que la proteina en este caso fue colectada en la fraccion no unida con amortiguador A,
en alicuotas de 500 pL. Posteriormente, estas fracciones fueron filtradas en esterilidad
empleando un filtro de 0,22 pm y almacenadas a 4°C o -20°C hasta su uso. La identidad y

pureza de la proteina de interés fue confirmada SDS-PAGE al 10%.

3.3.3 Cuantificacion de la TbMST recombinante

La cuantificacion de la 7ThMST se realizo mediante la absorbancia a 280 nm, cuyo coeficiente
de extincion molar fue obtenido a través de la herramienta ProtParam de la pagina web
ExPASy (coeficiente de extincion molar = 60.445 M'ecm™ 6 59.820 M'cm™ asumiendo que
todas las cisteinas se encuentren oxidadas o reducidas respectivamente). A su vez, se realizd
una confirmacion mediante cuantificacion por el método de é4cido bicinconinico (BCA)

utilizando el kit Micro BCA™ Protein Assay Kit (Thermo).
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3.4 Caracterizacion bioquimica de la 7ThbMST recombinante

Todos los ensayos de caracterizacion in vitro de la proteina fueron realizados con la 7TbMST
recombinante expresada en E. coli BL21 CodonPlus en nuestro laboratorio y purificada por el

Dr. Ernesto Cuevasanta (Laboratorio de Enzimologia, Facultad de Ciencias, UdelaR).

3.4.1 Ensayos de actividad enzimatica

Para estudiar la actividad de la 7ThbMST recombinante se utilizd un método basado en* pero
con modificaciones. En un primer paso se incubd la enzima (0,15 uM en Tris 0,5 M pH 8,0)
con 3-mercaptopiruvato como donante de azufre (5 mM), y con cianuro (CN") como aceptor
de azufre (25 mM) a 37°C. La reaccion ocurre en dos pasos como muestra la Figura 16. Se
tomaron alicuotas de la mezcla de reaccion conteniendo a la enzima y los sustratos, a los 2, 5
y 10 min para agregar a una mezcla conteniendo formol 4,4% (v/v), FeCl; 10 mM y HNO;
8.5% (v/v) (concentraciones finales) y se dejo incubando por 15 minutos. En estas
condiciones, se da la formacion de un complejo coloreado (FeSCN*, tiocianato de hierro
(II1)) que tiene un méaximo de absorbancia a 460 nm y se cuantificé por espectrofotometria.
En paralelo, se realizé una curva de calibracion con concentraciones conocidas de tiocianato
de potasio, siguiendo el mismo procedimiento y condiciones que para la segunda incubacion

del ensayo enzimatico.

H SH Hs
RT—-‘N H \S
Rr—
+ 3MP ——» +  Piruvato
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H SH
—
+ CN- — +  SCN~
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SCN™ + Fe’* ———> FeSCN™"
Figura 16. Esquema de las reacciones que ocurren en el ensayo enzimatico utilizado en el trabajo para

caracterizar a la ThMST. Se muestra desde la transferencia del azufre a la enzima por parte del
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3-mercaptopiruvato hasta la formacion del complejo tiocianato de hierro (III) coloreado, que posee un maximo

de absorbancia a 460 nm.

3.4.2 Cromatografia de exclusion molecular

Previo a la cromatografia, la proteina fue centrifugada a 16.000g por 15 minutos a 4°C. Se
realizaron dos inyecciones en la columna Superdex 75 10/300 GL (Cytiva) con 160 uL de la
ThMST recombinante a concentracion 105 pM. En primera instancia se equilibro la columna
con agua y luego con amortiguador A (fosfato de sodio 50 mM, NaCl 300 mM pH 74) ,
ambas filtradas por 0,22 pM. La elucion se realizé con amortiguador A. Se empled un equipo
de cromatografia liquida AKTA (GE) con deteccion UV-visible en linea a 280 nm y se
colectaron fracciones de 1 mL en placa “Deep well” de 96 pocillos. La cromatografia fue
asistida por la Dra. Claudia Ortega (Unidad de Proteinas Recombinantes, Institut Pasteur de

Montevideo).

3.5 Produccion de anticuerpos anti-7hMST en ratén

Los procedimientos con animales (inoculaciones y extracciones) fueron realizados por la
MSc. Paula Arévalo en el bioterio de la Unidad de Biotecnologia en Animales de Laboratorio
del Institut Pasteur de Montevideo, bajo un protocolo de experimentacion (005-21 Protocolo
Ac policlonales) aprobado por la Comisién de Etica en el Uso de Animales (CEUA) del

mismo instituto.

Para la generacién de anticuerpos especificos anti-7bMST (Figura 17), 3 ratones Balb/cJ
(6-8 semanas) se inmunizaron con 200 pL. de una emulsién 1:1 de 7hMST recombinante
(aproximadamente 100 pg), expresada purificada a partir de BL21 (DE3) y adyuvante
completo de Freund (Sigma). Se administraron tres dosis de refuerzo, con igual cantidad de
proteina en una mezcla 1:1 con adyuvante incompleto de Freund (Sigma) a los dias 17,31y
45. Cada semana post-inyeccion para el priming y los dos primeros boosters se extrajo una
muestra de sangre de cada raton por puncion submandibular para evaluar por Western blot la

capacidad de deteccion de la proteina de interés por parte de los sueros. A los 52 dias de la
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inmunizacion se efectud el sangrado final, previa anestesia total de los animales. Los

animales fueron inmediatamente sacrificados por dislocacion cervical.

WB WB WB WB WB
Diao Dia17 Dia31 Dia 45 Dias2

A I I I I I
I | | | 1

3er  Sangrado

Inmunizacion 1er booster 2do booster booster final

Figura 17. Esquema de inmunizacién empleado para la generacion de un suero anti-7HMST. Las
inoculaciones se efectuaron los dias 0, 17, 31 y 45. Se realizaron extracciones de sangre y Western blot para

evaluar la capacidad de deteccion de los sueros a los dias 0, 7, 24, 38 y 52.

Para la preparacion de los sueros, la sangre fue incubada 45-60 minutos a temperatura
ambiente para permitir la coagulaciéon. Luego se sometié a dos rondas de centrifugacion
consecutivas a 500 g por 5 minutos a temperatura ambiente, conservando en ambos casos el

sobrenadante.

3.6 Cultivos celulares de 7. b. brucei

En este trabajo se utilizaron como lineas parentales tres lineas monomorficas modificadas de
la forma sanguinea de 7. b. brucei cepa 427. Por un lado, la linea 449 (transfectada con pHD
449) la cual tiene integrada en su genoma una copia de la secuencia codificante de la proteina
represora de tetraciclina (TetR) bajo el control de un promotor enddégeno. Por otro lado,
514-1313 que posee dos copias de dicha secuencia integradas en su genoma (plasmido pHD
1313), ademas de la secuencia codificante para la expresion de la T7-ARN polimerasa bajo el
control de un promotor endégeno (plasmido pHD 514)”. Estas lineas fueron gentilmente
cedidas por la Dra. Christine Clayton (ZMBH, Heidelberg, Alemania). También se utilizé la
linea 514-1313 LUC, modificada de 514-1313. 514-1313 LUC posee integrado en su genoma
un fragmento de ADN que permite la expresion constitutiva de la luciferasa de Photinus
pyralis™, que da lugar a bioluminiscencia luego de la reaccién con la luciferina, y su

generacion se describe en”.
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Los cultivos se realizaron en medio HMI-9 completo, compuesto por Iscove's Modified
Dulbecco's Medium (IMDM - Invitrogen) suplementado con bactocuproina 28,2 ug/mL,
timidina 39 pg/mL, hipoxantina 0,136 mg/mL, L-cisteina 0,182 mg/mL, B-mercaptoetanol
0,143 M, 10% (v/v) de suero fetal bovino (Fetal Bovine Serum certified United States,
Gibco) y penicilina-estreptomicina 10 U/mL y 10 pg/mL respectivamente. La incubacion se
realizé en condiciones aerdbicas en estufa himeda con temperatura de 37°C y 5% de CO,. En
el caso de la linea 449 se adicion6 al medio de cultivo bleomicina 0,2 pg/mL, mientras que en
el caso de la linea 514-1313 se adiciond al medio de cultivo geneticina (G418) 2,5 pg/mL
ademas de bleomicina 0,2 pg/mL. A la linea 514-1313 LUC se le agreg6 al medio de cultivo
bleomicina 0,2 pg/mL, geneticina 0,4 pg/mL y puromicina 0,8 pg/mL. Para las lineas

transgénicas se utilizo higromicina 5 pg/mL como antibidtico de seleccion.

Los recuentos de parasitos se realizaron en camara de Neubauer diluyendo los cultivos en
amortiguador fosfato salino (NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, Na,HPO, 8,1 mM y KH,HPO,
1,76 mM pH 7.4) con glucosa al 1% (p/v) (PBS-G) inmediatamente antes de su conteo,
considerandose como células viables aquellas que tenian movilidad y eran morfolégicamente

normales.

Para la generacion de criostocks se cosecharon cultivos en fase de crecimiento exponencial
por centrifugacion a 2.000 g por 10 min a temperatura ambiente y se resuspendieron de forma
tal de obtener 10 millones de parasitos en 1 mL de medio de cultivo HMI-9 completo con
glicerol 10% v/v y con los antibidticos correspondientes. Los criotubos se almacenaron a

-80°C hasta su uso.

3.6.1 Induccion in vitro de la sobreexpresion de 7bMST o del sistema ARNi

Los ensayos de induccion de las lineas transgénicas fueron llevados a cabo tanto en modo de
crecimiento continuo como en modo de repiques cada 24 horas. Cada 24 horas se realiz6 el
recuento de densidad celular y se agreg6 oxitetraciclina (OXITET (Oximic, Laboratorios
Microsules), de aqui en adelante se nombrard como tetraciclina (TET)) a una concentracion
final de 1 pg/mL como inductor. En todos los experimentos se incluyeron como control a las

mismas lineas celulares no inducidas con tetraciclina.

37



3.6.2 Efectos del estrés oxidativo e inhibidor de la MST en el crecimiento de la

linea shRNAi 7ThMST

Los parasitos en fase de crecimiento exponencial de la linea shRNAi 7hMST fueron
cultivados por 24 horas, comenzando en una densidad celular de 3x10° parasitos/mL en las
siguientes condiciones (a) control, sin agregado de un agente oxidativo, (b) agregado de 20
uM de peroxido de hidrogeno, (c) agregado de 1 uM de hidroperéxido de cumeno, o (d)
agregado de 5 uM de un inhibidor de MST (I3-MT-3)". Para todas las condiciones, se
cultivaron en paralelo 2 botellas del mismo clon shRNAi 7hMST, una sin tetraciclina, y otra

con una concentracion final de tetraciclina de 1 ug/mL .

3.7 Transfeccion de lineas celulares de 7. b. brucei

Para la transfeccion, se cosecharon aproximadamente 30 millones de parésitos de la linea
celular deseada en fase de crecimiento exponencial media por centrifugacion a 2000 g
durante 10 min a temperatura ambiente. Se realizé un lavado utilizando un volumen similar al
de partida con Cytomix (120 mM KClI, 0.15 mM CacCl,, 10 mM K,HPO,, 25 mM HEPES, 2
mM EDTA, 5 mM MgCl,) y los parasitos se resuspendieron en 100 pL de solucion de
nucleofeccion preparada fresca (combinando 81,8 uL. de Basic Parasite Nucleofector Solution
1 con 18,2 puL de Supplement 1, correspondientes al kit Basic Parasite Nucleofector Kit 1,
Lonza). Se agregaron 5 pL de la construccion de ADN elegida (2 pg en total), previamente
linealizada (incubacién O/N a 37°C de la construcciéon de ADN con la enzima de restriccion
Notl-HF (New England Biolabs) y su correspondiente amortiguador) para favorecer su
integracién por recombinacién homologa y concentrada por precipitacion con acetato de
sodio e isopropanol y resuspendida en agua. La mezcla ADN/parésitos se colocé en una
cubeta de electroporacion (Lonza) de 2 mm y se aplico el programa de electroporacion X-001
del equipo Amaxa Nucleofector 2b (Lonza). Posteriormente, la mezcla de transfeccion se
transfiri6 a 30 mL de medio de cultivo HMI-9 completo conteniendo los antibioticos
correspondientes a la cepa parental y se realizaron dos diluciones seriadas 1:10 en un
volumen final de 30 mL con el mismo medio de cultivo fresco (Placas A, By C en orden de
dilucién). Con el fin de realizar seleccion clonal, las tres preparaciones se distribuyeron en

tres placas distintas de 24 pocillos (1 mL por pocillo). Luego de 24 hs, se adiciond 1
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mL/pocillo de medio de cultivo fresco suplementado con el antibiotico de seleccion al doble
de la concentracion descrita anteriormente de modo tal de obtener una concentracion final 1X
deseada. Los clones viables fueron repicados en medio de cultivo fresco conteniendo todos
los antibidticos correspondientes. Luego, se criopreservaron cada uno de estos clones de

acuerdo al procedimiento descrito en la seccion anterior.

3.8 Inmunoensayos

3.8.1 Cosecha de parasitos

Una cantidad suficiente de parésitos en la fase de crecimiento deseada para cada caso fueron
cosechados mediante centrifugacion a 2.000 g por 10 min a temperatura ambiente. El pellet
fue lavado dos veces con un volumen de PBS-G igual al volumen de partida. Tras el Gltimo
lavado, el pellet se resuspendio en 1 mL de PBS-G y se volvio a centrifugar. El volumen
restante fue centrifugado en minifuga aproximadamente un minuto y se retird el sobrenadante
dejando solamente el minimo volumen necesario para la resuspension del pellet. Por altimo,
se procedi6 al recuento celular en cdmara de Neubauer y las muestras se acondicionaron para

su posterior analisis por inmunofluorescencia o Western blot.

