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Resumen del trabajo presentado

TcRBP19 es una proteina exclusiva de kinetoplastidos que se habia identificado en Trypanosoma cruzi en el
transcurso de nuestro trabajo previo. Dicha proteina presenta un motivo de unién al ARN del tipo RRM y posee
actividad de unién al ARN in vitro discriminando entre diferentes ribosondas. TcRBP19 se expresa
diferencialmente a lo largo del ciclo de vida de T. cruzi detectdandose Unicamente en el estadio amastigota del
pardsito y sélo en muy bajos niveles. En un parasito donde la regulacién de la expresién génica se da basicamente
a nivel post-transcripcional, el estudio de la funcionalidad de proteinas de unién al ARN es particularmente
relevante para revelar y entender los posibles mecanismos peculiares subyacentes. Con el fin de contribuir con la
comprensién de la regulacidn post-transcripcional en este organismo nos centramos por un lado en el analisis de
la funcién de TcRBP19, y por otro lado, en entender los mecanismos responsables de su regulacion a lo largo del
ciclo de vida. En primer lugar se analizd el efecto de la expresién ectdpica de la proteina TcRBP19 sobre el
desarrollo del ciclo de vida. Se encontré que la expresion forzada de TcRBP19 en epimastigotas provoca una
disminucién significativa en la tasa de metaciclogénesis. Por otro lado, aunque el nimero de amastigotas
intracelulares por célula infectada no se vio afectado, se constatd que la sobrexpresion de TcRBP19 afecta la tasa
de infeccidn de los metaciclicos transfectantes, teniendo éstos una capacidad disminuida de infecciéon de nuevas
células. En base a estos hechos se propone una funcidn de TcRBP19 en el progreso del ciclo de vida de T. cruzi. A
través de andlisis por inmunofluorescencia se constatdé que TcRBP19 exhibe una localizacién subcelular
citoplasmatica con un patrén difuso. Mas precisamente, por fraccionamiento subcelular, se determind que esta
proteina se asocia en el citoplasma a los polisomas. Estos resultados sugieren una funcion de TcRBP19 en la
modulacién de mecanismos de localizaciéon polisomal de ARNm para ser traducidos, o en la modulacién del
propio proceso de traduccidon. Se analizaron los ARNm traduccionalmente activos que estaban alterados como
consecuencia de la sobrexpresién de TcRBP19 mediante andlisis del transcriptoma tanto de epimastigotas como
de amastigotas. Se observé que los transcriptos afectados identificados no son los mismos en los dos estadios por
lo cual se propone que TcRBP19 estaria participando en diferentes cascadas regulatorias involucrando factores
auxiliares estadio especificos. Mediante cromatografias de afinidad, se identificaron algunas proteinas que serian
capaces de interaccionar con TcRBP19. Entre ellas se destaca un grupo de proteinas que podrian intervenir en el
proceso de invasion y supervivencia del parasito en la célula hospedera y una proteina asociada al proceso de
elongacion de la traduccion. Se identificaron ademas los ARN blanco de TcRBP19. Se demostré que TcRBP19 es
capaz de unirse a su propio ARNm sugiriendo la existencia de un posible mecanismo de auto-regulacién. Esta
interaccion se da a través de la regidon 3’UTR del ARNm tcrbp19. Por otro lado, ensayos con genes reporteros
demostraron que la regidon 3'UTR de tcrbpl9 confiere regulacién diferencial a lo largo del ciclo de vida.
Finalmente se constatd que la expresion ectdpica de TcRBP19 afecta negativamente la estabilidad de diferentes

ARNm blanco testados en epimastigotas.



En conclusiodn, los resultados obtenidos en este trabajo refuerzan la hipdtesis de que TcRBP19 cumple un rol en el
control de la expresidn génica de jerarquia alta o temprana, probablemente modulando procesos que afectan el
desarrollo del ciclo de vida del pardsito. A su vez, experimentos aqui presentados, indican que la proteina
TcRBP19 cumple una funcidn auto-reguladora negativa que contribuye a asegurar el bajo nivel de proteina en la
forma epimastigota, necesario para que se mantenga un desarrollo eficiente del ciclo de vida. Los resultados
obtenidos también permiten proponer un modelo que ayuda a explicar por qué, a pesar de la existencia de
transcripcidén constitutiva en T. cruzi, los niveles de TcRBP19 en epimastigotas son indetectables. Este modelo
considera que TcRBP19, mediante su unién a la regidon 3’"UTR del ARNm que la codifica interaccionaria directa o
indirectamente tanto con factores de la traduccién, aplacando la produccidn de proteina, como de degradacion

del ARNm tcrbp19 que esta siendo traducido, evitando asi nuevas rondas traduccionales.
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1 INTRODUCCION




Introduccion

1.1 TRYPANOSOMA CRUZI Y LA ENFERMEDAD DE CHAGAS

La Tripanosomiasis Americana 6 enfermedad de Chagas fue descubierta hace un siglo por el Dr. Carlos
Chagas [1]. El agente causante de esta enfermedad es el protozoario pardsito Trypanosoma cruzi
perteneciente a la familia Trypanosomatidae, orden Kinetoplastida. T. cruzi es un organismo unicelular
digenético, que se transmite al hospedero mamifero donde se desarrolla la patologia, principalmente a
través de insectos triatominos hematdfagos que funcionan como vectores [2]. Ademds de este mecanismo
natural de transmisién, la infeccién puede ser congénita, por transfusidn sanguinea, por transplante de

6rganos e incluso por transmisién oral por contaminacion de la ingesta con heces del vector [3-5].

T. cruzi constituye una poblacidn muy heterogénea que consiste en un gran numero de cepas con diferentes
caracteristicas relacionadas con la morfologia, la tasa de crecimiento, las curvas de parasitemia, virulencia,
patogenicidad, sensibilidad a drogas, perfil antigénico, etc. [6]. La gran diversidad genética observada entre
las diferentes cepas y aislados de T. cruzi permitieron en un inicio, agrupar las poblaciones de pardsitos en
dos grandes grupos: T. cruzi | y T. cruzi Il. Actualmente, existe un consenso internacional que reconoce la

existencia de 6 cepas principales: T. cruzil, T. cruzil, T. cruzi \ll, T. cruzi \V, T. cruziV y T. cruzi VI [7,8].

La enfermedad de Chagas constituye un problema prevalente de salud en América Latina y es localmente
transmitida en Argentina, Belice, Bolivia, Brasil, Colombia, Costa Rica, Ecuador, El Salvador, Guyana Francesa,
Guatemala, Guyana, Honduras, Méjico, Nicaragua, Panama, Paraguay, Perd, Surinam y Venezuela. Con el
objetivo de disminuir la transmisién vectorial y transfusional, en 1991, la Organizacién Panamericana de la
Salud liderd un plan para eliminar el vector de la enfermedad de Chagas en dreas endémicas. Ya en 1997,
Uruguay fue certificado por haber logrado el objetivo, al ser declarado pais libre de transmisién de Chagas
[9,10]. Se estima que entre 15 y 18 millones de personas en el mundo estdn afectadas por esta
potencialmente letal enfermedad que afecta el sistema cardiovascular, gastrointestinal y nervioso en el
hospedero humano. De este gran nimero de personas afectadas, se estima que 50 mil mueren cada afio por
complicaciones en las fases aguda y crénica de la enfermedad. Debido a las altas tasas migratorias desde
zonas endémicas hacia zonas no endémicas, el nimero de casos ha ido aumentando en Europa, Estados
Unidos y el oeste del Pacifico. Este incremento se debe mayoritariamente a los riesgos adicionales de

transmisidn a través de transfusiones sanguineas y trasplante de 6rganos (FIGURA 1.1.1) [11,12].

Las tasas de contaminacion en los bancos de sangre de algunas ciudades del continente americano varian del
3% hasta casi el 53%, indicando que la prevalencia de sangre contaminada por T. cruzi puede exceder la
prevalencia de los virus VIH y Hepatitis B y C en los stocks de bancos de sangre

(http://apps.who.int/gb/ebwha/pdf files/EB124/B124 17-en.pdf). Por otro lado, en América Latina, la
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enfermedad de Chagas provoca mas muertes por afio que cualquier otra enfermedad transmitida por
parasitos, incluyendo la malaria [13]. La enfermedad de Chagas ha sido clasificada como una enfermedad
tropical “descuidada” (neglected tropical disease), dado que no existen vacunas disponibles. De hecho, a mas
de 100 afios del descubrimiento de la enfermedad, los tratamientos disponibles aln se basan en dos drogas
de amplio espectro y de eficacia limitada debido a la resistencia desarrollada de parte del parasito y efectos
secundarios severos ocasionados por la alta toxicidad de las mismas

(www.who.int/mediacenter/factsheets/fs259/en/).

FIGURA 1.1.1 Rutas de migracién desde América Latina y estimacién del numero total de individuos

infectados en paises no-endémicos. Extraido y modificado de Coura y cols. [14].

1.2 CICLO DE VIDA DE T. CRUZI

T. cruzi tiene un ciclo de vida complejo que transcurre entre dos hospederos (insectos triatominos vy
mamiferos, incluyendo seres humanos) y al menos cuatro estadios de desarrollo bien diferentes entre si

(epimastigotas, tripomastigotas metaciclicos, tripomastigotas sanguineos y amastigotas, FIGURA 1.2.1).

El ciclo comienza cuando el insecto ingiere la sangre del hospedero mamifero conteniendo tripomastigotas
infectivos circulantes. En el insecto, los tripomastigotas se diferencian hacia la forma epimastigota que es
capaz de replicarse. En la parte final del tracto digestivo, los epimastigotas se transforman en
tripomastigotas metaciclicos infectivos que no son capaces de dividirse y que son eliminados en las heces
del insecto. Los tripomastigotas metaciclicos tienen gran movilidad y pueden invadir la piel dafiada o las

mucosas incluyendo el tracto digestivo [15]. Una vez en el mamifero, los tripomastigotas se internalizan en
10
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las células en vacuolas endociticas conocidas como vacuolas parasitéforas. Luego de la acidificacion del
medio, y a medida que los tripomastigotas se van diferenciando, el parasito comienza a secretar la proteina
litica TcTox que en conjunto con la actividad trans-sialidasa lleva a la ruptura gradual de la vacuola
parasitéfora y a la liberacidn de los pardsitos en el citoplasma [16]. Una vez libres en el citoplasma, los
parasitos disminuyen su tamafio y sufren dramaticos cambios morfoldgicos que culminan en la formacion de
amastigotas replicativos que proliferan en el citoplasma de la célula hospedera por 5 a 6 dias hasta que
ocupan la mayoria del volumen citoplasmatico celular [17,18]. En esta etapa, los amastigotas dejan de
replicarse y, por algin estimulo aun no caracterizado, comienzan a diferenciarse en tripomastigotas no
replicativos que pueden romper la membrana plasmatica [2,19,20]. Se ha demostrado la existencia de una
forma tipo epimastigota intracelular que constituiria un intermediario obligatorio entre la diferenciacion de

amastigotas a tripomastigotas dentro de la célula hospedera [21].