3.8.2 Western blot

Se prepararon las muestras de parasitos a modo de obtener 5 millones de parasitos en 20 pL.
Para esto, a la cosecha de parasitos se agregd amortiguador muestra 1X (preparado al 5X:
Tris-Cl 250 mM pH 6,8, con 8 % (p/v) dodecilsulfato de sodio (SDS), 40 % (v/v) glicerol,
100 mM ditiotreitol (DTT) azul de bromofenol al 0,1% (p/v)) y PBS (cantidad necesaria para
completar el volumen deseado). La muestra se calentd en un termobloque a 100°C por 5 min,
se centrifugd en minifuga por 5 min y se guardé a -20°C hasta su uso. El extracto de proteina
fue separado por SDS-PAGE al 12% y electrotransferido a una membrana de PVDF a
corriente constante (450 mA) durante 3 hs en bafio de hielo. Luego de la transferencia, las
membranas fueron bloqueadas en PBS con 4% (p/v) de leche en polvo descremada (PBS-L)

en camara fria O/N con agitacion orbital a 90 rpm. Se realizaron dos lavados con 50 mL de
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PBS con Tween-20 al 0,2% (v/v) (PBS-T) por 5 min cada uno. Para la inmunodeteccion de
THhMST se utiliz6 el suero murino generado como se describe en la seccion 3.5 a una dilucion
1/500 o 1/2000 para la version enddgena de la proteina, y para la version etiquetada con
c-Myc, un anticuerpo comercial anti-c-Myc (Mouse Monoclonal Anti-c-Myc, Sigma) a una
dilucién 1/500. Como control de carga se recurrié a la deteccion de la triparredoxina y a la
triparredoxina peroxidasa con un suero de conejo anti-TXN o anti-TXN Px (dilucion
1:32.000) cedidos gentilmente por la Dra. Krauth-Siegel (Heidelberg, Alemania). Para todos
los casos, la membrana se incubd en presencia de los correspondientes anticuerpos primarios
diluidos en PBS-T con 4% (p/v) de leche en polvo descremada (PBS-T-L) durante 2 hs a
temperatura ambiente con agitacion orbital a 60 rpm. Luego, la membrana se lavo tres veces
con PBS-T (5 min a 90 rpm/lavado) y se procedi6 a la incubacién con el anticuerpo
secundario conjugado a peroxidasa de rdbano (Invitrogen): anti-ratéon (1:30.000) o
anti-conejo (1:30.000) en PBS-T-L por 45 min a temperatura ambiente con agitacion orbital
90 rpm. Finalmente se lavo la membrana cuatro veces con PBS-T mas un tltimo lavado con
PBS bajo las mismas condiciones. La inmunodeteccion se realizd por quimioluminiscencia
con el kit Amersham ECL Prime Western Blotting Detection Reagent (Cytiva) siguiendo las
instrucciones del fabricante, salvo donde se indica que el revelado se hizo con el kit
SuperSignal™ West Femto Maximum Sensitivity Substrate (Thermo) diluyendo Ilas
soluciones de revelado al /3. Ademas, se utiliz6 el fotodocumentador Amersham ImageQuant

800 (Cytiva).

3.8.3 Inmunofluorescencia indirecta

Para poder marcar la mitocondria en los ensayos de inmunofluorescencia indirecta, se utilizé
un marcador de mitocondria (MitoTracker™ Red CM-H,Xros - Special Packaging,
Invitrogen) que luego de ser oxidado, emite fluorescencia. Debe ser integrado a las células
cuando se encuentran viables ya que su acumulacion es dependiente del potencial de
membrana. Para esto, las células se centrifugaron a 2.000 g por 10 minutos a temperatura
ambiente y posteriormente resuspendidas en 15 mL de medio HMI-9 completo precalentado a
37°C. Posteriormente se agregd el mitotracker a una concentracion final de 250 nM y se
incubd 25 minutos a 37°C y 5% CO,. Posteriormente las cosechas continuaron como se
describe arriba. Es importante proteger las muestras de la luz luego del agregado del

mitotracker.

40



Luego del recuento de parasitos, se resuspendio el pellet en p-formaldehido 4% (p/v) en PBS
(50 pL por cada millon de parasitos) y se incubd por 18 minutos a temperatura ambiente para
permitir el proceso de fijacion de las estructuras celulares. Se realizaron tres lavados con
PBS-G, intercalados con centrifugaciones a 2.000 g durante 10 min a temperatura ambiente y
por ultimo el pellet se resuspendio en PBS-G de forma tal de obtener 1 millon de parasitos en
50 pL (una gota). Se colocaron dos gotas por cada portaobjeto recubierto con poli-L-lisina
(Starfrost) y se incubd O/N en cdmara htimeda para permitir la adhesion de las células a la
superficie. Al dia siguiente, se permeabilizaron las membranas de los parasitos utilizando una
solucion de Triton X-100 0,2% (v/v) en PBS (20 min a temperatura ambiente). Luego de dos
lavados con PBS se bloque6 con una solucién filtrada a 0,22 pm de BSA 0,2% (p/v) en PBS
durante 20 minutos a temperatura ambiente. Luego de tres lavados con PBS, los portaobjetos
fueron incubados O/N a 4°C en camara humeda con 100 pL de los diferentes anticuerpos
primarios diluidos en PBS- BSA: dilucion 1:250 para el suero anti-7hMST o 1:1000 para el
suero anti-TXN Px. Posteriormente se realizaron tres lavados con PBS e inmediatamente se
incubd durante 45 min en oscuridad con 100 pL de una diluciéon 1:1.000 en PBS-BSA del
anticuerpo secundario anti-IgG de raton conjugado al fluor6foro Alexa 488 (Invitrogen) para
el caso del suero anti-7hMST, o el anticuerpo secundario anti-IgG de conejo conjugado al
fluoréforo Alexa 594 (Invitrogen) para el caso de los sueros anti-TXN Px o anti-aldolasa. Por
ultimo, se realizaron 5 lavados con PBS y se agregd una gota del liquido de montaje
Fluoroshield con DAPI (Sigma) sobre la cual se colocd el cubreobjetos y se procedio al
sellado perimetral con esmalte de ufas luego de una incubacion O/N a 4°C en camara

humeda.

Los preparados se observaron con el microscopio confocal Zeiss LSM 880 con asistencia
técnica de Marcela Diaz (Unidad de Bioimagenologia Avanzada, Institut Pasteur de
Montevideo) empleando laseres y juegos de filtros que permitieran las siguientes longitudes
de onda de excitacion: 561, 488 y 405 nm para la deteccion de las sefiales correspondientes a
los fluoréforos Alexa 594 y mitotracker, Alexa 488 y DAPI, respectivamente. Se tomaron
imagenes de distintos planos del eje Z utilizando un zoom 2X y lente objetivo 63X de
inmersion en aceite. Las imagenes seleccionadas fueron deconvolucionadas con el programa
Huygens (version profesional 22.04, Scientific Volume Imaging, The Netherlands,
http://svi.n). Para realizar la deconvolucion, se calculd la PSF experimental (generada por
integrantes de la UBA), aunque también se realiz6 la comparacion con la PSF “tedrica”. En la

microscopia de fluorescencia, la imagen adquiridas siempre son una representacion borrosa
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del objeto real bajo el microscopio. Esta representacion borrosa es descrita por la PSF (del

inglés Point Spread Function). La PSF describe como se ve un tnico punto en la imagen’”’®.

Las imagenes se analizaron utilizando el programa Fiji”. El analisis de colocalizacion se
realizd sobre el stack entero de iméagenes utilizando el plugin JACoP®. Para la presentacion
en este trabajo, se generaron nuevas imagenes utilizando el comando “Z Project” en su
funcion “Max intensity” que elige el pixel de maxima intensidad en cada adquisicion para
componer una nueva imagen en un Unico plano del eje Z. Para el analisis se cont6d con la
asistencia técnica de Tabaré de los Campos (Unidad de Bioimagenologia Avanzada, Institut

Pasteur de Montevideo).
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4. Resultados y Discusion

4.1 Amplificacion y clonado de la secuencia codificante de la 7ThMST en un vector T

Si bien todas las construcciones que se utilizaron en este trabajo fueron finalmente
encargadas a la empresa GenScript, la idea original era realizarlas en el laboratorio. Con ese
fin, se amplifico la secuencia codificante completa de la 7hbMST a partir de ADN gendomico
de la cepa 427 de T. brucei brucei y se la clon6 en un vector T. Aunque este plasmido no fue
utilizado en este trabajo, el mismo fue enviado al grupo del Dr. Nicolas Rouhier (Universidad
de Lorraine, Nancy, Francia) para que pudieran generar construcciones de interés para un

proyecto en colaboracion.

Con el objetivo de definir la mejor temperatura de annealing de la PCR, se ensayaron las
siguientes temperaturas: 50°C, 53°C, 56°C, 59°C, 62°C y 65°C. El objetivo fue la puesta a
punto de la PCR, para definir la mejor temperatura para este paso. Para las tres temperaturas
mas bajas, hubo un buen nivel de amplificacion de un producto del tamafio molecular
esperado. Sin embargo, también hubo una amplificacion inespecifica, ya que en el gel se
observaron muchas otras bandas minoritarias con tamafos diferentes al esperado (Figura 18,
panel A). A 59°C, se constatd la presencia de una banda mayoritaria del tamafio esperado,
pero también se aprecidé una banda minoritaria de mayor tamafio. Es por esto que, en una
siguiente prueba, se decidid usar 62°C y 65°C como temperaturas de annealing (Figura 18,
panel B). En este rango, a medida que aumenta la temperatura, disminuye la eficiencia de
amplificacion hasta el punto de no ver la banda de la 7TbMST a los 65°C. Dados estos
resultados, se decidid utilizar las temperaturas 59°C y 62°C como temperaturas de annealing
para una nueva PCR, teniendo en cuenta el compromiso entre la presencia de contaminantes

y la eficiencia de amplificacion (Figura 18, panel C).
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Figura 18. Amplificacion de la secuencia codificante de la 7ThMST. Analisis por electroforesis en gel de
agarosa (1%) de los productos de PCR resultantes de la amplificacion desde ADN genomico de 7. b. brucei cepa
427. Se ensayaron diferentes temperaturas de annealing: (A) 50°C, 53°C, 56°C y 59°C y (B) 59°C, 62°C y
65°C. (C) Resultados de la PCR definitiva, a partir de la cual se purificé la banda correspondiente a la 7bMST.
Para todos los casos, se observa una banda del tamafno esperado (1130 pb), ademas de otras bandas minoritarias
de diferente tamafio, segin el caso. C- significa control negativo. Como marcador de tamafio molecular se

utiliz6 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen).

Dada la presencia de la banda contaminante, se purifico el producto de PCR de interés a
partir del gel de agarosa y se procedio a la ligacion con el vector pCR2.1-TOPO. Con las
mezclas de ligacion se transformaron células DH5a quimiocompetentes comerciales de E.
coli, que en combinacion con el plasmido pCR2.1-TOPO vy el sustrato X-gal permitieron la
seleccion blanco-azul por el sistema de complementacion en alfa. Se seleccionaron 11
colonias blancas que fueron crecidas en medio liquido. Posteriormente, se realizo una PCR
empleando los mismos cebadores que para la PCR inicial sobre alicuotas de cada uno de los
cultivos, para verificar la presencia de la secuencia codificante de la 7DMST. Como se

muestra en la Figura 19, se observd una banda con el tamafio esperado (1130 pb) para los
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plasmidos provenientes de las 11 colonias, indicando que todos ellos contenian el inserto

deseado.
cl1 2 c3 c4 cs 6 MPM C7 cs c9 cl0  Cll C-
pb
1500
1000 -— e ey — e — WY W S —

Figura 19. Cultivo-PCR para colonias de E. coli transformadas con la mezcla de ligaciéon del producto de
PCR para la ThMST al vector T. Analisis por electroforesis en gel de agarosa (1%) de los productos de las
reacciones de cultivo-PCR, correspondientes a 11 colonias blancas diferentes (C1 a C11) obtenidas en la
transformacion de E. coli con los productos de ligacion. Para todas las colonias, se observa la presencia de un
producto del tamafio esperado (1130 pb). En el ultimo carril se muestra el control negativo correspondiente a la
PCR sin el agregado de ADN molde. C- significa control negativo. Como marcador de tamafio molecular se

utiliz6 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen).

Como segundo paso de screening se realizaron digestiones con enzimas de restriccion sobre
los plasmidos purificados a partir de cultivos de 5 de las 11 colonias blancas. Al realizar las
digestiones, se obtuvo el patrén de restriccion esperado (un fragmento de 1,1 kpb y otro de
3,9 kpb para la digestion con EcoRI, y fragmentos de 0,7 kpb y 4,4 kpb 0 0,5 y 4,6 kpb para
la digestion con HindIII), como se muestra en la Figura 20. Teniendo en cuenta el patron de
restriccion obtenido, se puede concluir que para 4 de las 5 colonias estudiadas (colonias 1, 4,
7 y 10) el inserto se clono6 en sentido (+) y para solo 1 de ellas (colonia 9) el inserto se clono

en el sentido (-).
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Figura 20. Digestiéon de los plasmidos correspondientes a las colonias de E. coli transformadas con la
mezcla de ligacion del producto de PCR para la TOMST al vector T. Andlisis por electroforesis en gel de
agarosa (1%) de la digestion del plasmido pCR2.1-TOPO conteniendo el inserto de interés (secuencia
codificante de la 7ThMST). Los dos sitios EcoRI se encuentran en el esqueleto del plasmido, cada uno a un lado
del inserto, por lo que la digestion con esta enzima deberia dar lugar a dos fragmentos de 1148 y 3913 pb. Por su
lado, de los dos sitios HindIllI en el plasmido, uno se encuentra en el esqueleto del vector y otro en el inserto, por
lo que el tratamiento con esta enzima permite evidenciar la direccionalidad en la que se cloné el inserto. Si el
inserto se encuentra en el sentido (+), se obtienen dos fragmentos de 765 y 4396 pb, y si se encuentra en el
sentido (-), los fragmentos resultantes son de 485 pb y 4576 pb. Como marcador de tamafio molecular se utilizé

1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen).

Finalmente, se secuenciaron los plasmidos extraidos de las colonias 1 y 9. El andlisis de las
secuencias, permitid corroborar que los plasmidos provenientes de ambas colonias contienen
la secuencia esperada para el marco abierto de lectura de la 7hMST y que la misma no
presenta ningun tipo de mutacion respecto de la secuencia gendémica original (ver Anexo 6
para el analisis de secuenciacion para la colonia 9). Por lo tanto se puede concluir que la

secuencia codificante de la TbOMST fue clonada exitosamente en el vector pCR2.1-TOPO.

4.2 Expresion y purificacion de 7P MST recombinante en E. coli

La construccion utilizada para la produccion de 1la T7HPMST recombinante,
pET-Trx1b_7hMST, depende de la transcripcion mediada por la polimerasa T7 e inducible
por IPTG. La proteina que se expresa a partir del plasmido es una proteina de fusion,

compuesta por la 7hMST fusionada a la Trx y una cola de histidinas. Esta proteina
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(Trx-6XHis-ThMST), difiere de la denominada 7hMST recombinante de aqui en adelante, la

cual refiere a la proteina sin ningun tipo de etiquetas (Figura 21).