Tras la ruptura de la membrana plasmatica, los tripomastigotas sanguineos son libres para infectar células
vecinas, diseminarse a otros 6rganos, o ser capturados por otro insecto vector que se alimente con sangre
contaminada. En la sangre contaminada puede haber también amastigotas que fueron liberados
prematuramente de las células infectadas o derivados de la diferenciacion extracelular de los
tripomastigotas sanguineos. Estos amastigotas también pueden infectar otro mamifero u otras células del
mismo hospedero [22-28]. Estas formas del pardsito participan en una estrategia alternativa de proliferaciéon
en el hospedero mamifero y pueden contribuir a la persistencia de la infeccién [17,29,30]. Como pardsito
intracelular obligado en el hospedero vertebrado, la localizacion intracelular de T. cruzi es un proceso critico

para el establecimiento y permanencia de la infeccidn.

En el laboratorio, se cultivan de forma rutinaria parasitos en su forma epimastigota replicativa. El proceso de
metaciclogénesis puede simularse in vitro en condiciones de estrés nutricional [31-33]. Estos metaciclicos
pueden usarse para infectar monocapas de células de mamiferos para obtener amastigotas celulares. Existen
ademas disponibles, protocolos para generar amastigotas in vitro a mayor escala [34]. Estos amastigotas
generados en cultivo axénico, también conocidos como “esferomastigotas”, son bastante similares
morfolégicamente a los amastigotas obtenidos por infeccidon de lineas celulares de mamiferos

(intracelulares) aunque existen diferencias en el perfil de las proteinas y glicoproteinas [35].
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FIGURA 1.2.1 Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi. Los tripomastigotas metaciclicos provenientes de los
epimastigotas en el insecto vector son transmitidos al hospedero mamifero a través de las heces. Una vez en
el mamifero, los tripomastigotas invaden células y son internalizados en una vacuola derivada del lisosoma
(vacuola parasitéfora). Dentro de la vacuola, los tripomastigotas comienzan su diferenciacién a amastigotas
(2-8 horas) hasta que comienza a romperse la vacuola parasitéfora y los parasitos se localizan en el
citoplasma de la célula (8-16 horas). Los amastigotas citosélicos comienzan a dividirse a las 24 h post-
invasién y contindan dividiéndose cada 12 h por 5-6 dias. Finalmente, los amastigotas se diferencian a
tripomastigotas rompiendo la célula hospedera y al entrar en la circulacién sanguinea disemina la infeccion.
Extraido y modificado de Caradonna y cols. [36].

El proceso de invasion celular de la clasica forma infectiva del pardsito en el mamifero, ha sido bien
estudiado [37], y esta generalmente aceptada la idea de la existencia de un paso inicial de adhesién del
parasito a la membrana del hospedero, como paso previo a la invasién ([36] y referencias contenidas). Con
respecto a los procesos de reconocimiento de células e invasion, los antigenos de superficie mejor
caracterizados son los miembros de la familia polimdrfica gp85/TS que se expresan en los estadios infectivos
para el mamifero [38-40]. En el proceso de infeccion, las moléculas de acido sidlico en la superficie del
pardsito juegan un rol muy improtante, sin embargo T. cruzi no es capaz de sintetizar acido sidlico por lo que
expresa una enzima llamada trans-sialidasa (TS) que estd involucrada en la transferencia de acido sialico del
hospedero al parasito [41]. La superfamilia de TS consiste en varias subfamilias funcionalmente diferentes

gue comparten un dominio sialidasa caracteristico en su regidon N-terminal [42,43]. Varios miembros de la
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familia gp85/TS tienen la propiedad de unirse a componentes de la matriz extracelular tales como laminina,
colageno, fibronectina y proteoglicanos heparin-sulfato [39,44-48]. Se han descripto otras moléculas que
estdn involucradas en el proceso de invasidn por metaciclicos [49]. Entre ellas se destacan la proteina tipo
mucina gp35/50 y la proteina de superficie gp82 que promueve la entrada a la célula activando cascadas de
sefializacion y movilizacién de Ca”* en las células del hospedero y del parasito. [50]. Ademas de las mucinas
[51] y proteinas asociadas a mucinas (MASPs) [52], se han identificado y estudiado otras familias de
proteinas tales como las proteinas DGF-1 (dispersed gene family-1) y las gp63 [53] que se consideran
importantes en la interaccidon temprana hospedero-parasito, y su implicancia en el mecanismo de adhesién a
la membrana de la célula hospedera y en el proceso de invasiéon aun contindan siendo objeto de estudio
(revisado en [39]). Las proteinas cruzipainas, son cistein proteasas de T. cruzi que también participan en la
invasion a la célula, desarrollo intracelular y evasién inmune [54] asi como en la degradacién proteolitica de
tejidos del hospedero [55]. Se ha propuesto ademas, la existencia de moléculas secretadas por el parasito

implicadas en este proceso [56].

En la FIGURA 1.2.2 se esquematiza el paso de adhesién que involucra el reconocimiento de moléculas

presentes en la superficie tanto del parasito como de la célula hospedera.

A diferencia de la expresiéon mono alélica de la mayoria de los antigenos de superficie observados en algunos
pardsitos protozoarios [57,58] varios estudios sugieren que las poblaciones de tripomastigotas son
heterogéneas en la expresion de las glicoproteinas de superficie [59,60]. Aunque se desconoce en detalle el
mecanismo de expresion diferencial de los genes de glicoproteinas de superficie durante la infeccién por T.
cruzi [61], se cree que ocurre algun tipo de switching que permite a la poblacién de parasitos, exponer
nuevas variantes de superficie al sistema inmune del hospedero tal como se ha descripto para otros

parasitos protozoarios [62-64].

Las variadas estrategias de invasion usadas por el parasito, incluyendo la capacidad infectiva de diferentes
estadios (ej. tripomastigotas sanguineos, tripomastigotas metaciclicos y amastigotas extracelulares) asi como
la existencia de distintas cepas caracterizadas por diferentes infectividades, lleva a que el entendimiento del
proceso de internalizaciéon del parasito sea un obstaculo dificil de superar. Ademas del estudio de los
componentes del hospedero y pardsito implicados en la invasidon de tripomastigotas [29,65-67], también se
estdn estudiando los componentes implicados en la invasion por amastigotas [68-70]. Entre estos
componentes se encuentran miembros de la superfamilia de las trans-sialidasas [68], epitopes de

carbohidratos en la superficie de glicoproteinas [70] y posiblemente otros componentes secretados [71]. La
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existencia de otros componentes especificos de amastigotas pone de manifiesto el uso de estrategias

diferentes por parte de esta forma infectiva del parasito [28,56,72-74].
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FIGURA 1.2.2 Modelo esquematico donde se indican algunas moléculas involucradas en la interaccién
hospedero-parasito. El proceso de adhesion implica el reconocimiento de moléculas presentes en la
superficie tanto del hospedero (derecha) como del parasito (circulo a la izquierda).Tomado de De Souza y
cols. [56].

Finalmente, en cuanto al mecanismo exacto de cdmo T. cruzi es capaz de dafiar al hospedero mamifero, no
es mucho lo que se sabe y, si bien se han descripto varios factores de virulencia, la contribucién de cada uno
en el mismo aun se desconoce [75]. Durante diferentes fases del ciclo de vida del parasito, muchos factores
de virulencia actian de forma secuencial y concertada. Los tripomastigotas metaciclicos invaden
basicamente macroéfagos, fibroblastos y otras células mesenquimaticas en el sitio de la infeccion primaria
donde deben expresar moléculas antioxidantes de resistencia al estrés oxidativo que le permitan detoxificar
su entorno [76]. T. cruzi tiene una bateria de enzimas de detoxificacion tales como las enzimas ditiol
tripanotion, el homdlogo a la tiorredoxina llamado triparredoxina y diferentes peroxidasas con diferentes
localizaciones celulares [77-80]. Una vez que T. cruzi entra al hospedero mamifero, experimenta el ataque

por el sistema inmune. Ante este desafio, T. cruzi expresa varias proteinas de superficie que le confieren
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resistencia a la lisis mediada por el sistema complemento, tales como la glicoproteina de superficie de 93
kDa T-DAF (trypomastigote decay-accelerating factor)[81], o las proteinas CRPs [82], y las proteinas TcCRT
[83] y CRIT [84] (por una revisidn de estas proteinas ver [75]). Otro factor de virulencia estudiado es la
proteina Tc52 la cual se secreta y es responsable de la supresidon de la proliferacidn de las células T [85]. Esta
proteina es también capaz de modular la expresidn de citoquinas de macrdfagos asi como produccién de NO

y de interferir con las células dendriticas del hospedero [86-88].

Recientemente se ha descripto un nuevo mecanismo de evasidn de sistema inmune mediado por vesiculas
presentes en la membrana plasmatica de la célula hospedera. Luego de ser liberadas, estas microvesiculas
forman un complejo con la convertasa C3 del complemento en la superficie de T. cruzi, lo que lleva a la
sobrevida del parasito. La infeccidn in vivo con T. cruzi en ratones resulta en un aumento de los niveles de
microvesiculas en el plasma, y la infeccion con microvesiculas exdgenas resulta en un aumento de la

parasitemia por T. cruzi [89].

1.3 ORGANIZACION ESTRUCTURAL DEL PARASITO

Gracias al perfeccionamiento en el uso del microscopio electrénico, en los ultimos afios se han realizado
importantes contribuciones al entendimiento de la organizacidn estructural de Trypanosoma cruzi en

detalle.

La mayor parte de los estudios estructurales reportados, han sido realizados con la forma epimastigota del

parasito (FIGURA 1.3.1).

Las técnicas convencionales de congelado-fractura han permitido examinar la regién interna de la
membrana plasmatica. El uso de esta técnica ha revelado que la membrana plasmdatica no es homogénea en
términos de densidad y de distribucién de particulas intramembranosas. Se han identificado al menos tres
macrodominios de la membrana [90-92]: el cuerpo celular, el flagelo y el bolsillo flagelar. Cada uno de estos
dominios posee microdominios especificos tales como (i) el collar flagelar, localizado en la porcién basal del
flagelo, (ii) la zona de anclado del flagelo al cuerpo celular donde se ve un arreglo linear de particulas

intramembranosas rodeando la region de adhesidn y (iii) la regidén del citostoma.

La observacidn de finas secciones de los tripanosomatidos por microscopia electrénica de transmision reveld
la presencia de microtubulos subpeliculares distribuidos a lo largo del cuerpo celular del parasito excepto en
la regién del bolsillo flagelar. Estos microtubulos mantienen una distancia fija uno del otro (44 nm) y de la

membrana plasmdtica (12 nm) [93].
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FIGURA 1.3.1 Visién esquematica de las estructuras y organelos encontrados en la forma epimastigota de
T. cruzi. El diagrama fue realizado a partir de observaciones por microscopia de transmisién electrdnica de
secciones finas. Extraido y modificado de Souza y cols. [16].

En la base del flagelo se encuentra la estructura denominada cuerpo basal. Este Unico flagelo se observa aun
en los amastigotas siendo en este caso muy corto. El flagelo muestra un arreglo tipico de nueve pares de
dobletes de microtubulos periféricos y un par central [43]. Los primeros estudios de microscopia electrdnica
revelaron la presencia de una estructura intrigante en el flagelo de los tripanosomatidos que fue
denominada bastdn paraflagelar (PFR) debido a su localizacidn. El PFR esta compuesto por un gran nimero
de proteinas, la mayoria de las cuales auin no han sido caracterizadas con excepcién de las proteinas PFR1y 2
de 73 y 79 kDa respectivamente [94,95]. Estas proteinas son altamente antigénicas y constituyen blancos
para disefio de vacunas y desarrollo de kits de diagndstico. Hay evidencia que indica que el PFR es una

estructura esencial para la supervivencia del pardsito [96].

El citostoma es una invaginacion de la membrana plasmatica que penetra tan profundo en la célula que se
cree que puede alcanzar la regidon nuclear. Esta estructura estd involucrada en la captacién de
macromoléculas del medio a través del proceso de endocitosis [97,98]. Estudios en T. cruzi han demostrado
que este protozoario exhibe ciertas particularidades también en su ruta endocitica que los diferencian de
otras células. En primer lugar, la endocitosis solo ocurre en epimastigotas (también en epimastigotas
axénicos) siendo escasa o ausente en tripomastigotas sanguineos o metaciclicos y en amastigotas. En
segundo lugar, los epimastigotas tienen dos sitios para la ingestién de macromoléculas; el bolsillo flagelar y
el citostoma. Tercero, el contenido en las vesiculas endociticas es almacenado en estructuras inusuales

denominadas reservosomas localizadas en la region posterior del protozoario [43].
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En la regidn posterior del pardsito se han encontrado un grupo de estructuras irregulares redondeadas.
Inicialmente, estas estructuras fueron designadas como cuerpos multivesiculares. Citoquimicamente se
localizaron proteinas de la matriz en su interior y se vio que estas vesiculas podian fusionarse con vesiculas
de la ruta endocitica y con vesiculas del Golgi. Estas observaciones sugirieron que estas vesiculas fusionadas
formaban los reservosomas implicados en la concentracidon de proteinas ingeridas por el parasito. Los
reservosomas desaparecen gradualmente durante la transformacion de epimastigotas en tripomastigotas
infectivos [16]. Este organelo fue aislado y caracterizado bioquimicamente [99], ademas, se identificaron las

proteinas que lo componen [100].

La via secretoria en T. cruzi estd formada por el reticulo endopldsmico, el complejo de Golgi y un sistema de
vesiculas que emergen de las cisternas del Golgi y migran a través del bolsillo flagelar donde se fusionan y
descargan su contenido. La organizacidn estructural del Golgi en tripanosomatidos es similar a la descrita en

otras células y se localiza cerca del bolsillo flagelar [101].

Los acidocalcisomas son organelos capaces de transportar protones y calcio y han sido identificados en
todos los miembros de la familia Trypanosomatidae y muchos miembros del phylum Apicomplexa [102]. Los
acidocalcisomas estdn involucrados en varias funciones incluyendo: (i) almacenamiento de calcio, magnesio,
sodio, potasio, zinc, hierro, pirofosfato inorganico, polifosfato, (ii) homeostasis del pH y (iii) osmorregulacién
participando en estrecha asociacidon con la vacuola contractil. La vacuola contractil es una estructura
formada por varios tubulos conectados a una vacuola central localizada cerca del bolsillo flagelar [103]. La
funcién de esta estructura en el parasito no esta del todo clara, pero se postula que podria tener un rol en la

regulacion del metabolismo de fosfatos [104].

Los glicosomas se ven como estructuras esféricas rodeadas por membrana con una matriz homogénea. El

descubrimiento de que la ruta glicolitica tenia lugar en estos organelos fue lo que les dio el nombre [105].

En tripanosomatidos se destaca la presencia de una Unica gran mitocondria que se extiende a lo largo del
cuerpo celular del parasito. En la matriz mitocondrial, se encuentra un complejo entramado de fibras de ADN
gue forma una estructura conocida como kinetoplasto. El ADN contenido en el kinetoplasto se conoce como
K-ADN. El K-ADN se localiza perpendicular al eje del flagelo. En T. cruzi, la posicidn del kinetoplasto relativa al
nucleo cambia durante el ciclo de vida. Sin embargo, el kinetoplasto siempre tiene una localizacién proximal
al cuerpo basal. Ademas de la proximidad de estas estructuras, existe evidencia de que el kinetoplasto esta
fisicamente ligado al cuerpo basal [106]. Por otro lado, se ha demostrado la presencia de un set de
filamentos que conectan el K-ADN con el cuerpo basal, lo cual explicaria la posicién espacial y segregacion
del genoma mitocondrial [107]. Como consecuencia de esta conexién queda definida la region celular en la
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cual se localizara el cuerpo basal y por tanto el origen del flagelo. El K-ADN representa alrededor del 30% del
ADN celular total y difiere del ADN nuclear en densidad y proporcion de bases. Ademas, a diferencia de
cualquier otro ADN, el K-ADN de los tripanosomadtidos estd compuesto de moléculas circulares
topoldégicamente relajadas e interconectadas formando una red. Se diferencian dos categorias de ADN
circular en el kinetoplasto: los minicirculos y los maxicirculos. Existen varios miles de minicirculos, los cuales
tienen un tamafo que va de 0,5 a 2,5 kb dependiendo de la especie y unas pocas decenas de maxicirculos,
cuyo tamafio varia entre 20-40 kb [108]. Los minicirculos codifican para los ARNs guias, los cuales modifican
los transcriptos de los maxicirculos mediante insercidn o delecién de uridinas en un proceso conocido como
editing de ARN. Los maxicirculos son funcional y estructuralmente analogos al ADN mitocondrial de

eucariotas superiores y codifican los ARNr y subunidades de complejos respiratorios.

El ndcleo presenta una envoltura tipica con una membrana con poros, cromatina condensada dispersa a lo
largo del nucleoplasma y un nucleolo tipico en epimastigotas (revisado en [109]). En tripomastigotas
metaciclicos el nicleo aparece como un organelo elongado con alto contenido de heterocromatina y carente
de nucleolo [110,111]. La falta de nucleolo en tripomastigotas metaciclicos es consistente con la disminucidn
de actividad de la ARN Polimerasa | y con la consiguiente disminucidon de ARNr que resulta en el reducido
contenido de ribosomas reportado para este estadio [112]. Se ha demostrado que la membrana nuclear
permanece intacta durante todo el proceso de divisién, con la apariencia de microtubulos intranucleares,
dispersidn de la cromatina y la aparicion de placas densas cuyo numero varia segun la especie de
tripanosoma [113]. Diversos estudios de la arquitectura nuclear eucariota han revelado que en el nucleo, las
funciones de transcripcidén y replicacion, no se distribuyen de forma homogénea sino que existe una
compartimentalizacidn de las mismas asi como una diferencia en la concentracién efectiva de factores en
trans en los diferentes puntos de accién. Este hecho ha sido demostrado también para tripanosomatidos

mediante el marcado de células por incorporacién de BrUTP o BrdUTP (revisado en [114]).

1.4 ORGANIZACION GENOMICA DE T. CRUZI

En el afio 2005 se publicéd un borrador de las secuencias de los tres tripanosomatidos representativos: los
Tritryps (Trypanosoma cruzi, Trypanosoma brucei y Leishmania major) [53,115,116]. Debido a la naturaleza
repetitiva del ADN y el hecho de que la cepa CL Brener usada como referencia para la secuenciacién fuera un
hibrido, el ensamblaje a nivel cromosdmico se vio retrasado hasta el 2009, momento en el que el genoma
completo de T. cruzi de 60,3 Mb pudo ser organizado en 41 cromosomas pequefios [117]. Mas

recientemente se secuencio la cepa de T. cruzi Sylvio X10/1, un representante del grupo Tcl, y se comparé
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con la cepa de referencia TcVI previamente secuenciada [118] no encontrandose grandes diferencias en el

contenido génico de ambos grupos.

El genoma haploide de T. cruzi (clon CL Brener) contiene aproximadamente 12.000 genes que codifican para
proteinas, 1.994 genes para ARN y 3.590 pseudogenes [53]. Al menos el 50% del genoma consiste en
secuencias repetidas tales como retrotransposones y genes para grandes familias de proteinas de superficie,
como ser las proteinas tipo trans-sialidasas, mucinas, metaloproteasas y proteinas MASPs. Los genes que
codifican para trans-sialidasas y MASPs representan aproximadamente el 12% del genoma diploide del
parasito [119]. En general, en tripanosomatidos son comunes las familias multigénicas que codifican para
antigenos de superficie, estas familias se asocian frecuentemente a proteccién y evasion del sistema inmune

del hospedero [39].

Si bien los Tritryps han divergido hace mds de 200 millones de afios, y por tanto existe considerable distancia
evolutiva estimada entre estas tres especies, se identificd un repertorio conservado de 6.158 genes y se
encontraron ademds numerosos genes especificos de cada especie [120]. Ademads, existe una gran
conservacion en el ordenamiento de los genes (sintenia) [120]. En promedio, el 70% de los genes que
comprenden el genoma de cada uno de los tripanosomatidos representativos de la familia, comparten el
mismo contexto gendmico [114,120]. Contrariamente, la mayoria de los clusters de genes para ARNt no

muestran sintenia [121].

En estos organismos, los genes que codifican para proteinas estan ordenados en grandes clusters
policistronicos conteniendo decenas a centenas de genes codificantes para proteinas dispuestos en grupos
direccionales con polaridad de hebra (DGCs directional gene clusters). Entre los clusters de genes
policistronicos, se encuentran genes para ARNr. La mayoria de los genes ARNt se organizan también en
clusters de 2 a 10 genes, y generalmente, se localizan en las fronteras de los grandes DGC [116,121]. Los
genes para ARNt en los genomas de L. major y T. cruzi, a diferencia de otros organismos, no parecen
localizarse al azar en el genoma, sino que estan confinados a un grupo de cromosomas [121]. Los genes para
ARNr 5S en T. cruzi al igual que en T. brucei estan organizados en arreglos en tandem, mientras que en L.

major estan dispersos por todo el genoma y se asocian siempre a genes para ARNt [116,122,123].

El ordenamiento de genes en policistrones con polaridad de hebra, se habia observado por primera vez en el
cromosoma 1 de L. major [124]. Los DGC se encuentran separados por secuencias cortas de unas pocas
kilobases llamadas regiones de cambio de hebra (strand-switch regions é SSRs), donde el sentido de la
transcripcion converge o diverge (FIGURA 1.4.1). Varios autores han propuesto diferentes hipotesis sobre
la probable funcién de estas regiones de cambio de hebra. Estudios de run-on nuclear en el cromosoma 1 de
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Leishmania, mostraron que la transcripcion se inicia en forma bidireccional entre dos DGC divergentes y
prosigue en la direccion de los policistrones hasta terminar en otro SSR [124-126]. Aunque este hecho podria
apoyar la existencia de un promotor para la ARN Polimerasa Il delante de cada unidad de transcripcién,
existen evidencias de que esta regidon no es necesariamente imprescindible para la correcta expresién de los
genes ya que la expresion de un gen reportero insertado en uno de los DGC no se afecta por la delecién del
SSR [127]. Ademas, no se encontrd en estas regiones los elementos candnicos conservados de los

promotores de la polimerasa Il.

region de cambio de hebra region de cambio de hebra
direccion de la convergente divergente
transcripcion
hebra + |ININ 1N U NLTERT
hebra - 0010 00 a0 S |

sitio probable de sitio probable de
terminacion inicio

FIGURA 1.4.1. Organizacion de los genes en grupos con polaridad de hebra en tripanosomatidos. Con
flechas verdes se muestra el sentido de la transcripcion. Los sitios de cambio de hebra divergente se postula
gue son sitios de inicio de la transcripcidon y los sitios de cambio de hebra convergentes se consideran sitios
de terminacién de la transcripcién. Estos sitios discretos de inicio y terminacién de la transcripcién se
encuentran enriquecidos en histonas modificadas. Se muestran en naranja los diferentes genes. Extraido y
modificado de Siegel y cols. [128].