GSGSGSG SAGSENLYFQGA
kDa
Trx-6XHis-TbMST TbMST 56,1
THMST recombinante 42
Trx-6XHis - 14,1

Figura 21. Esquema de la proteina Trx-6XHis-7hMST, expresada en E. coli y los productos de clivaje
obtenidos con TEVp. Se muestra de manera esquematica la composicion de la proteina de fusion expresada en
E. coli (56 kDa), y los productos del clivaje con TEVp: la TAMST recombinante (42 kDa) y las etiquetas de la
proteina de fusion: Trx-6XHis (14,1 kDa). El sitio de corte para la proteasa TEVp se encuentra subrayado.

La expresion de la Trx-6XHis-TbMST se realizd en las cepas BL21 (DE3) y BL21
CodonPlus (DE3) de E. coli. Esta tltima cepa tiene la particularidad que contiene las
secuencias de los genes para distintos ARNt de uso poco comun en E. coli. Tanto el uso de
las células BL21 CodonPlus (DE3), las horas de inducciéon y la concentracion de IPTG se

seleccionaron en base a la informacion reportada para la expresion recombinante de la

LmMST®,

Al ver la distribucion de la Trx-6XHis-7hMST en la fraccion soluble e insoluble de los
lisados bacterianos de ambas cepas (Figura 22, carriles 1 y 2 de los paneles A y B), se
observa un comportamiento similar para ambos, encontrandose una buena cantidad de la
misma en la fraccion soluble de los lisados, si bien la mayor proporcion se encuentra en la

fraccion insoluble de ambas cepas bacterianas.

Luego del paso de expresion, se realizo la purificacion de la proteina para ambas cepas de E.
coli misma mediante dos rondas de IMAC. En la primera ronda, se separa a la proteina de
fusion del resto de las proteinas del lisado. Luego, se incuba la proteina con la proteasa TEVp
(con cola de histidinas), y se realiza la segunda ronda de purificacion donde el material no
unido a la columna contiene a la 7hMST recombinante, ya que la Trx y la TEVp son
retenidas en la columna por contar con cola de histidinas. En la Figura 22 (carril 6 de los

paneles A y B) se observa que el peso de la proteina de fusion purificada en la primera
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IMAC es coherente con el esperado (56,1 kDa), y como el tratamiento con la proteasa da
lugar a la aparicion de una banda de menor peso, correspondiente a la 7TbMST recombinante
(42 kDa) (panel A: carril 11 y panel B carril 7). Algo a notar es que a la secuencia de la
THbMST recombinante se le agregd en la region N-terminal, debido al disefio del plasmido,
dos residuos aminoacidicos (Gly y Ala) correspondientes a la secuencia de corte de la TEVp

(ver Anexo 3).

En el caso de BL21 (DE3), practicamente la totalidad de la 7DMST recombinante fue
obtenida en la fraccién no unida (FNU) de la segunda IMAC, como era esperable (Figura 22,
panel A: carril 7), mientras que la Trx (14,1 kDa) y la TEVp (28 kDa) se obtuvieron en el
eluato (Figura 22, panel A: carril 10). Sin embargo, este no fue el caso para la proteina
purificada a partir de BL21 CodonPlus (purificada por el Dr. Ernesto Cuevasanta), que debio
ser eluida con 20 mM de imidazol en la segunda IMAC (Figura 22, panel B: carril 9) ya
que no se detect6 en la FNU (Figura 22, panel B: carril 8). Una posible explicacion para
este comportamiento podria ser la siguiente: dado que en la bibliografia se reporta que la Trx
es aceptor del azufre de la MST, y dado que se espera que la Trx sea retenida en la columna
de niquel por la cola de histidina, una interaccion de la Trx con la 7bMST causaria que esta
ultima quede secuestrada en la matriz. Sin embargo, esta explicacion no seria del todo
satisfactoria, porque las purificaciones a partir de los extractos celulares de ambas cepas de E.
coli se realizaron de forma idéntica, y la THMST recombinante fue solamente retenida en la
purificacion a partir de la cepa BL21 CodonPlus (DE3). Otra posible explicacion, e incluso
complementaria a la anterior, podria ser que la 7bMST producida por cada cepa posea
propiedades fisicoquimicas o estructurales diferentes que alteren su interacciéon con otras

proteinas o con la resina de purificacion.

Las proteinas purificadas a partir de las dos cepas fueron utilizadas para diferentes propdsitos.
La obtenida a partir de BL21 (DE3) se utiliz6 para la produccion de anticuerpos en ratones,
mientras que la obtenida a partir de BL21 CodonPlus (DE3) fue la empleada para los ensayos
bioquimicos. Esto es debido a que la primera no present6 actividad MST al momento de su
medicion, mientras que la ultima si lo hizo. Esta diferencia de actividad podria deberse a
diferentes propiedades de las dos proteinas como se comenté en el parrafo anterior, o también
a una demora en la realizacion de los ensayos de actividad luego de la purificacion a partir de

BL21 (DE3). Al presentar actividad MST, se asumi6 que la conformacion de la enzima seria
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la nativa, algo indispensable para los ensayos de caracterizacion bioquimica, pero no para la

produccion de un suero anti-76bMST.

A
kDa kDa
—— 100
100
85 — 85
60 — 60
50 — 50
40 — 40
30 — 30
25 — 25
20 — 20
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Figura 22. Purificacion de la 7TbMST recombinante. Las fracciones obtenidas fueron analizadas mediante
SDS-PAGE al 10%. Los lavados se realizaron con 20 mM de imidazol en el amortiguador, mientras que la
elucion se realizé con 500 mM de imidazol. (A) Purificacion a partir de BL21 (1- fraccion soluble; 2- fraccion
insoluble; 3- FNU lera IMAC; 4- lavado lera IMAC; 5- MPM; 6- eluido lera IMAC; 7- FNU 2da IMAC; 8-
MPM; 9- lavado 2da IMAC; 10- eluido 2da IMAC; 11- digestion con TEVp). Como marcador de peso
molecular (MPM) se utilizé el Unstained Protein Standard, Broad Range (10-200 kDa) (NEB). (B) Purificacion
a partir de BL21 CodonPlus (1- MPM 2- fraccion insoluble; 3- fraccion soluble; 4- FNU lera IMAC; 5- lavado
lera IMAC; 6- eluido lera IMAC; 7- digestion con TEVp; 8- FNU 2da IMAC; 9- lavado 2da IMAC; 10- eluido
2da IMAC).
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4.3 Caracterizacion bioquimica de la 7ThbMST recombinante

4.3.1 Ensayos de actividad enzimatica

Los ensayos de actividad enzimatica con 7bMST recombinante fueron realizados por el Dr.

Ernesto Cuevasanta (Laboratorio de Enzimologia, Facultad de Ciencias, UdelaR).

En este ensayo a “tiempo final”, se evalud la cantidad de producto generado por la MST
luego de determinado tiempo. Para esto, se incubo la enzima con los sustratos (3MP y
cianuro) por 2, 5 y 10 minutos. Luego, se detuvo la reaccion con el agregado de formol y se
agregd la mezcla de reaccion para formar el tiocianato de hierro (IIT) (FeSCN?"), complejo
coloreado que absorbe a 460 nm. Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, se determind
la absorbancia a esta longitud de onda de la mezcla para determinar la concentracion de
FeSCN?*". Conociendo la concentraciéon de FeSCN?', también se conoce la cantidad de

tiocianato (SCN"), producto de la MST.

En paralelo al ensayo enzimatico, se realizd6 una curva de calibracién con tiocianato de
potasio, para asignarle a cada valor de concentracion de FeSCN™2, un valor de absorbancia a
460 nm (Figura 23). Esto es de suma importancia, ya que para conocer la cantidad de
tiocianato producido por la 7hMST en un tiempo determinado, es necesario conocer la

correlacion entre concentracion de FeSCN** y su absorbancia a 460 nm.
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Figura 23: Curva de calibracion realizada para el ensayo de actividad enzimitica con la 7hMST
recombinante. La curva se realizd con tiocianato de potasio en paralelo al ensayo de actividad enzimatica.
Concentraciones conocidas de tiocianato de potasio fueron incubadas con formol, FeCl; y HNO; por 15 minutos
para permitir la formacion del complejo coloreado FeSCN?* (tiocianato de hierro (III)) y se ley6 la absorbancia a
460 nm. Existe una relacion lineal entre la concentracion de tiocianato de potasio, y su absorbancia a 460 nm en

el rango de concentraciones que va desde 0 a 400 pM.

La concentracion de complejo producido por la 7TbOMST se obtuvo interpolando los valores de
absorbancia obtenidos a estos tiempos (Figura 24, panel A) en la curva de calibracion. Una
vez obtenidas las concentraciones de tiocianato producido, estas se graficaron en funcion del
tiempo (Figura 24, panel B). De la pendiente de la grafica, y teniendo en cuenta el factor de
dilucion, se calculd la velocidad de la reaccidon, que luego fue convertida a actividad
enzimatica especifica dividiendo por la concentracion de enzima. El valor obtenido para la
actividad transferasa 3MP:cianuro de la 7TbMST recombinante fue de 419 umol.min".mg™,
comparable con el valor de 229 pmol.min"'.mg™' reportado en la bibliografia para la LmMST,

para la misma reaccion de transferencia 3MP:cianuro®.
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Figura 24. Actividad enzimatica de la ThMST recombinante. (A) Espectros de absorbancia a tiempo final de
los ensayos de actividad enzimatica, se realizaron reacciones de 2, 5 y 10 minutos a 37°C y pH 8,0. Con la
flecha se indica un maximo relativo, correspondiente al valor de absorbancia a 460 nm. (B) Grafico de
concentracion de tiocianato generado en funcién del tiempo para cada uno de los ensayos de actividad de
TbMST. A partir de la pendiente de la grafica, y teniendo en cuenta la concentracion de enzima, se calculd la

actividad especifica de la misma.
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4.3.2 Cromatografia de exclusion molecular

Dado que se demostré que la ThMST recombinante producida poseia actividad transferasa
3MP:cianuro (y comparable con lo reportado en la literatura), se asumid que se encontraba en
su conformacion nativa y se procedio al analisis del estado oligomérico por cromatografia de
exclusion molecular (SEC, del inglés size exclusion cromatography). Como antecedente se
habia reportado un estado monomérico para las conformaciones activas de la LmMST y

HsMST"#,

Antes de la SEC, se evalué por SDS-PAGE la presencia de oligdbmeros covalentes en
muestras preincubadas con y sin agente reductor (+/-DTT) (Figura 25). En ambas
condiciones, se distingue una banda mayoritaria que se corresponde con el peso molecular
esperado para un monomero de la 7hMST recombinante. En ausencia de reductor, se
alcanzan a distinguir bandas minoritarias de mayor peso molecular, no observables en
presencia de reductor. Sin embargo, dada la presencia de otras proteinas contaminantes
provenientes del proceso de purificacion, estas bandas no son necesariamente atribuibles a
estados oligoméricas de la 7hMST. Dados estos resultados, se decidié realizar la
cromatografia en ausencia de reductor, y utilizando una columna cuyo rango de separacién es

de 3.000-70.000 Da (para proteinas globulares).

kDa MPM +DIT -DTT
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Figura 25. Analisis de la presencia de oligbmeros covalentes en la solucion de TbMST recombinante.
Anédlisis por SDS PAGE al 10% de soluciones de la TbMST recombinante incubadas en presencia y ausencia de

agente reductor (DTT, 20 mM). En ausencia de reductor, se observan bandas de alto peso molecular, no
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presentes luego de una incubacion con el reductor, que podrian corresponderse a oligémeros covalentes de la
TObMST o de otras proteinas contaminantes presentes en la solucion. Como marcador de peso molecular se

utiliz6 el Unstained Protein Standard, Broad Range (10-200 kDa) (NEB).

Previo a las corridas con la solucién de 7hMST, se realizd la calibraciéon de la columna
utilizando diferentes proteinas globulares estandar de tamafio conocido. Con los diferentes
volumenes de retencién y pesos moleculares se obtiene una curva de calibracion, cuya
ecuacion de la recta (y =— 0,19087 + 3, 4856x) permite calcular el tamafio de la proteina

de interés.

Se realizaron dos inyecciones en la columna, con dos alicuotas de una misma solucién de
THbMST recombinante, a modo de duplicados (Figura 26). El volumen de retencion en la
columna fue idéntico para ambas corridas, aunque la absorbancia a 280 nm detectada en la
segunda corrida fue mayor. Se observa un pico agudo y mayoritario con un volumen de
retencion de 8,86 mL correspondiente a la 7hbMST, y un “hombro” o pico minoritario con un
volumen de retencién apenas menor, que posiblemente corresponda a los contaminantes

anteriormente mencionados.
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Figura 26. Cromatografia de exclusion molecular para la 7hMST recombinante. Se realizaron dos
inyecciones con dos alicuotas con aproximadamente 0,7 mg de la enzima en la columna Superdex 75 10/300 GL
(los puntos de inyeccion se indican en rosado). La absorbancia a 280 nm se representa en azul para ambas
corridas. Los volumenes de retencion fueron iguales en ambos casos (8,86 mL). En ambas inyecciones, se
observa un pico mayoritario correspondiente a la 7pMST recombinante, y uno minoritario de menor volumen de

retencion, posiblemente correspondiente a una proteina contaminante.

Al sustituir el volumen de retencion para la 7TbOMST en la ecuacion de la recta, se obtiene un
peso molecular aparente de 62 kDa, un valor mas alto que el predicho por secuencia para un

monomero (42 kDa) pero inferior al de un dimero de una proteina. Es de notar que el peso

53



molecular obtenido con esta técnica, es fuertemente influenciado por la forma/estructura de la
proteina. Es decir, una conformacién mas desplegada o méas compacta de una misma proteina
migrara diferencialmente a través de la matriz del gel de exclusion molecular, causando que

su peso molecular aparente se aparte del valor teorico.