1.5 ORGANIZACION PROTEOMICA DE T. CRUZI

Se han realizado andlisis proteémicos de los cuatro estadios de T. cruzi a través de aproximaciones tales
como fraccionamiento subcelular, extraccidn con detergentes, y marcado con isétopos estables. Estos

|II

anadlisis han mostrado un panorama general del proteoma celular [112,129-136] y del “subproteoma” de
varios organelos [100,130,137,138]. En general, se ha observado que cada uno de los diferentes estadios de
T. cruzi posee distintos grupos de proteinas que se relacionarian con la biologia de cada forma del parasito.
Las formas no infectivas, es decir los epimastigotas replicativos, estan enriquecidos en enzimas metabdlicas,
mientras que los tripomastigotas infectivos no replicativos, estan enriquecidos en proteinas de superficie
que se asocian a la invasién de la célula hospedera. Es interesante notar que entre el 30 y 36% de las

proteinas identificadas son proteinas hipotéticas. Ademds, estos estudios han confirmado que varias

proteinas son sometidas a alguna forma de modificacién post-traduccional (por ejemplo: modificaciones de
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histonas, fosforilacion, glicosilacidn, anclaje glicosilfosfatidilinositol (GPI) y nitrosilacion). Se ha reportado la
existencia de la via de ubiquitin-proteasoma en tripanosomatidos como mecanismo de degradacidn proteica
[139]. Una alternativa a la degradaciéon selectiva de proteinas es el fenédmeno de autofagia, presente
también en kinetoplastidos, donde a través del autofagosoma se engullen partes del citoplasma y/o

organelos para luego ser dirigidos al lisosoma para su degradacidn [140].

1.6 TRANSCRIPCION Y MADURACION DE ARNm

La comprensién del mecanismo de transcripcion en tripanosomatidos ha sido un proceso desafiante. Previo
a la publicacién de los proyectos genoma de los tripanosomatidos en 2005 [115,116,120], se habian logrado
identificar los promotores y posibles elementos de secuencia sélo para algunos genes. Entre ellos se
destacan los genes que codifican para las proteinas variables de superficie VSG [141-143] y las PARP
(prociclic acid repetitive protein) [144] en T. brucei. Estos genes para VSG y PARP son los Unicos que,
codificando para proteinas, se transcriben a partir de la ARN Polimerasa | (transcripcion resistente a la alfa
amanitina) [144,145]. Por otro lado se describieron promotores para ARNr transcriptos por la ARN
Polimerasa | en T. cruzi [146,147], en Leishmania chagasi [148] y en T. brucei [149,150]. También se han
podido definir los promotores para los ARNt [151] y ARNnp [152] transcriptos por la ARN Polimerasa lll en

tripanosomatidos.

Se ha reportado actividad de inicio de la transcripcion para la ARN Polimerasa Il (sensible a la alfa amanitina)
en regiones adyacentes a los genes HSP70 [153] y actina [154] de T. brucei aunque la capacidad promotora
de estas regiones ha sido discutida. En efecto, varias regiones intergénicas resultan capaces de iniciar la
transcripcioén en las dos hebras [155]. Llamativamente, si bien estas regiones intergénicas son indispensables
para el correcto procesamiento del mensajero, no se ha encontrado ningln elemento promotor clasico
conservado en ellas [156,157]. Por tanto, hasta la fecha, los promotores para la ARN Polimerasa Il y sus
factores asociados, han resultado elusivos en tripanosomatidos. El Unico promotor candnico reportado para
la ARN Polimerasa Il es el promotor a partir del cual se transcribe el ARN que dara lugar al miniexén [158-
161]. Cada repetido ARN SL individual posee su propio promotor, el Unico promotor canénico para la ARN
Polimerasa Il reportado en tripanosomatidos [162]. En forma alternativa a la existencia de un promotor aun
no identificado, se propone que los grandes policistrones podrian ser transcriptos a partir de sitios al azar
donde la cromatina se encuentre en un estado “abierto”. En el estadio de desarrollo prociclico del pardsito T.
brucei, Kolev y cols. han determinado por mapeo transcripcional los sitios de inicio de la transcripcién por la

ARN Polimerasa Il e identificaron un total de 191 sitios de inicio para la ARN Polimerasa I, 129 de los cuales
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se localizaban en el extremo 5’ de los DGC y 62 sitios se localizaban dentro de ellos. Este hecho sugeriria un

patrén mas complicado para el inicio de la transcripcion [163].

Con el advenimiento de los genomas completos de los Tritryps [53,115,116] se logré identificar por
homologia de secuencia, algunas proteinas candidatas a participar en la transcripcién basal de los genes
[160,161,164-166] aunque en T. cruzi solamente se han caracterizado unos pocos factores de transcripcion

[167,168].

En T. cruzi, en un esfuerzo para encontrar sitios de inicio de la transcripcidn, se buscaron modificaciones a

nivel de cromatina ligados a genes activos (FIGURA 1.6.1).
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FIGURA 1.6.1 Transcripcidn y procesamiento de los ARNm en tripanosomdtidos. En la parte superior se
muestra un cromosoma hipotético con tres DGC (1-3). La direccidn de transcripcidn por la polimerasa Il se
sefiala con flechas. El tracto de guaninas se encuentra usualmente en los sitios de cambio de hebra
divergentes (SSR) tal como se indica. Los nucleosomas que se localizan cercanos a las zonas de inicio de la
transcripcién contienen variantes de histonas H2AZ y H2BV. En estos nucleosomas, la cola N terminal de la
histona H3 se encuentra acetilada en la lisina K9 (K9ac) y trimetilada en la lisina K4 (K4me). La cola N-
terminal de la histona H4 se acetila en la lisina K10 (K10ac) y en otras lisinas no mostradas en la figura. El
factor con bromodominio BDF3, y los factores de transcripcién TRF4 y SNAP50 se unen también a regiones
del inicio de la transcripcion. La transcripcién de la polimerasa Il de algunos de estos DGC termina cerca de
los genes para ARNt (regidn de cambio de hebra convergente entre DGC2 y DGC3) en regiones de ADN que
contienen nucleosomas con variantes de histonas H3V y H4V. La transcripcién de un DGC produce un
transcripto primario (solo mostrado para DGC2) que es procesado por trans-splicing y poliadenilacién para
generar los ARNm maduros. En el proceso de trans-splicing se agrega un ARN pequeno (ARN SL o spliced
leader mostrado en amarillo) que contiene una estructura de caperuza 5’ (asteriscos) y que se agrega a la
region 5’ de cada ARNm que serd traducido en proteinas. En el Jocus del ARN SL (que se localiza en un

22



Introduccion

cromosoma diferente), cada gen posee una regiéon promotora para la ARN Polimerasa Il (flechas). Extraido y
modificado de Martinez-Calvillo y cols. [169].

Se encontré un enriquecimiento significativo de histonas H4 acetiladas en los sitios SSR divergentes. Este
resultado revela la existencia de elementos epigenéticos en T. cruzi con potenciales implicancias en la
regulacién transcripcional [170]. Por otro lado y en forma analoga, en T. brucei se demostré un
enriquecimiento de histonas modificadas (metilacion de Histona H3 y acetilacion de Histona H4) en los sitios
probables de inicio de la ARN Polimerasa Il [171]. Se vio ademds que los nucleosomas conteniendo estas y
otras histonas modificadas (H2AZ y H2BV) eran menos estables que los nucleosomas candnicos [128]. Por
otro lado, se identificaron también variantes de histonas (H3V y H4V) en sitios probables de terminacion de
la ARN Polimerasa Il [128]. Por tanto, la importancia de la regulacién epigenética en la expresidon génica de
los tripanosomatidos es sustentada por varios estudios genémicos a gran escala (revisado en [169]). Ademas
de la existencia de las modificaciones post-traduccionales y variantes de histonas, se ha sugerido la presencia
de enzimas modificadoras de la cromatina [172,173]. La presencia de bases modificadas en sitios de inicio de
la transcripcion como ser la presencia de la base J cobra cada vez mas relevancia en mecanismos de

regulacion transcripcional en T. cruzi [174].

En T. brucei mediante identificacion de los sitios de unién del complejo iniciador ORC1/CDC6, se demostré
que los procesos de transcripcion y replicacién co-localizan en las fronteras de las unidades transcripcionales

[175].

Los transcriptos primarios policistrénicos son procesados en ARNm monogénicos a través de la adicién de
una secuencia en el extremo 5 mediante trans-splicing y poliadenilacion en el extremo 3’ (FIGURA
1.6.1)[157,169]. El mecanismo intermolecular de trans-splicing fue descripto por primera vez en los
tripanosomatidos (revisado en [176,177]). En dicho proceso se agrega una secuencia de ARN de 39
nucledtidos (miniexdn) en una posicién ubicada unos nucleétidos antes del sitio de inicio de un marco
abierto de lectura [178,179]. El proceso de empalme del miniexdn corriente arriba del sitio de inicio de la
traduccidn, junto con la poliadenilacidn, convierte los ARN pre-mensajeros policistronicos en ARNm maduros
traducibles [180,181]. La secuencia del miniexén proviene del extremo 5 de un ARN nuclear pequefo
(ARNnp) de 120 nt, el ARN SL, que es codificado por 200 genes repetidos en el genoma [182]. El miniexdn se
adiciona al pre-ARNm cuando ya posee la estructura de caperuza 5’ (CAP), que por cierto es diferente al CAP
de los eucariotas superiores [152]. En tripanosomatidos esta estructura, denominada CAP 4, consiste en una
7-metilguanosina y los cuatro primeros nucleétidos modificados por adicion de grupos 2’0O-metilo [183]. El
miniexdn se incorpora en un sitio aceptor constituido por un dinucledtido AG corriente arriba del codén de

iniciacion que es precedido por un tracto de polipirimidinas cuyos requerimientos estructurales han sido
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detalladamente estudiados [184,185]. Este fendmeno ocurre co-transcripcionalmente y es fundamental para
la traduccién correcta de los mensajeros [180,186]. La adicidn del miniexdn y la poliadenilacién del gen
adyacente son procesos que estarian coordinados y acoplados en la mayoria de los ARNm [180]. Sin
embargo, se ha demostrado que el procesamiento de los ARNs policistrénicos acoplado a la transcripcidon no
es la regla. En algunos casos, se postula que hay sefiales en las regiones intergénicas o en las regiones 3’
transcriptas no traducidas (UTR) que enmascaran las sefiales de trans-splicing y poliadenilacidon generando
ARNs intermediarios dicistronicos que pueden ser transportados al citoplasma y procesados posteriormente
por mecanismos convencionales de trans-splicing y poliadenilacién dando lugar a ARNm monocistrénicos

[187].

Los tripanosomatidos se distinguen por la ausencia de intrones es una caracteristica de procariotas que se
pierde en los eucariotas. Sin embargo, en el afio 2000, Mair y cols. demostraron que los genes de la poliA
polimerasa (PAP) de T. cruzi y T. brucei estan interrumpidos por intrones, estableciendo que el mecanismo
de cis-splicing esta también presente en estos protozoarios [188,189]. Por otro lado, un solo isotipo de los
genes de ARNt, el ARNt-Tyr, también contiene un intrén en tripanosomatidos [121,190]. Finalmente, el
analisis completo del genoma permitié la identificacion de otros dos genes que podrian contener intrones,
los mismos aparentemente codifican para proteinas hipotéticas con motivos de unién al ARN [116]. En las

demas proteinas anotadas en los genomas de los Tritryps la ausencia de intrones constituye la regla.

Otra de las peculiaridades de la expresion génica de los tripanosomatidos es el hecho de que los transcriptos
mitocondriales requieren una maduracién que involucra la adicion o la delecién, mds o menos
frecuentemente, de residuos de ribonucledtidos (particularmente uridinas) en un proceso denominado
edicidon o editing [191]. Este proceso, que se ha descripto incluso para genes nucleares particulares en
humanos [192], resulta en cambios de la secuencia codificante del ARNm. En el caso de los
tripanosomatidos, estos cambios son dirigidos por una clase de ARNs pequefios y no codificantes conocidos
como ARN guias. Este proceso esta catalizado por una maquinaria molecular Unica, llamada editosoma que
consiste en un complejo multienzimatico. Los componentes moleculares asi como los mecanismos de este

proceso se conocen en bastante detalle [193-196].

1.6.1 REGULACION DE LA TRANSCRIPCION Y MADURACION EN TRIPANOSOMATIDOS

La falta tanto de factores de activacion de la transcripcion conservados como de promotores candnicos para
la ARN Polimerasa Il en genes que codifican para proteinas sugiere la existencia de mecanismos de

regulacion diferentes al resto de los eucariotas superiores [53,120].

24



Introduccion

En el contexto de una tasa constante de transcripcion de genes que codifican para proteinas, se han
evidenciado algunos mecanismos para aumentar el nivel de expresién de ciertos genes en tripanosomatidos.
Por un lado, una estrategia consiste en el aumento del nimero de copias del gen de interés en el genoma
resultando en arreglos de repetidos en tandem para ciertos genes. Por otro lado, esta el uso de promotores
fuertes tales como el de la ARN Polimerasa | para transcribir genes de alta expresidon (como por ejemplo los
genes para proteinas de superficie PARP y VSG en T. brucei). Recientemente se ha asignado un rol funcional
al ordenamiento de los genes de respuesta a choque térmico o heat shock en T. brucei [197]. En este trabajo
se postula que la falta de control transcripcional de la expresién génica para estos genes se compensa a
través de una organizacién gendmica conservada donde los genes regulados negativamente tienden a
localizarse en la regién proximal al sitio de inicio de la transcripcion mientras que los genes regulados

positivamente se localizarian en una posicion mas distal.

El destino de los transcriptos es también modulado en tripanosomatidos a través del uso de sitios de trans-
splicing y poliadenilacidon alternativos [189]. En este contexto, estos eventos diferenciales pueden dar lugar a
ARNm que codifican para proteinas con diferentes regiones N 6 C-terminal e incluyendo diferentes regiones
regulatorias 5’ y 3’ no traducidas. La existencia de transcriptos dicistrénicos en el citoplasma constituiria un

ejemplo adicional de regulacidn post-transcripcional en T. cruzi [187].

Dada la falta de promotores candnicos para la ARN Polimerasa Il, asi como el hecho de que genes no
relacionados funcionalmente estén dispuestos en largos arreglos policistrénicos, se ha propuesto, que la
regulacion de la expresion génica en los tripanosomatidos se da basicamente a nivel de mecanismos post-
transcripcionales [119,198]. A este nivel de regulacidn, participan numerosos factores, siendo las proteinas

de unidén al ARN (RBPs) actores sumamente importantes en estos procesos [199-201].

1.7 ETAPAS DE PROCESAMIENTO POST-TRANSCRIPCIONAL Y SU REGULACION

Los eventos de regulacion post-transcripcional de la expresién génica juegan importantes roles en diversos
procesos celulares. Teniendo en cuenta el gran numero de moléculas de ARNm que se producen
constitutivamente en tripanosomatidos, la localizacion, actividad y vida media de estos ARNs deben estar
estrictamente reguladas y coordinadas. En la FIGURA 1.7.1 se muestra un esquema de las diferentes
etapas de regulacién de la expresion génica. Se incluyen modificaciones post-traduccionales que
también intervienen en el control espacial y temporalmente de la disponibilidad de proteinas funcionales en

la célula.

25



Introduccion

»  Genoma
. &

B Procesamliento del ARNm

{trans-splicing)

v

Transporte de ARNm
al citoplasma

Fot

gréhul°3 —} Traducclén

/V degradacién (lisosoma/autofagia)
P Proteinas ——P modificaciones (e]. fosforilacién)

v v

Localizacién actividad capacidad

I | de unién
J

FIGURA 1.7.1 Principales puntos de regulacién post-transcripcional en tripanosomatidos. La regulacién de
la expresion génica en tripanosomatidos involucra varios procesos a diferentes niveles tales como el control
a nivel de estructura de la cromatina, procesamiento del ARN y transporte nucleo-citoplasma. Ya en el
citoplasma, los ARNm son localizados, traducidos, almacenados y degradados. La mayoria de estos procesos
involucra proteinas de unidon al ARN que componen los complejos ARNm-ribonucleoproteina (mRNP).
Extraido y modificado de Kramer y cols. [202].

El desarrollo de herramientas para analisis a escala gendmica ha permitido el estudio global de la regulacidn
post-transcripcional de la expresidn génica. Interesantemente, estos estudios, han revelado distintos
programas de regulacién de la cantidad y funcionalidad del ARN, sugiriendo la existencia de una maquinaria
de regulacién post-transcripcional versatil y compleja. Esta red de regulacidon es controlada por cientos de
RBPs y por pequefios ARN no codificantes (por ej. microARNs), que especifican el destino de cada ARN
[199,201,203]. Las proteinas regulatorias y pequefios ARNs se unen a secuencias especificas o elementos
estructurales en el ARN regulando un grupo de ARNm que codifican para proteinas funcionalmente

relacionadas. A su vez, tanto las RBPs como los pequefios ARNs estdn sujetos a regulacion post-
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transcripcional. Por otra parte, la regulacién de muchas RBPs puede estar controlada a nivel de proteina a
través de un gran numero de modificaciones post-traduccionales. Se ha reportado en varias RBPs bien
estudiadas, modificaciones tales como la fosforilaciéon [204-208], metilacidon [209,210] y sumoilacién [211] lo
cual agregaria flexibilidad a su funcién. Estas modificaciones post-traduccionales pueden modificar las
propiedades de unién al ARN, la asociacién de las RBPs con otras proteinas asi como también su localizacién
subcelular [212-218]. El desafio actual consiste en entablar un vinculo entre los ARN blanco y los factores
que los regulan para caracterizar asi, los mediadores o “nodos” de estos programas de regulacién post-

transcripcional y revelar su implicancia fisioldgica.

1.7.1 TRANSPORTE NUCLEO-CITOSOL EN LA REGULACION POST-TRANSCRIPCIONAL

Las diferentes especies de ARN que son producidas en el ntcleo deben ser eficientemente exportadas hacia
el citoplasma. El transporte nucleo-citosol se lleva a cabo a través de receptores localizados en el complejo
del poro nuclear. La biogénesis de los ARNm y su exportacion al citosol son procesos estrechamente
acoplados e interdependientes, con algunos factores en comun que participan en multiples etapas del
proceso. Asi mismo, existen mecanismos de degradacién y vigilancia de la calidad del mensajero, andlogo a
los descriptos en el citoplasma [202]. Los ARNs mds grandes, como los ARN ribosomales y los ARNm, son
ensamblados en grandes particulas ribonucleoproteicas (RNPs) y transportados al citosol mediante proteinas
especificas en un proceso que se da en varias etapas y que se regula de manera espacio-temporal (revisado

en [219,220]).

En T. cruzi no se conoce mucho acerca de la via de exportacién de ARNm desde el nucleo. Se ha estudiado la
funcién de la proteina TcSub2, un componente del complejo multiproteico de transcripcidon/exportacién de
ARNm y se vio una asociacion con la ARN Polimerasa Il confirmando la asociaciéon entre procesamiento y

transporte de los ARNm también en T. cruzi [221].

1.7.2 RUTAS DE DEGRADACION DE ARNm

El nivel de ARNm en estado estacionario es el resultado del control de la sintesis de ARN y de su
degradacion, eventos que son dindmicamente controlados y que varian durante el ciclo celular o la
diferenciacidn celular. Dada la ausencia de control de la sintesis de ARNm en tripanosomatidos, el control de
su abundancia estd basado en mecanismos de modulacién de la estabilizacion/desestabilizacién de los

mismos (revisado en [157,222,223]).
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La mayoria de los ARNm de eucariotas son degradados por exonucleasas que actian en ambos extremos de
la molécula. El decaimiento mediado por exonucleasas comienza con el acortamiento de la cola poliA por el
complejo PAN2 y PAN3, por el complejo de deadenilacion CCR4-NOT o por la deadenilasa PARN (poliA
ribonucleasa) (revisado en [224]). La deadenilasa que participa en la degradacién de un ARNm especifico
depende de las proteinas que interaccionan con el mismo. Luego de la deadenilacién, las enzimas de
decapping DCP2 o NUDT16 remueven el cap5’ [225]. Las actividades requeridas para el decaimiento del
ARNm en la via 5’-3’ se concentran en cuerpos de procesamiento ribonucleoproteicos citoplasmaticos (P
bodies) que contienen ARNm, las enzimas de remocion del cap 5 (decapping) tales como Dcpl y Dcp2 y
enzimas hidroliticas 5’-3’ (Xrn1) asi como también proteinas que asisten el decapping tales como Dhh1, Patl,

Edcl, Edc2 y Edc3 y el complejo Lsm1-7 [226-228].