En base a estos resultados y a que en condiciones no reductoras y desnaturalizantes no se
observo la presencia de una especie dimérica covalente de la 7ThMST, se podria hipotetizar
que en solucion la forma recombinante de esta proteina se comporta como un monémero con
una conformacion “desplegada”. Esta hipdtesis ademas se sustenta en datos estructurales
reportados para la LmMST. La LmMST posee un dominio extra a los dos rodanesa, de
aproximadamente 80 aminoécidos, exclusivo y unico de los tripanosomatidos (Figura 11). Si
bien en la estructura cristalografica de esta enzima este dominio no se corresponde con una
zona desordenada, en solucion podria ser que esta region tuviera otro dinamismo. Apoyando
esta hipotesis, los autores que caracterizaron HsMST por SEC, la cual carece de dicho
dominio, comprobaron que el peso molecular de la misma se correspondia con el tedrico para
esta enzima*'. Para intentar descifrar si el dominio C-terminal de la ThMST es el responsable
de esta migracion anomala en la SEC, seria necesario disefiar y caracterizar proteinas, sin este
dominio. Sin embargo, esta estrategia puede no resultar adecuada ya que cuando se intentd
truncar el dominio C-terminal de la LmMST recombinante, la proteina perdio solubilidad®.
De ocurrir algo similar con la 7ThMST, seria imposible realizar dichos estudios. En este
sentido, el alto grado de conservacion de secuencia alta entre 7TbMST y LmMST sugiere que
estas proteinas podrian comportarse de manera similar. Alternativamente, dado que no se
puede descartar completamente la posibilidad de que existan dimeros no covalentes, podria
repetirse la SEC empleando amortiguadores con diferentes fuerzas ionicas o pH, para intentar
favorecer o desfavorecer interacciones electrostaticas entre regiones de una misma o
diferentes subunidades de la 7bMST. Si bien aun faltan evidencias para poder afirmar con
certeza la forma oligomérica de la 7TbMST recombinante, estos resultados representan el

primer reporte de la conformacion en solucion de la forma activa de esta proteina.
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4.4 Produccion de anticuerpos anti-7ThMST en ratones

Previo a la inoculacion de animales, la contribucion de proteinas contaminantes en las
fracciones recogidas en la purificacion fue analizada mediante densitometria sobre el gel
correspondiente. En todas las fracciones analizadas (FNU 9-FNU 12), la 7hMST
representaba mas del 95% de la cantidad total de proteina presente, y por tanto se considerod
que estas muestras eran de calidad adecuada para la inmunizacion. En la Figura 22 (panel A:
carril 7) se muestra concretamente la FNU 10, representativa de las demas, ya que todas ellas
fueron similares en composiciéon y concentracion de proteinas. Con el pool de estas
fracciones se genero el suero murino anti-7bMST empleando el protocolo que se esquematiza

en la Figura 17.

La especificidad y titulo de los sueros policlonales obtenidos de cada ratéon en distintos
puntos del protocolo de inmunizacidon fueron evaluados por Western blot, empleando la
ThbMST recombinante y extractos celulares de la linea 514-1313 LUC SE ThMST de T.
brucei (la generacion de esta linea se describe en la seccion 4.5). El uso de extractos
celulares de parasitos proporciona informacion acerca de la especificidad de los sueros en la
deteccion de la ThMST con respecto a otras proteinas o epitopes en muestras de interés. A su
vez, esta linea celular, ademds de expresar la ThMST endogena, sobreexpresa una copia
ectopica de la 7bMST de mayor tamafio debido a la presencia de una doble etiqueta de
c-myc. Por lo tanto, su uso permite evaluar la capacidad de los sueros para detectar

cantidades y especies de la proteina en el modelo celular de interés (7. brucei brucei BSF).

El andlisis de los sueros permite evidenciar que luego del primer refuerzo, todos los animales
lograron generar anticuerpos especificos contra la 7pMST (Figura 27). Ademas de la
TbMST, se observa la deteccion de otras bandas minoritarias, posiblemente correspondientes
a proteinas contaminantes remanentes del proceso de purificacion. Aunque se logra detectar
de buena manera la 7hMST, no representa la misma exigencia la deteccion de la proteina
recombinante pura y la deteccion de la proteina en un extracto celular. Por esto, se decidid
seguir adelante con el proceso de inmunizacion y para las extracciones siguientes analizar el
incremento de selectividad y titulo contra la 7pMST utilizando también un extracto de
parasitos. Luego del segundo refuerzo (Figura 28, panel A), se observa una mejor deteccion

de la proteina recombinante y una baja deteccion de la proteina endogena y de la copia

55



ectopica, detectindose inicamente esta ltima con el suero del raton 2. Es por esta razon que
se prosiguid a dar el tercer y ultimo refuerzo a los animales, y repetir la deteccion con los
sueros provenientes de los sangrados finales (Figura 28, panel B). Si comparamos estos
resultados con los sueros anteriores, se puede constatar un incremento del titulo de
anticuerpos contra la 7ThMST para los sueros provenientes de los tres ratones. Esto se
evidencia en un incremento de la sefial contra la proteina recombinante y ambas copias de
TbMST (endogena y ectopica) presentes en el extracto de 7. brucei, aunque para este ultimo
caso, la mejora no es tan evidente. Si bien todos los animales lograron generar anticuerpos
contra la proteina, y su produccion fue mejorando hasta el ultimo refuerzo, es notorio que no
todos los sueros poseen el mismo titulo de anticuerpos contra la proteina expresada por los
parasitos, siendo el suero del ratéon 2 el que posee menor capacidad de deteccion. Para la
inmunodeteccion de la THMST en todos los ensayos de Western blot e inmunofluorescencia
mostrados mas adelante, se utilizo el suero proveniente del sangrado final del raton 20. Si
bien en capacidad de deteccion los sueros provenientes de los ratones 0 y 20 parecen ser

similares, se opt6 por utilizar el 20 por motivos practicos y para facilitar comparaciones.

Suero Suero Suero Post-ler
Pre-inmune Post-inmunizacion refuerzo

MPM O 2 20 O 2. 20 0 2 20
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Figura 27. Deteccion de la 7ThMST recombinante con los sueros anti-7hMST por Western blot. Se sembro
en cada carril 250 ng de la forma recombinante de la enzima y se incubd con los sueros pre-inmune,
post-inmunizacién y post-ler refuerzo de los ratones 0, 2 y 20. Se corrid6 un mismo gel con proteina
recombinante en tantos carriles como fue necesario, luego se transfirio a la membrana y se recortaron tiras de la
misma para poder incubar cada una de ellas con el suero correspondiente. Todas las tiras fueron reveladas al
mismo tiempo. En todos los casos se us6 una dilucion 1:500 del suero correspondiente. Como marcador de peso

molecular se utilizo el Color Prestained Protein Standard, Broad Range (10-250 kDa) (NEB).
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Figura 28. Evaluacion de los sueros finales anti-7ThMST por Western blot. Se evaluaron los sueros post-2do
refuerzo (A) y los sueros provenientes del sangrado final (B) de los ratones 0, 2 y 20, empleando la proteina
recombinante (REC) (250 ng por carril, para el panel A y 75 ng por carril para el panel B) y un extracto de
parasitos sobreexpresantes de 7hMST (SE) (3 millones de células por carril). Si bien el panel A y B muestran
diferentes membranas, ambas fueron reveladas con el mismo kit, y con el mismo tiempo de exposicion para
facilitar comparaciones. Dentro de cada panel, las 3 tiras pertenecen a la misma membrana, que debid ser
recortada para poder incubar cada tira con el suero correspondiente. En todos los casos se us6 una dilucion
1:2.000 de los sueros mencionados. Como marcador de peso molecular (MPM) se utilizo el PageRuler™

Prestained Protein Ladder, 10 to 180 kDa (Thermo Scientific).

4.5 Generacion y caracterizacion in vitro de una linea de 7. b. brucei sobreexpresante

para ThMST

La linea sobreexpresante fue generada con el objetivo de evaluar si una sobreexpresion de la
TbMST representaria algiin beneficio para el parédsito. Ademas, dado que la proteina ectopica
expresada por esta linea celular posee una doble etiqueta de c-myc, la cual puede ser

empleada para monitorear y cuantificar su nivel de expresion.

Para la generacion de esta linea, se transfectaron parasitos de la linea 514-1313 LUC con la
construccion pHD 1700 76MST c-myc,. Esta linea fue elegida por ser bioluminiscente, una
herramienta especialmente util para el seguimiento in vivo del proceso de infeccion. A partir
del dia 6 post-transfeccion se detectd la proliferacion de clones celulares. Se obtuvieron 8
clones, de los cuales se seleccionaron 4 para evaluar la induccion de la expresion de la
THbMST con doble etiqueta de c-myc. Para este propdsito, la expresion de 7TbOMST c-myc, se

indujo durante 72 horas y se evalu6 mediante Western blot con un anticuerpo comercial
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anti-c-myc. Como se observa claramente en la Figura 29, panel A, la expresion de esta
proteina en presencia de tetraciclina no es homogénea para todos los clones. En dos de ellos
(clon 1 y 4) se detecta una unica banda del peso molecular esperado (44,7 kDa) para la copia
ectopica de la 7bMST, mientras que en los otros dos clones no. Otro aspecto a notar es que
para los clones 1 y 4, la banda se detecta en los cultivos realizados en ausencia de inductor, si
bien su intensidad es menor que la correspondiente a los cultivos inducidos. Este fenomeno
de expresion en ausencia de inductor conocido como leakiness o fuga del promotor, es un

81,82

problema frecuente en los sistemas de expresion regulados por tetraciclina®** y pareceria ser

altamente variable en 7. brucei®®.

Para intentar reducir o eliminar la fuga del promotor, los parasitos se cultivaron en presencia
de una concentracion mas elevada de bleomicina, antibidtico de seleccion del plasmido pHD
1313 integrado en el genoma de la linea usada, que también posee dos copias de la secuencia
codificante de TetR. Esta estrategia de incrementar la presion de seleccion es una
aproximacion que se utiliza para generar dobles knock out (KO) a partir de un simple knock
out a través de recombinacion mitdtica, un sistema presente naturalmente en 7. brucei®. De
hecho, se encuentran reportados casos donde esta estrategia fue exitosa®®*. Debido a que
proximo al gen que otorga la resistencia a bleomicina, se encuentran las secuencias que
codifican para TetR (por el disefio de la construccion pHD 1313) si se diera el fenomeno de
recombinacion, podria esperarse que esto dé lugar a un incremento en el minimo de copias de
TetR y por lo tanto a un mayor nivel de su expresion. Concentraciones elevadas de TetR
deberian reducir significativamente el fenomeno de /eakiness. Primero se probo cultivar con
una concentracion de bleomicina que duplicara la que se estaba utilizando (0,4 pg/mL).
Después de 4 pasajes, esos parasitos se cultivaron con una concentracion de bleomicina igual
al triple de la inicial (0,6 pg/mL). Entre las dos nuevas concentraciones del antibiotico, se
realizaron en total 10 pasajes, lo cual equivale a 3 semanas de cultivo. No se ensayaron
mayores concentraciones de bleomicina dado que las células se murieron luego de dos
semanas de cultivo con 0,6 pg/mL de este antibidtico. Luego de una induccion de 48hs con
tetraciclina, se evalud y compard la expresion de la 7TbMST c-myc, por Western blot. Como
se muestra en la Figura 29, panel B, no se observan grandes diferencias en la expresion de
TbMST c-myc, en las condiciones (+) y (-) TET para ninguna de las concentraciones de
bleomicina, indicando que esta estrategia no logro6 silenciar la expresion basal de la copia

ectopica de 7TbMST.
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La falta de una expresion diferencial de la 7TDMST c-myc, entre las condiciones (+) y (-)
inductor impidid realizar una caracterizacion fenotipica in vitro de esta linea celular. Si bien
con fines comparativos se podria haber utilizado la linea de base 514-1313 LUC, esto no seria
del todo apropiado, ya que la modificacion genética realizada para generar la linea celular SE
implica el empleo de un agente de seleccion (higromicina) contra el cual la linea parental
muestra sensibilidad. En ese caso hubiese sido necesario generar una linea celular 514-1313
transfectada con el pldsmido pHD 1700 carente de inserto. Por esta razon, y porque se
pudieron generar anticuerpos especificos anti-7ThMST es que se avanzod hacia la generacion y

caracterizacion de la linea ARNi de ThMST.

A
Clon 1 Clon 2 Clon 3 Clon 4
Clon 1 Clon 2 Clon 3 Clon 4
Tet + - + - + -+ -
Tet + - + - o+ - o+ -
TbMST_c-myc, — —
Ponceau S
B
Bleomicina Bleomicina
.. .. 0.2 pg/mL 0,6 pg/mL
Bleomicina Bleomicina -
Tet <+ - o+ -
0,2 pg/mL 0,6 pg/mL
Tet + - + -

TEMST _c-myc, N — - —

Ponceau S

Figura 29. Anélisis de la expresion de la 7TbMST_c-myc, en clones de 7. brucei sobreexpresantes para esta
enzima por Western blot. (A) La deteccion se realizod en extractos de parasitos obtenidos a partir de 4 clones
sobreexpresantes, cultivados por 72 hs en presencia de 0,2 pg/mL de bleomicina. El revelado de esta membrana,
a diferencia del resto en este trabajo, se realizd con el kit SuperSignal™ West Femto Maximum Sensitivity
Substrate (Thermo). (B) La deteccion se realizé en extractos de parasitos del clon sobreexpresante 1, cultivados
por 48 hs en presencia de 0,2 pg/mL o 0,6 pg/mL de bleomicina. Los parésitos fueron cultivados con una
concentracion incrementada de antibidtico por el total de 10 pasajes (3 semanas). Para todas las condiciones, se
estudio el crecimiento de los clones inducidos (+TET) y no inducidos (-TET) con 1 pg/mL de tetraciclina. Se

sembro el extracto correspondiente a 5 millones de parasitos en cada carril. La deteccion de la TAMST _c-myc,
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se realiz6 utilizando una dilucion 1:500 del anticuerpo anti-c-myc. La tincion con Ponceau S permite la tincion

de las proteinas totales presentes en la membrana.

4.6 Generacion y caracterizacion fenotipica in vitro de una linea de 7. b. brucei ARNi

para TbMST

Para la generacion de la linea ARNi para la TOMST se optd por utilizar una construccion de
tipo tallo-bucle o shRNAi (construccion pHD 677 shRNAi 76MST). La ventaja que posee
esta estrategia de ARNI frente a la basada en una construccion con doble promotor T7, es que
los niveles basales de transcripcion, en ausencia del inductor, son normalmente menores

(menor fuga del promotor)®’.

Debido a los problemas de expresion basal en condiciones no inductoras que presentd la linea
sobreexpresante generada sobre 514-1313 LUC, y un intento no exitoso de generar una linea
ARNI sobre esta misma base, se decidio transfectar pardsitos de las lineas celulares 449 y
514-1313. Los parasitos que incorporaron el plasmido se seleccionaron por su resistencia a la
higromicina. A partir del dia 6 post-transfeccion se detectd la proliferacion de clones
celulares. Se obtuvieron 6 clones para la linea generada sobre 449 y 3 clones para los

derivados de la linea 514-1313.