En tripanosomas, se han encontrado ortélogos de los complejos deadenilasa [229], de homdlogos de las
proteinas Dhh1, SCD6 y XRNA (el ortélogo de Xrn1) [230-232], y una proteina ARN helicasa marcadora de P
bodies que es necesaria para la eficiente remocidn del cap 5 de los ARNm antes de su degradacién [233]. A
diferencia de levaduras y metazoarios, no se han identificado en el genoma de tripanosomatidos enzimas de
decapping (Dcpl y Dcp2) asi como tampoco las proteinas que colaboran en este proceso (Lsm1, Edc3 y Patl),
sin embargo, se ha detectado funcidn enzimatica de decapping en extractos proteicos de tripanosomatidos
[234]. En este contexto se sugiere la existencia de una ruta especifica para el inicio de la degradacién 5'de
los ARNm que involucraria enzimas de decapping no candnicas en tripanosomatidos [235]. Los
intermediarios sin cap 5’ son degradados ya sea por exonuclasas 5’-3’ [236] o por el exosoma en direccion 3’-

5’ [237-239].

En eucariotas puede ocurrir clivaje endonucleolitico mediante endonuclasas secuencia especificas. Este
mecanismo se ha visto involucrado en los procesos de vigilancia de la calidad del mensajero como NMD o
NSD (non sense mediated decay o non stop decay) o en respuesta a microARNs o siARNs [225]. A diferencia
de la mayoria de las rutas de degradacion de ARNm, el NMD se restringe solo para los ARNs recién
sintetizados. En este proceso, se eliminan los ARNm que poseen un coddn de finalizacidn de la traduccion

prematuro el cual es reconocido por un complejo proteico que incluye al factor UPF1 [240].

No estd claro si el proceso NMD cldsico existe en tripanosomatidos, pero si se ha descripto el homdlogo de
este factor UPF1 en T. brucei [241]. Ademads, la existencia de regulacion de la degradacidn selectiva de
ciertos ARNm sugiere fuertemente la presencia de programas de decaimiento de ARN especificos también

en tripanosomatidos [242].
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1.7.3 LOCALIZACION SUBCELULAR DE ARNm

La localizacion del ARN involucra el enriquecimiento de un set de ARNm en regiones subcelulares
especificas. Puede darse pasivamente a través de proteccién local de los mismos de la degradacion o
alternativamente a través de su anclado en localizaciones celulares particulares. Ademas, la distribucion
asimétrica de los ARNs también puede ser el resultado de transporte activo de los ARNs a través de
complejos proteicos RBP-proteinas motoras [243,244]. Los resultados del estudio a nivel global de la
distribucién espacial de los ARNm, sustentan la idea de que el poo/ de ARNm en el citoplasma no se
encuentra desorganizado dispuesto al azar para ser eventualmente traducido. Se cree que aun en células no
polarizadas, muchos de los ARNm se organizan espacialmente para ser traducidos localmente, almacenados
o degradados [245]. La localizacion de los ARNm en los P bodies, parece ser una alternativa a la traduccién
en eucariotas [246]. En estos cuerpos de procesamiento los ARNm también podrian ser almacenados en
lugar de ser siempre degradados, y ser reciclados volviendo al pool de ARNm traduccionalmente activo en
las condiciones celulares apropiadas [247-249]. Por otro lado, existe evidencia de la existencia de ARNm no

traducido en el citoplasma de T. cruzi [250,251].

1.7.4 REGULACION DE LA TRADUCIBILIDAD DE LOS ARNm

La traducibilidad refiere al reclutamiento diferencial de los ARNm a los ribosomas para ser traducidos. La
existencia de control traduccional de la expresidén génica se basa en la regulacién de la cantidad de ARNm
gue es convocado a la fraccién polisomal, por oposicion a los que son retenidos en los granulos de estrés o
los P bodies sufriendo represion traduccional [252] y la velocidad con que se lleva a cabo este proceso. Al
igual que en las etapas post-transcripcionales antes mencionadas, este control estd mediado por sefiales

contenidas en el propio mensajero.

En cuanto al uso de codones, en tripanosomatidos, existe un enriquecimiento en ciertos codones
“favorecidos” en genes altamente expresados. En consistencia con esta seleccién traduccional, los genes
para ARNt correspondientes a estos codones estdn también mas representados [253]. Esto sugiere la
existencia de control a nivel de traduccién como un importante mecanismo de regulacién de la expresion de

proteinas en tripanosomatidos.

La evaluacion cuantitativa de los ARNm en diferentes ribonucleoparticulas (RNP) citoplasmaticas, tales como
los polirribosomas, ha proporcionado nuevas perspectivas en el estudio de la regulacién post-transcripcional
abarcando desde niveles globales de ARN hasta la dindmica de ARNm especificos. La generalizacién de estas

aproximaciones, asi como la incorporacién de andlisis en masa para el estudio de cantidad y localizacion de
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huellas ribosomales permitird revelar las sefales involucradas asi como comprender los alcances de esta

etapa de regulacién [254].

1.8 ELEMENTOS EN C/S Y REGULONES POST-TRANSCRIPCIONALES

Los diferentes mecanismos de regulacidn post-transcripcional estan mediados por factores en trans (ya sea
proteinas, ARNs o metabolitos) que reconocen elementos en cis conservados en el ARN. Estos elementos
pueden estar localizados generalmente en las regiones no traducidas (3" UTR y 5" UTR) pero también pueden
localizarse dentro de la secuencia codificante de los mensajeros [255]. Los elementos de unidn a RBPs
pueden ser muy variados no solo en cuanto a su secuencia primaria sino también en su estructura

secundaria [256].

Los elementos en cis presentes en las regiones UTR estan involucrados en practicamente todos los
mecanismos de control de la expresién [257-263]. Se han descripto muchos ejemplos de secuencias
regulatorias en las regiones 3’UTR (algunos ejemplos ver [264-270]). En T. cruzi se ha adjudicado la expresion
diferencial de varias proteinas de superficie a la modulacién de la estabilidad del ARNm por unién de
proteinas que reconocen secuencias conservadas en el 3’"UTR. Tal es el caso del ARNm que codifica para la
proteina de superficie gp82 cuyo mensajero se acumula en el estadio metaciclico y es desestabilizado en
parasitos en estadio epimastigota [271], o el caso de los ARNm para las proteinas tipo mucinas (TcSMUG)
mas estables en epimastigotas y mas inestables en tripomastigotas [272,273]. Existen otros ejemplos como
el de la regulacion de la expresion de la amastina que es mas estable en amastigotas que en epimastigotas
[274] o de la alfa tubulina cuya region 3’'UTR estd involucrada en la modulacién de la estabilidad de estos
ARNm en respuesta a ciertos estimulos que imparten cambios en la dindmica de los microttbulos [257]. Por
otro lado, se demostrd que la estabilidad del ARNm que codifica para la proteina de choque térmico HSP70
aumenta en condiciones de aumento de temperatura y ademas de la presencia de elementos en la region 3’
UTR en este caso, este fendmeno es dependiente también de elementos presentes en la regién 5’UTR [275].
En todos estos casos, el uso de genes reporteros permitié demostrar la importancia de la regiéon 3’"UTR en la

modulacién de la estabilidad en T. cruzi.

Dada la transcripcion constitutiva, la regulacidon de la expresion génica estadio especifica, depende de la
interaccion de proteinas reguladoras especificas con elementos conservados presentes en las regiones UTR.
Un ejemplo lo constituyen los genes PGKB y PGKC que codifican para las dos isoformas de la fosfoglicerato
quinasa transcriptos por la ARN Polimerasa Il. Estos dos genes se encuentran adyacentes pero se expresan
en diferentes estadios del parasito [276]. Este hecho se ha constatado también en la expresidon de otros

genes (revisado en [277]) y se ha visto, al igual que para PGKC, que la regulacidn de la expresidn estd ligada a
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elementos presentes en las regiones 3’"UTR del ARNm [278]. Se ha descripto en T. cruzi la presencia de un
elemento rico en U de 43 nucledtidos que se localiza en las regiones 3'UTR de un gran nimero de ARNm.
Este elemento estd involucrado, junto con otras secuencias aun no identificadas, en el control de la

abundancia de los ARNm que lo contienen en el estadio amastigota del pardsito [279].

Entre los elementos en cis involucrados en la estabilidad de los ARNm, se distinguen los elementos GRE (GU-
rich element) [280,281]. Por otro lado, los elementos ARE (AU-rich element) constituyen el grupo mayor y el
mas estudiado de los elementos reguladores en cis en el ARNm [282,283]. Los elementos ARE candnicos
generalmente incluyen una o mas copias del pentdamero AUUUA el cual se encuentra rodeado de un
contexto rico en U [284-286]. Estos elementos se han clasificado en tres grandes grupos basado en el
numero repetidos de pentdmero AUUUA vy en el contexto en que se encuentra este elemento [282]. En
particular, se ha demostrado que secuencias ricas en AU presentes en la region 3’UTR de los ARNm son
reconocidas por proteinas de union al ARN del tipo RRM (RNA Recognition Motif), las cuales son capaces de
modular la vida media de los ARNs promoviendo la estabilizacién o degradacion selectiva de los ARNm en T.

cruz [287].

A menudo, diferentes ARNm funcionalmente relacionados contienen un mismo elemento conservado
presente en la regidon UTR, el cual es blanco de unién de una sola RBP reguladora. Existen por tanto, grupos
de mensajeros co-regulados post-transcripcionalmente formando lo que se describié como un reguldn post-
transcripcional (revisado en [201,288]). Se han descripto regulones post-transcripcionales en diversos
organismos desde levaduras hasta células de mamiferos. Quiza el ejemplo mejor estudiado sean las RBPs de
la familia Pumilio en levaduras donde se observé que cada proteina se une y desestabiliza un set diferente
de ARNm que codifican para proteinas de funcién relacionada [289]. En tripanosomatidos también se han
encontrado grupos de ARNm co-regulados por una misma proteina reguladora. Por ejemplo la proteina PUF9
regula un grupo de ARNm involucrados en el control del ciclo celular en T. brucei [290]. Otros ejemplos son
la proteina TbDRBD3 que modula la abundancia de un grupo de ARNm que codifican para proteinas de
membrana [291] y la proteina TbZFP3 que se une a un grupo de ARNm estadio especificos regulando su
estabilidad [292]. Ademas se ha postulado la existencia de otros potenciales regulones adicionales en T.

brucei [293-296].

1.9 PROTEINAS DE UNION AL ARN

El genoma de T. cruzi codifica para un gran niumero de proteinas con dominios de unién al ARN predichos

gue podrian interaccionar con las regiones UTRs reguladoras influenciando los niveles de expresién génica.
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Entre el 3y el 11 % de los proteomas de bacteria, arqueas y eucariotas constituyen proteinas de unién al
ARN putativas [297]. El gran numero de RBPs en todos los organismos reflejaria un temprano origen de la
regulacion por ARN el cual posiblemente constituya la parte evolutiva mas conservada de la fisiologia celular.
Las RBPs comprenden un importante grupo de proteinas implicadas en un vasto rango de procesos celulares
[297]. Algunos de los motivos de unidn al ARN, tales como el RRM (RNA Recognition Motif) se encuentran

exclusivamente en eucariotas, y por tanto, deben haber sido adquiridos mas tarde en la evolucion [297].

Ya que las RBPs participan en funciones muy diversas, seria coherente entonces pensar que existe una gran
diversidad en las estructuras de estas proteinas que serian responsables del reconocimiento de las diversas
moléculas de ARN blanco. Sin embargo, la mayoria de las RBP estdan compuestas por unos pocos motivos de
unién al ARN (ver TABLA 1.9.1) y la enorme diversidad de sustratos se obtiene gracias a la presencia de
multiples copias de dominios de unidon al ARN que se rearreglan estructuralmente para expandir el
repertorio funcional de estas proteinas [298]. Los mddulos de uno o diferentes tipos se combinan para crear
superficies de unidn versatiles que definen la especificidad de estas proteinas. Ademas, se conjugan también
con dominios de interacciéon con otras proteinas y dominios enzimaticos que definen los blancos de las

enzimas y regulan su actividad catalitica (FIGURA 1.9.1).

Dominio Topologia Estructuras representativas (PDB ID)
RRM o U1A N-terminal RRM [299] (1URN)
KH (tipo | y tipo II) o Nova-1 KH3 (tipo 1) [300] (1EC6), NusA (tipo Il) [301] (2ASB)
dsRBD o dsRBD3 de Staufen [302] (1EKZ)
ZFP-CCHH qB Dedos 4-6 de TFIIIA [303] (1UNG6)
ZFP-CCCH Estructura secundaria poco Dedos 1y 2 de TIS11d [304] (1RGO)
regular
S1 B Ribonucleasa Il [305] (21X1), exosoma [306] (2NN6)
PAZ of PAZ [307] (1SI3), Argonauta [308] (1U04), Dicer [309] (2FFL)
PIWI of PIWI [310] (1YTU), Argonauta [308] (1U04)
TRAP B TRAP [311] (1C9S)
Pumilio o Pumilio [312] (1M8Y)
SAM o Vts1 [313] (2ESE)

TABLA 1.9.1 Dominios de unidn al ARN. Se listan los dominios mas comunes de unién al ARN con la
topologia caracteristica de cada una de ellas. dsRBD, dominio de unidn al ARN doble hebra; KH, homologia K;
RRM, dominio de reconocimiento del ARN (RNA-recognition motif); ZFP, proteina dedo de zinc (zinc finger)
PDB ID, identificacion en el Protein Data Bank
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FIGURA 1.9.1 Estructura modular de las proteinas de unién al ARN. Se muestran ejemplos representativos
de las RBPs mas comunes. Los diferentes dominios se representan por cajas coloreadas, también se
muestran dominios enzimaticos y modulos funcionales menos comunes tales como PABP (proteina de union
a PoliA); PTB (proteina de unidn a tracto de polipirimidinas); R/S (dominio rico en Arginina y Serina); SF1
(factor de splicing 1); TTP (tristetraprolina); U2AF (factor auxiliar U2). Extraido de Lunde y cols. [314].

Las caracteristicas distintivas de las RBPs como grupo, fueron analizadas por Mittal y cols. 2009, tomando
como modelo S. cerevisiae [315]. Este grupo demostré que los ARNm que codificaban para RBPs eran
significativamente menos estables (en su vida media) comparados con los ARNm que no codificaban RBPs.
Sin embargo, observaron que los ARNm para RBPs son traducidos con una mayor eficiencia. Ademas, sus
anadlisis revelaron que las RBPs son significativamente mas estables que las demds proteinas. Estos

resultados indican que el grupo de las RBPs se puede producir rapidamente y en forma abundante por
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tiempos cortos. Este mecanismo evita la acumulacién de ARNm en la célula, de hecho, se ha reportado que
la mayoria de las RBPs de levaduras autorregulan su actividad mediante el control de la estabilidad de su

propio ARNm [256].

1.10 EL DOMINIO RRM

El dominio RRM es por lejos el motivo mas comun y mejor caracterizado de los médulos de unién al ARN. El
mismo se compone de 80-90 aminodcidos que forman 4 |daminas  antiparalelas con dos a hélices dando el

patrén topoldgico caracteristico fapfof (FIGURA 1.10.1).

FIGURA 1.10.1 Estructura del dominio N terminal del RRM de la proteina U1A humana unida al ARN. En
esta estructura, asi como en muchos otros complejos RRM-ARN, las bases simple hebra en el ARN son
reconocidas por aminodcidos que forman las hojas 3 antiparalelas. Extraido de Oubridge y cols. [299].

El RRM estd compuesto por dos submotivos de 8 y 6 aminodcidos conservados, el RNP1 y RNP2
respectivamente [316-318]. En estos submotivos, se encuentran tres residuos aromaticos que son muy
importantes en el reconocimiento ARN-proteina. Estos residuos aromaticos se localizan en el RNP1 (lamina
[3) y en el RNP2 (lamina 1) (FIGURA 1.10.2). El submotivo RNP1 se encuentra altamente conservado y su
secuencia consenso es un octamero definido como: K/R-G-F/Y-G/A-F/Y-V/I/L-X-F/Y, mientras que la
secuencia aminoacidica del RNP2 se encuentra menos conservada entre diferentes proteinas homologas
siendo el consenso el hexamero: I/V/LF/Y-I/V/L-X-N-L [319]. En general, son solo 4 los aminoacidos claves
gue contribuyen a la unidn con el ARN blanco, los cuales se posicionan en el aminodacido 1,4y 5 en el RNP1y
en la posicidn 2 en el RNP2. Estos residuos claves son aminodacidos cargados y aromaticos que exponen sus
cadenas al solvente e interactian directamente con el ARN (revisado en [319]). Los bucles que conectan las
ldaminas B también tiene un rol importante en el reconocimiento de los acidos nucleicos resultando en una

mayor superficie de unién al ARN (revisado en [320]).
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FIGURA 1.10.2 Esquema de la interaccion de las laminas 3 del RRM con el ARN (a) Estructura del RRM2 de
la proteina hnRNP A1l unida al ADN telomérico simple hebra. Extraido de Ding y cols. [321] (b) Esquema de
las cuatro hojas f donde se localizan los principales residuos aromaticos en los submotivos RNP1 y RNP2
(indicados con numeros verdes). Se muestran las secuencias consenso de los submotivos RNP en el RRM, X
significa cualquier aminoacido. Extraido de Clery y cols. [320].

(@@ >

Las RBPs y en particular las RBPs que contienen RRMs han sido exhaustivamente estudiadas debido a la
implicancia adicional del RRM en interacciones proteina-proteina (revisado en [320], asi como también en el
transporte de las proteinas al nucleo, de hecho, la mayoria de las RBPs entran y salen del nucleo [285,322-

324].

1.10.1 PROTEINAS DE UNION AL ARN EN T. CRUZI

La mayoria de las proteinas de unidn al ARN identificadas en T. cruzi no han sido aun caracterizadas, y
muchas de ellas parecen ser exclusivas de tripanosomatidos lo cual sugiere una funcion especifica del
pardsito. Dentro de las pocas RBPs caracterizadas en T. cruzi se incluyen diversos motivos de unidn al ARN

(revisado en [325,326]).

Se han identificado proteinas con motivos dedo de Zinc tipo CCCH en tripanosomatidos [327-329]. Existe
evidencia de que estas proteinas ZFP (zinc finger protein) tienen un rol en procesos de diferenciacion y al

menos una de ellas (ZFP3) funciona como regulador de la traduccidn (revisado en [325]).

Otro motivo de unidn al ARN caracterizado en T. cruzi es el motivo Pumilio presente en proteinas que
regulan la expresién de ARNm mediante la interaccion con secuencias especificas en la region 3'UTR a la vez
que reclutan proteinas que degradan el ARN o ejercen represion traduccional [330]. Se han analizado 10
proteinas con motivo Pumilio (proteinas Puf) en T. cruzi y se las ha dispuesto en diferentes grupos segun la

prediccion de su probabilidad de unién al sitio candnico de unidn a Pumilio nanos response element (NRE) de
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32pb. En el grupo 1 (TcPufl y TcPuf2) se encuentran aquellas proteinas que se unen a la secuencia NRE
completa. Las proteinas del grupo 2 (TcPuf3-6, TcPuf9) se unirian al menos a un motivo conservado dentro
de la secuencia NRE, mientras que las proteinas del grupo 3 (TcPuf7-8, TcPuf10) son mas diversas y se unen a
secuencias diferentes al NRE [331]. La interaccidn con el NRE fue experimentalmente probada para las
proteinas TcPufl y TcPuf6 [331,332]. Para TcPuf6 se identificaron mediante cromatografia de afinidad en
tandem ocho ARNm blanco, los cuales aparecian disminuidos cuando TcPuf6 estaba sobrexpresada

indicando una funcién desestabilizadora de la proteina sobre sus ARNm blanco [333].

Inicialmente, en el genoma de T. cruzi se identificaron 77 proteinas de unién al ARN con el motivo RRM
[334], luego, con otros criterios de busqueda, se identificaron 4 proteinas mas haciendo un total de 81
proteinas con RRM en T. cruzi [335]. Solo unas pocas de estas proteinas tienen ortdlogos en otros eucariotas
gue no sean los Tritryps, alguna de ellas son la PABP, el factor de inicio de la traduccién elF3B y el factor de
splicing U2AF35. De las proteinas exclusivas de kinetopldstidos, solo unas pocas han sido caracterizadas
experimentalmente y todas ellas juegan un rol en la regulacidn de la estabilidad de los ARNm (revisado en
[325]). Un ejemplo representativo de RRM en T. cruzi es la proteina TcUBP1. TcUBP1 esta involucrada en la
estabilizacion estadio especifica de ciertos ARNm en el citoplasma [287]. La caracterizacion de esta proteina
surge con el objetivo de identificar factores de unién a elementos ARE presentes en la regién 3’UTR del
ARNmM de proteinas mucinas (TcSMUG) [272]. Ademas de unirse a tcSMUG, la proteina TcUBP1 interacciona
con otros 39 transcriptos [336], reconociendo un elemento estructural en forma de horquilla en la region
3’UTR de los mismos. TcUBP1 puede homodimerizar y puede formar un gran complejo ribonucleoproteico
junto con la proteina TcUBP2 y la PABP [337]. Se postula que la proteina TcUBP1 es un factor
desestabilizador ya que su sobrexpresién desestabiliza el ARNm que codifica para TcSMUG [287]. Tanto
TcUBP1 como TcUBP2 se localizan principalmente en el citoplasma del pardsito, pero en condiciones de
estrés nutricional, estas proteinas son movilizadas a granulos de estrés [338] participando en la proteccion
de los transcriptos asociados. En parasitos estresados con arsenito, TcUBP1 y TcUBP2 se acumulan
gradualmente en el nucleo, lo que llevd a proponer que el RRM actuaria, al menos en el caso de TcUBP1,
como seial de localizacidon nuclear [324]. Otras proteinas con RRM estudiada en T. cruzi son la proteina
TcRBP3 que interacciona con un grupo de ARNm los que mayoritariamente codifican para proteinas
ribosomales [336] y la proteina TcRBP40 que une algunos ARNm que contienen en sus 3’UTR secuencias

ricas en AG [335].