De todos los clones obtenidos, se seleccionaron para la caracterizacion in vitro 2 clones de
cada una de las lineas (clones 1 y 2 derivados de 449 y clones 3 y 4 derivados de 514-1313).
En primera instancia todas ellas se cultivaron durante 48 horas en presencia de tetraciclina y
la expresion de la 7TbMST fue evaluada por Western blot (Figura 30). Al cabo de este tiempo
se observa un marcado silenciamiento de la expresion de la enzima en todos los clones. Es de
notar que, para todos los clones menos para el 1, el nivel de expresion de la 7bMST en
ausencia de tetraciclina es practicamente igual al de las lineas de base, de acuerdo a
estimaciones de densitometria y normalizando por el control de carga. Para el clon 1, el bajo

nivel de 7hbMST observado en condiciones (-) TET sugiere una fuga en la transcripcion del

shRNAIi para la 7TbMST.

Como control de carga en el Western blot se recurrid a las proteinas triparredoxina (TXN) y

triparredoxina peroxidasa (TXN Px). Dado que las dos son proteinas con comportamiento
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housekeeping involucradas en el metabolismo redox de 7. brucei, se optod por utilizar ambas
en caso de que la concentracion de alguna de ellas cambiara por la regulacion a la baja de la
expresion de la MST. Idealmente, se deberia emplear como control de carga una proteina de
expresion constitutiva que no esté relacionada al metabolismo o funcion de la proteina de
interés. En el laboratorio el unico anticuerpo disponible contra una proteina de estas
caracteristicas era uno anti-aldolasa, cuyo uso como control de carga no fue posible dado que
su peso molecular (aprox. 40 kDa) es proximo al de la 7ThMST.
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Figura 30. Analisis del silenciamiento de la 7bAMST por medio de shRNAi en clones de 7. brucei y

comparacion con las lineas de base 449 y 514-1313. Se cultivaron los parasitos por 48 hs, partiendo de una
densidad inicial de 10° parésitos/mL, y se estudio la expresion de la enzima (recuadrado en rojo) en presencia y
ausencia de inductor (Tet). Los clones 1 y 2 son derivados de la linea 449 y los 3 y 4 son derivados de la
514-1313. Se sembro el extracto correspondiente a 2,5 millones de parasitos en cada carril. Como control de
carga se utilizaron las proteinas triparredoxina (TXN) y triparredoxina peroxidasa (TXN Px). La deteccion se

realiz6 utilizando una dilucion 1:500 del suero anti-7AMST o 1:32.000 de los sueros anti-TXN Px y anti-TXN.

Para evaluar el fenotipo de crecimiento de los parasitos se realiz6 una curva de crecimiento
con repiques cada 24 horas, partiendo de una densidad inicial de 10° parasitos/mL (Figura
31, panel A). Esta modalidad tiene como ventaja (en comparacidbn con una curva de
crecimiento continuo) que el cultivo se puede extender en el tiempo, manteniendo las células
en una fase de crecimiento exponencial continua y cosechando cada 24 horas una cantidad
suficiente de células para evaluar el silenciamiento de la TbMST por Western blot. En cuanto
al crecimiento, no se observaron diferencias entre las condiciones (+) y (-) TET para ninguno
de los clones derivados de ambas lineas de base. Tampoco se observaron diferencias a nivel
de morfologia o motilidad celular. El silenciamiento de la 7TbMST fue similar para todos los
clones, salvo para el clon 1 (Figura 31, panel B). Para los clones 2 a 4, no solo se logra un

silenciamiento mayor, sino que este se evidencia desde las 24 hs, y se mantiene en el tiempo.
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En el caso del clon 1, ademéas de haber un menor silenciamiento en la expresion de la
ThMST, también pareceria haber leakiness, y la disminucion en la expresion de esta enzima

en ausencia de inductor parece que aumenta en el tiempo.
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Figura 31. Curva de crecimiento con repique diario para distintos clones de las lineas 449 y 514-1313
shRNAi ThMST de T. brucei y analisis del silenciamiento por Western blot. Los clones 1y 2 son derivados
de la linea 449 y los 3 y 4 son derivados de la 514-1313. (A) Graficos de densidad celular en funcion del tiempo
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para los diferentes clones crecidos en presencia (+TET) y ausencia (-TET) de tetraciclina (1 pg/mL). Los
graficos se corresponden con curvas de crecimiento en modalidad con repiques, donde cada 24 horas se realizd
el recuento y los parésitos fueron re-sembrados a una densidad de 10° parasitos/mL. (B) Cada 24 horas se
analizo la expresion de la enzima por Western blot (recuadrado en rojo). Se sembro el extracto correspondiente a
2 millones de parasitos en cada carril. Como control de carga se utilizaron las proteinas triparredoxina (TXN) y
triparredoxina peroxidasa (TXN Px). La deteccion se realizo utilizando una dilucion 1:500 del suero

anti-7ThbMST o 1:32.000 de los sueros anti-TXN Px y anti-TXN.

Dado que no se observo un fenotipo para los clones inducidos, se decidi6 realizar una curva
de crecimiento continuo para dos de los clones (Figura 32). La diferencia con la curva
anterior es basicamente que en este caso se permite que los parasitos completen su ciclo de
crecimiento in vitro. La fase estacionaria representa un estrés agregado para el cultivo celular
dado que en esta etapa es cuando se alcanzan densidades celulares altas, los nutrientes
disponibles en el medio comienzan a escasear, se produce la acidificacion del medio y la
acumulacion de productos del metabolismo. Ademas, si la proteina fuera relevante en la fase
estacionaria del crecimiento del pardsito y no en la exponencial, este efecto no se podria
evidenciar en una curva de crecimiento con repiques. Para esta nueva curva, se parti6é de una
densidad inicial de 10° y 8x10* parasitos/mL para el clon 2 y 3, respectivamente, y los
cultivos se contaron cada 24 horas. Como en la curva de crecimiento anterior, no se
observaron diferencias fenotipicas ni en el crecimiento ni en la morfologia o motilidad celular
entre las condiciones (+) y (-) TET. Se verific6 el mantenimiento del silenciamiento de la
TbMST en la fase estacionaria por Western blot (Figura 34, panel B). La cosecha a las 48 hs

se utilizo para estimar la concentracion intracelular de la proteina en esta linea (seccion 4.7).
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Figura 32. Curva de crecimiento continuo para distintos clones de las lineas 449 y 514-1313 shRNAi
TbMST de T. brucei. El clon 2 es derivado de la linea 449 y el clon 3 es derivado de la linea 514-1313. La
densidad de partida es de 10° y 8x10* parasitos/mL para los clones 2 y 3 respectivamente. El grafico representa
el crecimiento continuo de los clones durante 72 horas, donde cada 24 horas se realiz6 el recuento y cosecha de

los parasitos. Se estudi6 el crecimiento de ambos clones inducidos (+TET) y no inducidos (-TET).

Frente a una falta de fenotipo diferencial entre los clones inducidos y no inducidos en
condiciones estandar de cultivo, y dado el potencial rol de la MST como antioxidante, se
realizaron pruebas preliminares de viabilidad celular frente a condiciones de estrés oxidativo.
Para estas pruebas se utilizé solamente al clon 2 shRNAi 7bMST. Las densidades celulares a

las 24 horas se muestran en la Figura 33, panel A.

El tratamiento con 1 uM de hidroperdxido de cumeno fue altamente toxico para las células,
no recuperandose parasitos vivos a las 24 horas. El agregado de peroxido de hidrogeno 20
uM llevo a una inhibicion del crecimiento de aproximadamente un 50% al cabo de 24 horas,
similar a lo reportado previamente en un trabajo de nuestro laboratorio para 7. brucei®, y en
la bibliografia para L. major**. Nuevamente, no se observo un fenotipo diferencial en el
crecimiento, ni en la motilidad o morfologia celular si comparamos la condicion inducida y
no inducida por tetraciclina. Se podria decir que niveles de expresion sostenidamente bajos de
esta proteina no afectan la viabilidad de la forma infectiva de 7. brucei bajo condiciones de

cultivo in vitro tanto 6ptimas como subdptimas.

Investigaciones previas realizadas sobre MST de mamiferos emplearon un inhibidor de esta
enzima sobre cultivos celulares para poner en evidencia la relevancia funcional de la misma’®.
En este trabajo se decidi6 emplear una aproximacion similar, esperando que este inhibidor
fuera efectivo sobre la 7TbMST. Con este objetivo, parasitos de la linea celular shRNAi
TOMST crecidos en ausencia y presencia de TET fueron tratados con 5 uM del inhibidor de
MST de mamiferos (I3-MT-3). Para los cultivos con el inhibidor, el crecimiento de la
condicion (+) fue un 15% menor si se compara con la condicion (-) TET (Figura 33, panel
B). Si bien alentador, este resultado preliminar debe ser tratado como tal y sometido a
pruebas confirmatorias adicionales ya que: i) se requieren réplicas experimentales, ii) debe
determinarse si este compuesto inhibe a la 7ThMST (ensayos con proteina recombinante). En
este sentido, vale la pena aclarar que para cuando se realizé este experimento, este inhibidor

no alter¢6 la actividad de la LmMST recombinante in vitro a una concentracion superior al ICs,
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reportado para la MST de raton. Las condiciones de este ensayo fueron 0,14 pM de enzima,
15 uM de inhibidor y 25 minutos de preincubacion a 25°C (Comunicacion personal: Dayana

Benchoam, Laboratorio de Enzimologia, Facultad de Ciencias).

Ademas de estudiar el crecimiento, también se analizo la expresion de la MST por Western
blot con el fin de determinar diferencias en la expresion de la 7hMST, en condiciones de no
induccion, y en la magnitud en del silenciamiento, como consecuencia de estos tratamientos
(Figura 33, panel C). Se compararon por densitometria sobre la membrana las diferentes
bandas normalizadas por el control de carga y no se observaron diferencias en el contenido de
THhMST entre los cultivos control y aquellos tratados con perdxido de hidrégeno. En cuanto al
cultivo incubado con el inhibidor, llama la atencion que la expresion de la MST es menor en
ambas condiciones ((+) y (-) TET) respecto del cultivo control (no tratado con inhibidor),
pero ademas la razéon (-)/(+) TET es aproximadamente el doble que para los otros dos
cultivos mencionados anteriormente. Sin embargo, con solo 1 experimento, es dificil intentar
buscar una explicacion a este fendémeno. Para asegurar una significancia y reproducibilidad,

el experimento deberia repetirse, y con diferentes réplicas en paralelo.
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Figura 33. Crecimiento de la linea shRNAi 7ThMST (449) de T. brucei y expresion de ThMST luego de 24
horas de crecimiento en presencia de diferentes estimulos. La densidad de partida del cultivo fue de 3x10°
parasitos/mL, y se utilizo el clon 2 shRNAi 7hMST, derivado de la linea 449. (A) Densidad celular luego de 24
horas de incubacion con sustancias generadoras de estrés oxidativo (20 uM de peréxido de hidrégeno (H,0,) o
1uM de hidroperdxido de cumeno (Cu-OOH)) y para el control, cultivado en condiciones estandar para 7.
brucei. (B) Densidad celular luego de 24 horas de incubaciéon con un 5 pM de un inhibidor de la MST de
mamiferos. Para todas las condiciones, se estudio el crecimiento del clon inducido (+TET) y no inducido
(-TET), agregandole al mismo tiempo el inductor y los estimulos al cultivo. (C) A las 24 horas se estudiaron los
cambios en la expresion de la enzima por Western blot para las distintas condiciones. Se sembro el extracto
correspondiente a 2 millones de parasitos en cada carril. Como control de carga se utilizaron las proteinas
triparredoxina (TXN) y triparredoxina peroxidasa (TXN Px). La deteccion se realizé utilizando una dilucion

1:500 del suero anti-76MST o 1:32.000 de los sueros anti-TXN Px y anti-TXN.
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4.7 Determinacion de la concentracion intracelular de la 7bMST

Se estim6 la concentracion intracelular de la 7bMST en las lineas de base 449 y 514-1313,
asi como en la linea shRNA1 (de base 449) por Western blot. Para los estudios con esta ultima
se utilizé el clon 2 por haber sido el que mostré el mayor nivel de silenciamiento de la
THbMST, lo cual permitié estimar la maxima regulacion a la baja de la enzima conseguida con
esta linea. Para esto, se cultivaron parasitos durante 48 hs, partiendo de una densidad de 10°
parasitos/mL y luego se realizd la cosecha. Para el caso de la linea shRNAI, la induccion se

mantuvo durante las 48 hs de cultivo.

Se sembraron en paralelo extractos de parasitos y diferentes cantidades conocidas de 7TbMST
recombinante a modo de curva de calibracion. Para construir dicha curva se eligio en base a
Western blot anteriores, un rango de concentracion de 7hMST recombinante (0,5 a 5 ng) que
comprendiera el nivel de intensidad de sefal de la banda de la 7bMST en los extractos de
parasitos. Los resultados se muestran en la Figura 34. En cuanto a las lineas de base, para
obtener una mejor estimacion, se sembraron dos cantidades distintas de parasitos y la masa
de la enzima fue estimada realizando un promedio (normalizando por la cantidad de

parasitos).

A partir de esta masa calculada, teniendo en cuenta el peso molecular de la 7hMST, y
considerando el volumen celular de 58 femtolitros reportado para T. brucei BSF¥, podemos
estimar una concentracion intracelular aproximada de 80 nM y 95 nM para las lineas de base
514-1313 y 449 respectivamente. Esta estimacion solo es valida asumiendo que la enzima se
distribuye de manera homogénea en todo el citosol, como parece ser el caso en base a lo
observado por inmunofluorescencia (ver seccion 4.8). Para la linea shRNAI, la concentracion
intracelular de la 7bMST en condiciones de no induccién fue similar a la estimada para la
linea de base correspondiente. Sin embargo, no es posible conocer la concentracion de la
condicién inducida a través de interpolacion en la curva de calibracion ya que la masa de la
banda se encuentra por debajo del primer punto de dicha curva. No obstante, del analisis de
densitometria se desprende que la banda correspondiente a la condicion (+) TET representa
un 10% de la banda (-) TET, lo cual sugiere que el silenciamiento de 7pMST logrado en este

clon fue de aproximadamente un 90%.
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Figura 34. Determinacion del contenido intracelular de 7TbOMST en las lineas 449, 514-1313 y en la linea
shRNAi ThMST de T. brucei. Los parasitos fueron cosechados luego de 48 hs de cultivo, partiendo de una
densidad de 10° parasitos/mL. Se analizaron por Western blot los lisados de parasitos correspondientes a dichas
lineas, y las bandas de la proteina detectada fueron analizadas por densitometria. Se construyeron curvas de
calibracion con diferentes cantidades de la 7hMST recombinante y se realizd un ajuste lineal. Los valores
obtenidos por densitometria se interpolaron en las curvas de calibracion para obtener la concentracion
intracelular de la enzima. (A) Western blot y curva de calibracion para las lineas de base 449 y 514-1313 (R*=
0,993). (B) Western blot y curva de calibracion para el clon 2 de la linea sShRNAi 7hMST (R* = 0,989). La

tincion con Ponceau S permite la tincion de las proteinas totales presentes en la membrana.

68



4.8 Localizacion subcelular de la 7TbMST endogena

Para estudiar la localizacion de la 7bMST enddgena se realizaron ensayos de
inmunofluorescencia (IF) indirecta sobre la linea 449, usando como anticuerpo primario el
suero murino anti-7bMST generado en este trabajo. Dado lo reportado en la bibliografia para
la localizacion de la MST, se emplearon como marcadores de localizacion citosolica y
mitocondrial a la TXN Px y el reactivo mitotracker, respectivamente. Como se observa en las
Figura 35, la TbMST se distribuye a lo largo de toda la célula, salvo en los compartimentos
correspondientes al nucleo y kinetoplasto. También pareceria haber un area entre nucleo y
kinetoplasto que no tiene marca para la 7TbMST. La disposicion de esta enzima es homogénea
en el parasito, ya que la intensidad del fluoréforo practicamente no varia en el citosol

(excluyendo las areas antes mencionadas).

Luego se realiz6 un anélisis de colocalizacion sobre el stack completo de imagenes obtenidas.
Se considera que dos proteinas colocalizan si se encuentran en el mismo compartimento
espacial. Si los compartimentos se encuentran bien separados espacialmente, una
aproximacion visual podria funcionar como primera estimacion para discriminar si existe o
no colocalizacion. Sin embargo, si los compartimentos no son visualmente distintos, se
necesita realizar un analisis cuantitativo’. Este es el caso para la ThMST y la TXN Px, donde
si se mira la superposicion de las marcas, podria pensarse que existe colocalizacion de ambas.
Para el caso de la 7ThMST y la mitocondria, el analisis de superposicion de imagenes sugiere

una localizacion parcial pero no total de la 7bMST en la mitocondria del parasito.
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Figura 35. Localizacion subcelular de la ThMST en la linea 449. En la figura se muestran imagenes de IF de

Tb 449
Control secundario T. b 449

Th 449

microscopia confocal. Se emplearon parasitos en fase exponencial tardia. Para marcar la TbMST se utilizé un
anticuerpo primario anti-7hMST (dil 1:250) y uno secundario conjugado al fluoréforo Alexa Fluor 488 (verde)
(1:1000), para marcar a la TXN Px (proteina citosélica) se utilizé un anticuerpo primario anti-TXN Px (dil
1:1000) y uno secundario conjugado al fluor6foro Alexa Fluor 594 (rojo) (1:1000), y para marcar la mitocondria
se utilizé el colorante fluorescente Mitotracker. Ademas, se utilizO DAPI para tefiir el ADN (azul) nuclear y
mitocondrial (kinetoplasto). El control secundario se realizé siguiendo el mismo procedimiento que para las

otras células, omitiendo la incubacion con el anticuerpo primario.
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Para el analisis cuantitativo de colocalizacion se utiliz6 el plugin JACoP del programa Fiji.
La ventaja de este plugin frente a otras herramientas de colocalizacién disponibles en el
mismo programa, es que permite definir umbrales manuales. Esto asegura que el “ruido” de
la imagen no sea considerado en el andlisis ya que podria falsear los resultados obtenidos. El
analisis se basd en el estudio del coeficiente de correlacion de Pearson (CCP) y los
coeficientes de Manders (M1 y M2) para estudiar la colocalizacion de las marcas
correspondientes a la MST y TXN Px o MST y mitocondria. E1 CCP es uno de los estandares
usados para describir el grado de solapamiento entre dos patrones. Su valor varia desde +1 a
-1, con +1 siendo total correlaciéon positiva y -1 total correlacion negativa, con cero
significando no correlacion®. Si bien es 1til como primera aproximacion, no es suficiente.
Una caracteristica de este coeficiente es que no es sensible a las diferentes intensidades. Por
ejemplo, si la intensidad de la marca roja es la mitad de la verde, el CCP nunca serd 1, por
mas de que exista una correlacion perfecta entre ellas. Es por eso que también se calcularon
los coeficientes de Manders, que definidos como los coeficientes de colocalizacion, pueden
ser determinados cuando las intensidades de sefiales de las distintas marcas difieren
fuertemente®. Estos coeficientes varian desde 0 a 1, el primero corresponde a imagenes no
solapantes, y el ultimo refleja 100% de colocalizacion entre ambas imagenes. Los
coeficientes de Manders dan informacion acerca de qué proporcion de un fluordforo
colocaliza con el otro, M1 indica qué proporcion de la marca roja se solapa con la verde y M2
vice versa’. Mientras que el significado de los valores extremos de cualquiera de estos
coeficientes es generalmente claro, los valores intermedios son dificiles de interpretar,

excepto cuando se usan en estudios comparativos’.

A modo de validacion, también se realizé el Test de randomizacién de Costes, que es una
comparacion estadistica para eliminar la hipotesis de colocalizacion por azar. Basicamente, se
generan imagenes aleatorias reordenando los pixeles de la imagen original, y se calculan
nuevos CCP. Estos son comparados con el original y se calcula la significancia (p-valor). El
p-valor, expresado como porcentaje se correlaciona inversamente con la probabilidad de
haber obtenido el CCP de la imagen original por azar. Si el 95% de los CCP obtenidos a
partir de las imagenes randomizadas son peores que el CCP para la imagen original, entonces
los coeficientes de Manders son confiables’*”. Para la randomizacion de Costes se definio
que el programa genere 100 imagenes aleatorias para establecer la comparacion. Los valores

obtenidos con el programa se muestran en la Tabla 1.
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Tabla 1: Resultados del analisis cuantitativo de colocalizacion realizado con el programa Fiji y el plugin JACoP.
Se muestran los coeficientes de Manders (M1 y M2), el coeficiente de correlacion de Pearson y el p-valor

arrojado para el Test de randomizacion de Costes.

Muestra M1 M2 Coeficiente de correlacion Test de
de Pearson Costes (%)
ThbMST-mitocondria 0,830 0,296 0,414 100
TEMST-TXN Px 0,807 0,907 0,772 100

El valor del coeficiente de Pearson de 7ThMST-mitocondria no permite extraer conclusiones
por si mismo ya que es menor a 0,5. Si se lo compara con el obtenido para TbOMST-TXN Px,
este ultimo se acerca mas al valor de una correlacion perfecta (+1). Es importante notar que,
aunque existiera colocalizacion total entre estas dos marcas, el CPP nunca seria (+1) en este
caso porque la marca de la TXN Px (rojo) no es igual de intensa que la marca
correspondiente a la 7bMST (verde). Para los dos CPP, el p-valor del Test de Costes fue
100%, es decir que la probabilidad de que los valores sean producto del azar es 0. En cuanto a
los coeficientes de Manders, el M1 que representa la proporcion de la marca roja que
colocaliza con la verde, es alto y similar en ambos casos. Con respecto a M2, que representa
la proporcion de marca verde que colocaliza con la roja, este valor es significativamente
mayor para TbOMST-TXN Px que para 7TbMST-mitocondria. Por si solo, este tltimo valor no
permite extraer conclusiones acerca de la colocalizacion, pero al realizar la comparacion, es
claro que el solapamiento de las marcas entre 7APMST y TXN Px es mejor que el

solapamiento para la 7o MST y la mitocondria.

Tomando todo esto en consideracion, se puede concluir que las proteinas 7bMST y TXN Px
colocalizan en las imagenes analizadas ya que su correlacion y su solapamiento obtenido por
los valores del coeficiente de Pearson y los coeficientes de Manders fueron muy buenos. Al
ser la TXN Px una proteina citosoélica, se extrae del analisis que la 7ThMST también lo es.
Esta enzima pareceria no ser mitocondrial. Sin embargo, no es posible asegurarlo ya que los
valores obtenidos de colocalizacion para la 7ThMST y la mitocondria no son concluyentes por
si mismos. Si bien estos valores no fueron de utilidad para este propodsito, si fueron utiles para
realizar la comparacion con los valores obtenidos para la 7TbMST y TXN Px, y tener mayor

certeza sobre la localizacion citosolica de la TOMST en el parasito.
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5. Conclusiones y Perspectivas

En el presente trabajo se generaron herramientas valiosas para la caracterizacion de la
3-mercaptopiruvato azufretransferasa de 7. brucei: 1) se disefid una construccidon para la
expresion de la TbMST en E. coli, y se logré expresar esta proteina en forma soluble y en
grandes cantidades; ii) se produjo un suero murino anti-7hMST, empleando la proteina
recombinante; iii) se generaron lineas transgénicas sobre la forma BSF monomorfica de 7.

brucei: una linea sobreexpresante y una ARNi, para la TbMST.

La enzima recombinante de E. coli pudo ser obtenida con un buen grado de pureza, de
alrededor del 95%. Se estudi6 la actividad de la 7ThMST empleando cianuro como aceptor de
azufre y se mostrd que esta actividad es comparable a lo reportado en la bibliografia para la
MST de otro tripanosomatido, Leishmania major. Como se mencion6 en la seccion 2.7, aun
no se ha determinado cual seria el aceptor fisiologico de las MSTs de tripanosomatidos. Para
contribuir a una caracterizacion bioquimica mas completa de la 7bMST, se plantea entonces
como perspectiva de este trabajo, evaluar in vitro la actividad de la triparredoxina y de la
tiorredoxina de 7. brucei como sustratos aceptores de azufre. Para ello se emplearia un
ensayo enzimatico acoplado con NADPH, triparredoxina reductasa de 7. brucei (ThTR),
tripanotion, y triparredoxina (76TXN) o tiorredoxina (7bTrx) de T. brucei, ademas de la
THbMST. En este ensayo, si la TbTXN/ThTrx es capaz de actuar como aceptor de azufre, la
proteina se oxidara y el sistema redox consumira entonces NADPH para reciclarla. El
consumo de NADPH puede seguirse a través de la caida de absorbancia a 340 nm (a esta
longitud de onda la el NADPH absorbe mientras que el NADP+ no). Tanto la 76TR como la

ThTXN y la ThTrx estan disponibles en forma recombinante en nuestro laboratorio.

Se pudo determinar que la forma recombinante, activa y de secuencia completa de la 7TbMST
presenta un comportamiento andmalo en filtracion en gel. El radio hidrodinamico observado
para la proteina sugiere que la misma no presenta una conformacién compatible con un
monomero globular. Si bien aun faltan evidencias para poder afirmar con certeza la forma
oligomérica de la 7TbMST recombinante, los resultados obtenidos en este trabajo representan

el primer reporte de la conformacion en solucion de la forma activa de esta proteina.
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Con la ThMST recombinante también se generd un suero murino anti-7hMST, que fue una
herramienta clave para avanzar en la caracterizacion biologica de esta enzima. Se verifico que
la 7hbMST endogena de T. brucei se expresa tanto en la fase exponencial como en la
estacionaria de la forma sanguinea del pardsito. En esta ultima fase, se estimo la
concentracion intracelular de la proteina, que fue aproximadamente de 80 nM y 95 nM en las
dos lineas de base utilizadas (514-1313 y 449, respectivamente). Estos niveles son
comparativamente inferiores a los que presentan diferentes componentes del sistema redox
dependiente de tioles de estos parasitos (rango de concentracion 1-100 uM para TryS, TXN y
diferentes glutarredoxinas)®®“. También se confirmé que la ThMST se encuentra en el citosol
del parasito, dado que mediante analisis de colocalizacion de las sefiales de fluorescencia, la
marca correspondiente a la 7TbOMST colocalizé con la marca de otra proteina citosélica: TXN
Px. Dado que el andlisis cuantitativo de colocalizacion de la TOMST con la mitocondria no
fue concluyente, no se puede descartar una localizacion parcial de esta proteina en la

mitocondria del parésito.

Respecto a la linea sobreexpresante generada para la 7hMST, su caracterizacion se vio
limitada ya que se observo el fenomeno de leakiness o fuga del promotor, que dio lugar a la
expresion de la copia ectopica de la proteina aun en ausencia de inductor. Cabe resaltar
ademds que las diferencias en niveles de expresion entre las dos condiciones fueron muy
pequefias. El inconveniente de no poder contar con una condicidon que no expresara esta

proteina en ausencia de inductor imposibilitd la caracterizacion fenotipica in vitro.

La otra linea transgénica generada en este trabajo, shRNAI para la 7hbMST, no present6 los
inconvenientes de la anterior, lo que permitié una caracterizacion mas completa. Para todos
los clones obtenidos se observd un marcado silenciamiento de la expresion de la enzima,
llegando hasta un 90% para el clon que logré la mejor regulacion a la baja. Al estudiar el
crecimiento de los clones inducidos y no inducidos, no se observaron diferencias ni en
condiciones estandar de cultivo ni frente a distintos estimulos, como la induccioén de estrés
oxidativo o el uso de un inhibidor de la MST de mamiferos. Dado que la técnica de ARNi no
permite suprimir de manera total la expresion del gen, es posible que ain concentraciones
bajas de la TbMST sean suficientes para sostener el metabolismo/funciones en el/las cual/es
¢ésta participa. Otra posibilidad es que no se trate de una enzima esencial para el parasito, al
menos en condiciones in vitro, ya sea porque sus funciones son prescindibles para la célula, o

porque existan enzimas redundantes, que puedan suplir una deficiencia de la 7ThMST. Con
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esta linea podrian realizarse ensayos de crecimiento en otras condiciones de estrés oxidativo,
dado el potencial rol antioxidante de la 7ThMST, y de infeccidon animal, donde las condiciones
son claramente diferentes a las del cultivo in vitro, y mas exigentes para el parasito dada la
disponibilidad restringida de nutrientes y la presencia de la respuesta inmune del hospedero,
entre otros factores. Asi como la MST contribuye a la patogénesis en otros organismos,
podria ocurrir algo similar para 7. brucei, y en ese caso la infeccion seria ideal para probar

esa hipotesis.

Por ultimo, seria interesante explorar la actividad MST en T. brucei, ya sea en las lineas de
base y/o en las transgénicas. Haciendo uso del ensayo enzimatico empleado para evaluar la
actividad de la 7TbMST recombinante, se podria intentar cuantificar la actividad 3MP:cianuro
en extractos de pardsitos, y observar si existen diferencias para las diferentes condiciones
(cultivos inducidos y no inducidos) en las distintas lineas. También seria de interés explorar
la funcion de biosintesis de H,S, intentando cuantificar la produccioén de esta molécula por
parte del parésito. Hasta el momento no existen reportes acerca de los niveles de la
produccion de H,S en T. brucei. Incluso, podrian estudiarse las diferencias de produccion en
la linea ARNi en condiciones de ausencia y presencia de inductor, para averiguar la
contribucion de la MST a la produccion total de H,S de la célula. Como primera
aproximacion, se ha probado medir el H,S en otro tripanosomatido, Leishmania tarentolae,
dada la certeza de que sus cultivos pueden crecer en frascos de cultivo cerrados (algo que se
desconoce para 1. brucei), y que, ademads, alcanzan densidades celulares mayores, dos
condiciones que permiten la acumulacion de H,S y posibilitan su deteccion. En caso de
obtenerse resultados favorables, restaria evaluar si es posible ajustar condiciones para adaptar

el ensayo a 7. brucei.
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Anexos

Anexo 1: Secuencias de los cebadores utilizados para la amplificacion de la 7ThMST

desde ADN genomico de 7. b. brucei, cepa 427.

Nombre Secuencia
Fo MST Ncol 5" CCATGGGCGACGGTTTGGGGCGTCTG 3’
Re MST* Kpnl 5" GGTACCTTACGTGTCTATGCGAGG 3’
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Anexo 2: Secuencia codificante y aminoacidica de la TbMST correspondiente a la cepa

427 de T. brucei brucei extraida de la base de datos TriTryDB (gene ID: Tbh427.07.5920)

Secuencia codificante de la ThOMST, 1125 pb

ATGCACGGTGACGGTTTGGGGCGTCTGCACCCCGGTAAGGTGTTCCTTACCATTGACGAGATTAAAAATGGCATATCTTCCTA
TCAGATCTTCGATGTCCGCTACGACCTCCGCAATAAAGAGTACGGTATCAACCAATACAACAAAGGGCATGTCGCGCGCGCCA
CATTTGTCGACTTGGATCGACACCTTAGCGGTCCCGTCGTGGAATGCAGCAAAGCACGGCACCCCATGCCAGACCCGCACGAG
TTTGTCGAGTGGTGCAAATCCAAGGGAATTGGCCACTTCAAGCCCGTCCTTTGCTACGATGACGAATGTGGGGCGATGGGGGC
GTGTCGGATGTGGTGGATGCTCAACGCCCTTGGTGTCGAGGCTTACGTAATGACATGTGGACTCAAGGCGTATGAAGCAGCAG
GTCTGCCCGTCGAGTCCACACCGTATGACAAGAACCAATCGACAAGCTATTGGCCTTACGCAACAGAGTTTAAGAGGCTGTTG
AAAATCAAAGACATTCCTCCCTGCGCACATATGGTCGACACACGACCCGCGCTGCGCTTCAACACGACCGTGCGACCATACGG
ACCCGACGATATCCCTGGTCATATCGAAGGCGCGGTCAACCTTCCGTACGATGTGAACATATTGTTAGTAAATCGGCACGAAA
AACGTTTGAGACCCAATGACGAATGTCGTAGTAACACTCTTAAGCTTCTTCAAGGAATGTGGGGTGGCGGTGAGCCTAATATT
TCCCACTGCGTATTTTACTGCGGTAGTGGGGTGACCGCTGCATTCAGCATTGCAGTTGCATATCACGTCGGACTCGGCGAGCC
CTATCTATATGCCGGTTCGTGGTCCGAATATGCAGACACATTTAACTTTACACTGGCGCGCCGTATCATTAAAGAGCACGGCT
TGCTCATAAGCATGGTCTCATCAAGTTTGCCGTATAACATGAAAGCTACTCTTAACAACGTTACCCTTGTTGTTGATGGTGTG
GTTGTAAACAATCCTGATGAGGAACTGAAACAGGCGCTAGTGCACCTCCACATTGGTGAAAAAGCACATGTAACGTTCAAAAG
TCAGCGACAGGCTGTCATAGAGGCTCATCCTCGCATAGACACGTAA

Secuencia aminoacidica de la ThMST, 374 aa

MHGDGLGRLHPGKVFLTIDEIKNGISSYQIFDVRYDLRNKEYGINQYNKGHVARATFVDLDRHLSGPVVECSKARHPMPDPHE
FVEWCKSKGIGHFKPVLCYDDECGAMGACRMWWMLNALGVEAYVMTCGLKAYEAAGLPVESTPYDKNQSTSYWPYATEFKRLL
KIKDIPPCAHMVDTRPALRENTTVRPYGPDDIPGHIEGAVNLPYDVNILLVNRHEKRLRPNDECRSNTLKLLOGMWGGGEPNI
SHCVFYCGSGVTAAFSIAVAYHVGLGEPYLYAGSWSEYADTEFNFTLARRITIKEHGLLISMVSSSLPYNMKATLNNVTLVVDGV
VVNNPDEELKQALVHLHIGEKAHVTFKSQRQAVIEAHPRIDT*

Nota: En la secuencia aminoacidica, se encuentra subrayado el sitio activo de la enzima, y en rojo las

cisteinas presentes (10).
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Anexo 3: Secuencia nucleotidica y aminoacidica de la proteina de fusion TrxA-ThMST
codificada por la construccion pET-Trx1b_7hMST usado para expresar la 7TbMST en E.

coll.

Secuencia nucleotidica de la proteina de fusion TrxA-ThbMST de pET-Trx1lb 7bhbMST, 1524
pb

aacggtgaagtggeggeaaccaaagtgggtgcactgtetaaaggteagttgaaagagttectegacgetaacetggecggate

tggcagtggttctggtcatcaccatcaccatcactccgcgggtagegagaatctttattttcaggacgccATGGGCGACGGTT
TGGGGCGTCTGCACCCCGGTAAGGTGTTCCTTACCATTGACGAGATTAAAAATGGCATATCTTCCTATCAGATCTTCGATGTC
CGCTACGACCTCCGCAATAAAGAGTACGGTATCAACCAATACAACAAAGGGCATGTCGCGCGCGCCACATTTGTCGACTTGGA
TCGACACCTTAGCGGTCCCGTCGTGGAATGCAGCAAAGCACGGCACCCCATGCCAGACCCGCACGAGTTTGTCGAGTGGTGCA
AATCCAAGGGAATTGGCCACTTCAAGCCCGTCCTTTGCTACGATGACGAATGTGGGGCGATGGGGGCGTGTCGGATGTGGTGG
ATGCTCAACGCCCTTGGTGTCGAGGCTTACGTAATGACATGTGGACTCAAGGCGTATGAAGCAGCAGGTCTGCCCGTCGAGTC
CACACCGTATGACAAGAACCAATCGACAAGCTATTGGCCTTACGCAACAGAGTTTAAGAGGCTGTTGAAAATCAAAGACATTC
CTCCCTGCGCACATATGGTCGACACACGACCCGCGCTGCGCTTCAACACGACCGTGCGACCATACGGACCCGACGATATCCCT
GGTCATATCGAAGGCGCGGTCAACCTTCCGTACGATGTGAACATATTGTTAGTAAATCGGCACGAAAAACGTTTGAGACCCAA
TGACGAATGTCGTAGTAACACTCTTAAGCTCCTTCAAGGAATGTGGGGTGGCGGTGAGCCTAATATTTCCCACTGCGTATTTT
ACTGCGGTAGTGGGGTGACCGCTGCATTCAGCATTGCAGTTGCATATCACGTCGGACTCGGCGAGCCCTATCTATATGCCGGT
TCGTGGTCCGAATATGCAGACACATTTAACTTTACACTGGCGCGCCGTATCATTAAAGAGCACGGCTTGCTCATAAGCATGGT
CTCATCAAGTTTGCCGTATAACATGAAAGCTACTCTTAACAACGTTACCCTTGTTGTTGATGGTGTGGTTGTAAACAATCCTG
ATGAGGAACTGAAACAGGCGCTAGTGCACCTCCACATTGGTGAAAAAGCACATGTAACGTTCAAAAGTCAGCGACAGGCTGTC
ATAGAGGCTCATCCTCGCATAGACACGTAA

Secuencia aminoacidica de la proteina de fusién TrxA-ThMST de pET-Trx1b_7hMST, 507 aa

NEEVARTRVCATNSKCONKEEIDANDAGSGSGSGHAHAHASAGSENLYFOGAMGDGLGRLHPGKVFLTIDEIKNGISSYQIFDV
RYDLRNKEYGINQYNKGHVARATFVDLDRHLSGPVVECSKARHPMPDPHEFVEWCKSKGIGHFKPVLCYDDECGAMGACRMWW

MLNALGVEAYVMTCGLKAYEAAGLPVESTPYDKNQSTSYWPYATEFKRLLKIKDIPPCAHMVDTRPALRFNTTVRPYGPDDIP
GHIEGAVNLPYDVNILLVNRHEKRLRPNDECRSNTLKLLQGMWGGGEPNISHCVFYCGSGVTAAFSIAVAYHVGLGEPYLYAG
SWSEYADTFNFTLARRIIKEHGLLISMVSSSLPYNMKATLNNVTLVVDGVVVNNPDEELKQALVHLHIGEKAHVTFKSQRQAV
IEAHPRIDT*

Nota: En ambas secuencias, en verde se encuentra sefialada la secuencia de la TrxA, en celeste la cola
de histidinas, subrayado el sitio de corte de TEVp, y en negrita la secuencia de la TbMST. Nétese que

estas secuencias de la 7ThMST difieren minimamente de la correspondiente a la cepa de 7. brucei
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brucei 427 (Anexo 2), teniendo modificado el inicio del extremo N-terminal (conteniendo los
aminoacidos MGDG en lugar de MHGDG). Estas modificaciones minimas derivan de la necesidad de

incorporar un sitio Ncol en 5’ como parte de la estrategia de clonado empleada.
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Anexo 4: Secuencia nucleotidica y aminoacidica de la proteina 7hMST_ c-myec,
codificada por la construccion pHD 1700_7hMST_c-myc, usado para expresion en 7.

brucei.

Secuencia nucleotidica de la proteina 7bMST de pHD 1700_TbMST_c-myc,, 1200 pb

ATGGGCGACGGTTTGGGGCGTCTGCACCCCGGTAAGGTGTTCCTTACCATTGACGAGATTAAAAATGGCATATCTTCCTATCA
GATCTTCGATGTCCGCTACGACCTCCGCAATAAAGAGTACGGTATCAACCAATACAACAAAGGGCATGTCGCGCGCGCCACAT
TTGTCGACTTGGATCGACACCTTAGCGGTCCCGTCGTGGAATGCAGCAAAGCACGGCACCCCATGCCAGACCCGCACGAGTTT
GTCGAGTGGTGCAAATCCAAGGGAATTGGCCACTTCAAGCCCGTCCTTTGCTACGATGACGAATGTGGGGCGATGGGGGCGTG
TCGGATGTGGTGGATGCTCAACGCCCTTGGTGTCGAGGCTTACGTAATGACATGTGGACTCAAGGCGTATGAAGCAGCAGGTC
TGCCCGTCGAGTCCACACCGTATGACAAGAACCAATCGACAAGCTATTGGCCTTACGCAACAGAGTTTAAGAGGCTGTTGAAA
ATCAAAGACATTCCTCCCTGCGCACATATGGTCGACACACGACCCGCGCTGCGCTTCAACACGACCGTGCGACCATACGGACC
CGACGATATCCCTGGTCATATCGAAGGCGCGGTCAACCTTCCGTACGATGTGAACATATTGTTAGTAAATCGGCACGAAAAAC
GTTTGAGACCCAATGACGAATGTCGTAGTAACACTCTTAAGCTCCTTCAAGGAATGTGGGGTGGCGGTGAGCCTAATATTTCC
CACTGCGTATTTTACTGCGGTAGTGGGGTGACCGCTGCATTCAGCATTGCAGTTGCATATCACGTCGGACTCGGCGAGCCCTA
TCTATATGCCGGTTCGTGGTCCGAATATGCAGACACATTTAACTTTACACTGGCGCGCCGTATCATTAAAGAGCACGGCTTGC
TCATAAGCATGGTCTCATCAAGTTTGCCGTATAACATGAAAGCTACTCTTAACAACGTTACCCTTGTTGTTGATGGTGTGGTT
GTAAACAATCCTGATGAGGAACTGAAACAGGCGCTAGTGCACCTCCACATTGGTGAAAAAGCACATGTAACGTTCAAAAGTCA
GCGACAGGCTGTCATAGAGGCTCATCCTCGCATAGACACGggatccaacgagcaaaagctcatttctgaagaggacttgttaa

ttaacgagcaaaagctcatttctgaagaggacttgtaa

Secuencia aminoacidica de la proteina TbMST_c-myc, de pHD 1700_7hMST_c-myc,. 399

aa

MGDGLGRLHPGKVFLTIDEIKNGISSYQIFDVRYDLRNKEYGINQYNKGHVARATFVDLDRHLSGPVVECSKARHPMPDPHEF
VEWCKSKGIGHFKPVLCYDDECGAMGACRMWWMLNALGVEAYVMTCGLKAYEAAGLPVESTPYDKNQSTSYWPYATEFKRLLK
IKDIPPCAHMVDTRPALRFNTTVRPYGPDDIPGHIEGAVNLPYDVNILLVNRHEKRLRPNDECRSNTLKLLQGMWGGGEPNIS
HCVFYCGSGVTAAFSIAVAYHVGLGEPYLYAGSWSEYADTFNFTLARRIIKEHGLLISMVSSSLPYNMKATLNNVTLVVDGVV
VNNPDEELKQALVHLHIGEKAHVTFKSQRQAVIEAHPRIDTGSNEQKLISEEDLLINEQKLISEEDL *

Nota: En ambas secuencias, en violeta se encuentra sefialada la doble etiqueta de c-myc y en negrita
la secuencia de la 7hMST. Notese que, dado que esta construccion deriva de la construccion
pET-Trx1b_TbMST la secuencia de la 7hMST contiene las mismas modificaciones minimas en su

N-terminal que las descritas en la figura anterior.
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Anexo 5: Secuencia nucleotidica del shRNAi 7hMST contenida en el vector pHD
677 _shRNAi ThMST usado para expresion en 7. brucei.

Secuencia nucleotidica del shRNAi para 7ThMST de pHD 677 _shRNAi TbMST, 862 pb

AAGCTTCTTCAAGGAATGTGGGGTGGCGGTGAGCCTAATATTTCCCACTGCGTATTTTACTGCGGTAGTGGGGTGACCGCTGC
ATTCAGCATTGCAGTTGCATATCACGTCGGACTCGGCGAGCCCTATCTATATGCCGGTTCGTGGTCCGAATATGCAGACACAT
TTAACTTTACACTGGCGCGCCGTATCATTAAAGAGCACGGCTTGCTCATAAGCATGGTCTCATCAAGTTTGCCGTATAACATG
AAAGCTAtccggctgctaacaaagcccgaaaggaagctgagttggectgectgeccaccgectgagcaataactagcataacccectt
ggggcctctaaacgggtcttgaggggttttttgectgaaaggaggaactatatccggatatcccgcaagaggcecccggcagtacce
ggcataaccaagcctatgcctacagcatccagggtgacggtgccgaggatgacgatgagecgcattgttagatttcatacacgg
tgcctgactgcgttagcaatttaactgtgataaactaccgcattaaagcatatcgatgataagctgtcaaacatgagaattcet
tgaagacgaaagggcctcgtgatacTAGCTTTCATGTTATACGGCAAACTTGATGAGACCATGCTTATGAGCAAGCCGTGCTC
TTTAATGATACGGCGCGCCAGTGTAAAGTTAAATGTGTCTGCATATTCGGACCACGAACCGGCATATAGATAGGGCTCGCCGA
GTCCGACGTGATATGCAACTGCAATGCTGAATGCAGCGGTCACCCCACTACCGCAGTAAAATACGCAGTGGGAAATATTAGGC
TCACCGCCACCCCACATTCCTTGAAGGTTAAC

Nota: En mayuscula se marcan las secuencias sentido y antisentido del tallo del shRNAI (reversa y
complementaria de la secuencia sentido), separadas por la secuencia correspondiente al bucle (en

minudscula).
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Anexo 6

Andlisis de la secuencia del inserto clonado en el vector pCR2.1-TOPO para la colonia 9

SECUENCIA 22-PCR2.1¢c0l9 M13F _MB

nnnnnnnnnNNNNNTGGGCNCTAGNNGCATGCTCGAGCGNCCGCCAGTGTGATGGATATnnnnnnnnnnnnnnnTTC
CATGGGCGACGGTTTGGGGCGTCTGCACCCCGGTAAGGTGTTCCTTACCATTGACGAGATTAAAAATGGCATATCTT
CCTATCAGATCTTCGATGTCCGCTACGACCTCCGCAATAAAGAGTACGGTATCAACCAATACAACAAAGGGCATGTC
GCGCGCGCCACATTTGTCGACTTGGATCGACACCTTAGCGGTCCCGTCGTGGAATGCAGCAAAGCACGGCACCCCAT
GCCAGACCCGCACGAGTTTGTCGAGTGGTGCAAATCCAAGGGAATTGGCCACTTCAAGCCCGTCCTTTGCTACGATG
ACGAATGTGGGGCGATGGGGGCGTGTCGGATGTGGTGGATGCTCAACGCCCTTGGTGTCGAGGCTTACGTAATGACA
TGTGGACTCAAGGCGTATGAAGCAGCANGTCTGCCCGTCGAGTCCACACCGTATGACAAGAACCAATCGACAAGCTA
TTGGCCTTACGCAACAGAGTTTAAGANGCTGTTGAAAATCAAAGACATTCCTCCCTGCGCACATATGGTCGACACAC
GACCCGCGCTGCGCTTCAACACGACCGTGCGACCATACNGACCCGACGATATCCCTGGGTCATATCNAAGGCGCGGN
CAACCTTCCnnACnATGNGAACATATTGTTANTAAATCNnGCACNAAAAAACNTTTGANNNCCCAANNNCNAANNNCN
nAnNNACACTNTTAANCTTNnTTCnAGGANNNNnGGGGGNNGGNGGNNNNCNNAANATTTCCCACNNNNNnTTTTACH

nnnnnnnnnGGGnnnnnCnnnnnnnTTCnnnnTnnCCnnnnnnnnnnnnnnnnCnnnnnnnnnCnnnn

Dado que el inserto en esta clona se encuentra en sentido (-) y el primer M13F hibrida del lado 3" del

inserto, la secuencia de TbMST se va a leer en alguno de los 3 marcos 5°-3". Traduccidn:

5'3' Frame 1
KXXKXXGCGX-XHARAXASVMDXXXXXXSMGDGLGRLHPGKVFLTIDEIKNGISSYQIFDVRYDLRNKEYGINQYNKGHV
ARATFVDLDRHLSGPVVECSKARHPMPDPHEFVEWCKSKGIGHFKPVLCYDDECGAMGACRMWWMLNALGVEAYVMT
CGLKAYEAAXLPVESTPYDKNQSTSYWPYATEFKXLLKIKDIPPCAHMVDTRPALREFNTTVRPYXPDDIPGSYXRRX
QPSXXXEHIVXKXAXKNX-XPXXXXXXXTXXLXXGXXGXXXXXXTSHXXFYXX XX XX XX XX XX XX XX XX XX KKK

Blast: Protein Sequence

Score Expect Method Identities Positives Gaps
419 bits(1076) 2e-153 Compositional matrix adjust. 196/199(98%) 196/199(98%) 0/199(0%)

Query 1  MGDGLGRLHPGKVFLTIDEIKNGISSYQIFDVRYDLRNKEYGINQYNKGHVARATFVDLD 60
323 =< 60

Query 61 RHLSGPVVECSKARHPMPDPHEFVEWCKSKGIGHFKPVLCYDDECGAMGACRMWWMLNAL 120
1Y 5 0 P 120

Query 121 GVEAYVMTCGLKAYEAAXLPVESTPYDKNQSTSYWPYATEFKXLLKIKDIPPCAHMVDTR 180
Sbjct 121 .............., T Reviwiinn it 180

Query 181 PALRFNTTVRPYXPDDIPG 199
Sbjct 181 ............ G...... 199

Blast:Nucleotide Sequence
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Score Expect Identities Gaps Strand
1086 bits(588) 0.0 591/594(99%) 0/594{0%) Plus/Plus

Query 79 ATGGGCGACGGTTTGGGGCGTCTGCACCCCGGTAAGGTGTTCCTTACCATTGACGAGATT 138
= S I 60

Query 139 AAARATGGCATATCTTCCTATCAGATCTTCGATGTCCGCTACGACCTCCGCAATAAAGAG 193
] o e 12@

Query 199 TACGGTATCAACCAATACAACAAAGGGCATGTCGCGCGCGCCACATTTGTCGACTTGGAT 258
T o 188

Query 259 CGACACCTTAGCGGTCCCGTCGTGGAATGCAGCAAAGCACGGCACCCCATGCCAGACCCG 318
] o o [ 246

Query 319 CACGAGTTTGTCGAGTGGTGCAAATCCAAGGGAATTGGCCACTTCAAGCCCGTCCTTTGE 378
] o e 398

Query 379 TACGATGACGAATGTGGGGCGATGGGGECGTGTCGGATGTGGTGGATGCTCAACGCCCTT 438
] i o e I 36

Query 439 GGTGTCGAGGCTTACGTAATGACATGTGGACTCAAGGCGTATGAAGCAGCANGTCTGCCC 493
- = S 1 G.o.ooont 428

Query 499 GTCGAGTCCACACCGTATGACAAGAACCAATCGACAAGCTATTGGCCTTACGCAACAGAG 558
T i o L 488

Query 559 TTTAAGANGCTGTTGAAAATCAAAGACATTCCTCCCTGCGCACATATGGTCGACACACGA 618
Sbjet 481 ....... B e e sa et ae e 548

Query 619 CCCGLGCTGCGCTTCAACACGACCGTGCGACCATACNGACCCGACGATATCCCT 672
Sbjct 54l L e G 594

Los 3 aminoacidos que faltan en la secuencia se corresponden con 3 bases nitrogenadas que no fueron
bien leidas en la secuenciacion. Los dos primeros pueden reconstruirse con el cromatograma
proveniente de la secuenciacion. No hace falta reconstruir el tercero ya que quedara cubierto por la

secuencia obtenida con el primer M13R.

e Reconstruccion de GLPVES:
ggt ctg ccc gtc gag tcc

G L P \% E S

Entonces en el cromatograma deberia leer: GEGT ctg ccc gtc gag tccy asies:
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=y

il

ih .Hw 5 Mul s

e Reconstruccion de RLLKIKD:

Entonces en el cromatograma deberia leer: AGG ctg ttg aaa atc aaa gacy asies:

artrasn e

GG TOGU AL
e TR

b

I\ 1

il
i

=
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SECUENCIA 24pl1069-PCR2.1¢c019_M13R_MB

nnnnnnnnnnNNNNNNTCGGNCnnCTAGTANCGGCCGCCAGTGTGCTGGANTTCGCCCTTGGTACCTTACNNnTCTA
TGCGAGGANGAGCCTCTATGACAGCCTGTCGCTGACTTTTGAACGTTACATGTGCTTTTTCACCAATGTGGAGGTGC
ACTAGCGCCTGTTTCAGTTCCTCATCAGGATTGTTTACAACCACACCATCAACAACAAGGGTAACGTTGTTAAGAGT
AGCTTTCATGTTATACGGCAAACTTGATGAGACCATGCTTATGAGCAAGCCGTGCTCTTTAATGATACGGCGCGCCA
GTGTAAAGTTAAATGTGTCTGCATATTCGGACCACGAACCGGCATATAGATAGGGCTCGCCGAGTCCGACGTGATAT
GCAACTGCAATGCTGAATGCAGCGGTCACCCCACTACCGCAGTAAAATACGCAGTGGGAAATATTAGGCTCACCGCC
ACCCCACATTCCTTGAAGAAGCTTAAGAGTGTTACTACGACATTCGTCATTGGGTCTCAAACGTTTTTCGTGCCGAT
TTACTAACAATATGTTCACATCGTACGGAANGTTGACCGCGCCTTCnATATGACCAGGGATATCGTCGGGTCCGTAT
GGTCGCACGGTCGTGTTGAAGCGCANCGCGGGTCGNGNGTCGACCATATGTGCGCANGGNGGAATGTCTTTTGATTT
TTCnACANCCTCTTAAACTTCNGTTGCNTNANGGCCAANTAGCNTTNNNCNANTTGNNTTCTTNNCATACGGNNNNG
NACTTCnACGGGNANANCCNnNnnTGNNTTCATACNCCCTTTNANTNCCANNANTNNNNATTANNNNNAANNNCTNCG

AnnACCCnnnGGnnnnnnTnnnnnnnCCACCANNNTCCCnnAnNnNnnnCCCCCnnTnnnnnnnnnnnnnnnnn

Dado que el inserto en esta clona se encuentra en sentido (-) y el cebador M13R hibrida del lado 5 del

inserto, la secuencia de TbMST se va a leer en alguno de los 3 marcos 3°-5". Traduccion:

3'5' Frame 2

KX XX XXXGXXXCGXWNX X XXX XXX XXX XXXNXXXNXXKXV XX XXX XRXSXXPYXKXXXXXXLXGXX
AXEV-EXXEKSKDIXXCAHMVDXRPAXRFNTTVRPYGPDDIPGHXEGAVNXPYDVNILLVNRHEKR
LRPNDECRSNTLKLLOQGMWGGGEPNISHCVFYCGSGVTAAFSIAVAYHVGLGEPYLYAGSWSEYAD
TENFTLARRIIKEHGLLISMVSSSLPYNMKATLNNVTLVVDGVVVNNPDEELKQALVHLHIGEKAH
VTFKSQRQAVIEAXPRIXX-GTKGEXQHTGGXY -XXXXXXXX

Blast: Protein Sequence

Score Expect Method Identities Positives Gaps
395 bits(1015) 1e-144 Compositional matrix adjust. 191/196(97%) 191/196(97%) 0/196(0%)

Query 1 MVDXRPAXRENTTVRPYGPDDIPGHXEGAVNXPYDVNILLVNRHEKRLRPNDECRSNTLK 6@
Sbjet 176 ...T...L....cvviviniannn, I..... Lttt ittt i s 235

Query 61 LLQGMWGGGEPNISHCVFYCGSGVTAAFSIAVAYHVGLGEPYLYAGSWSEYADTENFTLA 120
R o o e 295

Query 121 RRIIKEHGLLISMVSSSLPYNMKATLNNVTLVVDGVVVNNPDEELKQALVHLHIGEKAHY 180
R o o e 355

Query 181 TFKSQRQAVIEAXPRI 196
Sbject 356 .......i..e.n H... 371

Hay 5 aminoacidos que no lee bien la secuencia, ademas de los ultimos 2 aminoacidos de la secuencia

proteica: DT que faltan. Los dos primeros estan cubiertos por la secuencia obtenida con el cebador
M13F, por lo que solo hace falta reconstruir a partir del cromatograma los tltimos 5 aminoacidos

faltantes.
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e Reconstruccion de IEGAVN:

Entonces en el cromatograma deberia leer: gtt gac cgc gcc ttc GATy asi es:

g os

il il

‘_u /\M x ! .‘ "

e Reconstruccion de LPYDVN::

Entonces en el cromatograma deberia leer: gtt cac atc gta cgg AAGY asi es:

Tow T @ eC ¢ @ ATT T AR TAAGAATAT W AW e T T e Ac o ce © T 1 W AT

‘N‘ i , I
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e Reconstruccion de PRIDT:

Entonces en el cromatograma deberia leer: CGT GTC tat gcg agg ATG Yy asies:

Wl T s e € cce T Ts s Tace T T AcHEHE T oo ‘e




Lista de abreviaturas

3MP: 3-mercaptopiruvato

BSF: bloodstream form, “forma sanguinea”
DHLA: 4cido lipoico

DNDi: Drugs for Neglected Diseases initiative
DTT: ditiotreitol

GSH: glutation

H,S: sulfuro de hidrégeno

HAT: Tripanosomiasis africana humana
IPTG: Isopropil-B-D-1-tiogalactopiranosido
L-Cys: L-cisteina

MST: 3-mercaptopiruvato azufretransferasa
O/N: overnight

PF: procyclic form, “forma prociclica”

X-gal: 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopirandsido

95