La existencia de niveles adicionales de control, tales como el procesamiento del ARNm, la exportacion de los
ARNm al citoplasma, la modulacién de la vida media de los ARNm o de las proteinas y las modificaciones

post-traduccionales, sugieren que la regulaciéon global de la expresidn génica es un proceso bastante
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complejo en el que participan varios factores en trans. La observacidn de que muchas de las proteinas de
union al ARN en tripanosomatidos carecen de un ortélogo en otros eucariotas, provee una plataforma
interesante para identificar nuevos procesos y un uso potencial en el disefio racional de nuevas drogas. Sin
embargo, mientras que las proteinas de unién al ARN toman cada vez mdas y mas relevancia en diferentes
aspectos de la regulacién post-transcripcional, se conoce ain muy poco sobre los elementos reconocidos y la

mecanistica de interaccion de las RBP en T. cruzi.
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La dependencia de un genoma entero basicamente en la regulacidon post-transcripcional, es un hecho sin
precedentes [325]. La regulacion de la expresiéon de genes individuales parece basarse en un mecanismo que
combina la interaccidn de factores en trans y elementos en cis en cada ARNm. La mayoria de los elementos en cis
qgue afectan la vida media y la traduccién de los ARNm han sido localizados en las regiones 3’ no traducidas
(3’UTR). Por lo tanto, los esfuerzos se han dirigido principalmente a la identificacion de los factores en trans que
interaccionan con estas regiones. En ese contexto, los estudios se han centrado en el analisis de proteinas de
union al ARN, las cuales juegan un rol crucial en los mecanismos de regulacién post-transcripcional. Como se
indicé anteriormente, hasta la fecha, son muy pocos los factores en trans que se han identificado en T. cruzi, y

menos aun se sabe de su funcién y las secuencias blanco con las que interaccionan.

La proteina TcRBP19 es una proteina de unién al ARN que comenzd a ser estudiada en el marco de mis trabajos
de Licenciatura y Maestria [339,340]. Esta proteina presenta un dominio altamente conservado del tipo RRM

conteniendo los elementos caracteristicos RNP1y RNP2 (FIGURA 2.1.1).
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FIGURA 2.1.1 Esquema de la proteina TcRBP19. Se muestra un diagrama de un RRM tipico a la izquierda, y a la
derecha la estructura primaria y secundaria de la proteina TcRBP19. Se indican las hojas beta en rojo y las hélices
alfa en azul. Los subdominios conservados RNP1y RNP2 se indican subrayados en la secuencia.

Analisis bioinformaticos revelan que TcRBP19 se diferencia de las otras proteinas con RRM reportadas en T. cruzi
[341]. De hecho, esta proteina, se posiciona como una rama independiente dentro de la familia de proteinas con
RRM estudiada hasta el momento [340]. Mediante Blast se vio que TcRBP19 es una proteina exclusiva de
kinetoplastidos, ya que no tiene ortdlogos en otros metazoarios, un hecho que ha dificultado la inferencia de su

funcién por homologia.

Los ensayos de Southern blot con diferentes endonucleasas revelaron un perfil compatible con un gen de copia
Unica (FIGURA 2.1.2), hecho que fue confirmado con el reporte de la secuencia del genoma de T. cruzi en el afo
2005 [53]. Mediante electroforesis en campo pulsado se vio que el gen se localiza en un cromosoma de alto peso

molecular [339,340].
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FIGURA 2.1.2 Andlisis gendmico de tcrbp19. (A) Southern blot usando 10 pug de ADN gendmico de T. cruzi
digerido con las enzimas de restriccion BamH | (carril 1), EcoR | (carril 2), Nco | (carril 3) y Pst | (carril 4). La
membrana fue hibridada con una sonda marcada radiactivamente correspondiente a una regién de 400 pb del
gen tcrbpl9. A la izquierda se indica el marcador de peso molecular en kilobases: 1 kb ladder (Promega). (B)
Localizacion cromosdmica del gen tcrbpl9 por electroforesis en campo pulsado. En el carril 1 se muestra los
cromosomas de T. cruzi separados por electroforesis en campo pulsado y tefiidos con bromuro de etidio. En el
carril 2 se muestra el marcador de peso molecular (Yeast Chromosome PFG Marker, New England Biolabs). En el
carril 3 se muestra al autorradiografia del carril 1 transferido a una membrana Hybond N+ e hibridado con la
misma sonda que se usé para el Southern blot. Con una flecha se indica la sefial correspondiente al gen tcrbp19.
Extraido de Pérez-Diaz y cols. [342].

La proteina de fusiéon GST-TcRBP19 recombinante fue purificada y usada para la producciéon de un anticuerpo
policlonal en conejo. En ensayos de Western blot se pudo detectar TcRBP19 principalmente en el estadio
amastigota en niveles sumamente bajos (FIGURA 2.1.3). Asimismo, generamos una cepa de T. cruzi que
sobrexpresa la proteina TcRBP19 mediante transfeccién de parasitos salvajes con el plasmido pTEX-TcRBP19 y

seleccidn con neomicina (FIGURA 2.1.3 carril 6).

Estudios de especificidad de la unidon de TcRBP19 por el ARN a través de ensayos de EMSA con los cuatro
homopoliribonucleétidos revelan que esta proteina no solo se une a ARN in vitro, sino que también es capaz de

discriminar entre diferentes ribosondas prefiriendo poliC frente a los otros homopolimeros [339,340].
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FIGURA 2.1.3 Expresion de TcRBP19 a lo largo del ciclo de vida de T. cruzi. Western blot amplificando la sefial
del anticuerpo primario anti-TcRBP19 con proteina A marcada con [**’I]. Se usé un extracto proteico total de 10°
pardsitos salvajes por carril. Carril 1: epimastigotas, carril 2: metaciclicos, carril 3: amastigotas axénicos, carril 4:
tripomastigotas; carril 5: amastigotas celulares: carril 6: epimastigotas transfectados con el vector pTEX-TcRBP19.
En el panel inferior se muestra los mismos extractos usando anticuerpo primario anti-PEPCK usado como control
interno. Extraido de Pérez-Diaz y cols. [342].

Dado que TcRBP19 presenta una baja expresién, la cual es caracteristica de proteinas que intervienen en
regulacién en etapas tempranas o especificas durante el ciclo de vida y teniendo en cuenta que la regulacion de
la expresidon génica en T. cruzi parece operar principalmente a nivel post-transcripcional, resulta particularmente
interesante el estudio de la funcionalidad de esta proteina de unidon a ARN para comprender los eventos de
regulacién génica en estos parasitos. Por otra parte, su presencia exclusiva en tripanosomatidos y su expresion
preferencial en el estadio intracelular del hospedero mamifero, convierten a TcCRBP19 en una probable proteina

blanco para disefo racional de farmacos para combatir la enfermedad de Chagas.
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3.1 OBIJETIVO GENERAL

El objetivo general es contribuir a la comprensidon de la regulacidon de la expresion génica de T. cruzi
procurando comprender el modo de accién de TcRBP19, una proteina de expresion diferencial y exclusiva de

tripanosomatidos que posee un motivo funcional de unidn al ARN.

Para ello, nos planteamos no solo analizar la funcidn de la proteina en el parasito, sino también acercarnos a
conocer los mecanismos de regulacion de su expresidon, que ayudarian a entender los mecanismos

responsables de la expresion diferencial de TcRBP19 lo largo del ciclo de vida.

3.2 OBIJETIVOS ESPECIFICOS

Como objetivos particulares, se pretende:

e Analizar el fenotipo de parasitos que sobrexpresan TcRBP19
e Determinar la localizacién subcelular de TcRBP19
e Identificar y analizar los ARNs blanco a los cuales se une TcRBP19

e Identificar y analizar proteinas que interaccionan con TcRBP19.
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4.1 CELULAS

4.1.1 BACTERIAS COMPETENTES

Escherichia coli XL1-Blue [343]. Genotipo: supE hsdR lac F’ proAB” lacl’ lacZAM15.

Escherichia coli BL21 [344] cepa deficiente en proteasas para expresidon de proteina recombinante clonada en

pPGEXA4T-1. Genotipo: F-, ompT, hsdS (rB-, mB), gal.

Escherichia coli One Shot TOP10 (Invitrogen). Genotipo: F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) @80lacZAM15 AlacX74
recAl araD139 A(ara-leu)7697 galU galK rpsL (StrR) endA1 nupG.

4.1.2 PARASITOS

Trypanosoma cruzi clon Dm28c [345].

4.1.3 CELULAS DE MAMIFEROS

Células VERO (ATCC Catalogo N2 CCL-81™). Células de rinndn de mono verde africano [346].

Células Hela (ATCC Catdlogo N2 CCL-2™). Células epiteliales de adenocarcinoma de cérvix de Utero [347].

4.2 VECTORES PLASMIDICOS

4.2.1 VECTORES DE CLONADO

Para el subclonado y secuenciacién de fragmentos de ADN amplificados por PCR se usd el vector pCR®2.1-TOPO®
(Invitrogen) y el vector pGEM-T easy (Promega). Estos sistemas estan disefiado para clonar productos de PCR
generados por la Tag polimerasa ya que poseen un nucledtido de timina 3’ protuberante lo cual ademas evita la
recircularizacidon del vector. El clonado en el sistema TOPO es alin mas eficiente gracias a la presencia de una
topoisomerasa | covalentemente unida al vector en sitios especificos que es capaz de introducir cortes en el
esqueleto fosfodiéster luego de 5°-CCCTT en una hebra y al revertir la reaccidn es liberada [348]. Se usé el vector
pGem-T easy para clonar las regiones 3'UTRs de los genes de interés para transcripcidén in vitro a partir del
promotor T7 localizado corriente arriba de las regiones de interés. Las ligaciones fueron realizadas segln

protocolos establecidos por el comerciante.
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4.2.2 VECTOR DE EXPRESION DE GST-TcRBP19

PGEX-4T-1-TcRBP19: se uso el vector pGEX-4T-1 (Amersham Biosciences) con el gen de la proteina TcRBP19
clonado en fase. Esta construccidon fue obtenida previamente en nuestro laboratorio para la expresién de
TcRBP19 fusionada a la proteina glutation S transferasa (GST) [339]. La expresion de la proteina recombinante
estd bajo el control de un promotor inducido por IPTG. El vector también contiene un gen lacl® interno cuyo
producto génico es una proteina represora que se une a la regidn operadora del promotor del gen lo cual
previene la expresidon del mismo hasta su induccién con IPTG, con ello se consigue controlar la sobrexpresion del

péptido recombinante.

4.2.3 VECTORES DE TRANSFECCION DE T. CRUZI

Se selecciond el plasmido pTEX [349] que fue disenado para la expresiéon de genes en T. cruzi. Dicho vector
permite amplificar las construcciones de interés en sistemas bacterianos y su posterior transfeccién en células del
parasito. EI ADN transfectado, se mantiene extracromosomalmente como un repetido de circulos concatenados
entre si. En este plasmido las regiones gendmicas que dirigen la expresion de los genes gapdh | y Il
(gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasas), son utilizadas para regular la sintesis del gen de interés y del gen de
resistencia a Neomicina (neomicina fosfotransferasa) que permite la seleccién de los parasitos transfectantes
[349]. Un aumento en la concentracion de antibidtico Neomicina o su andlogo G418 en el medio, conlleva a un

aumento en el numero de copias de plasmido con el consiguiente aumento en la expresion del gen de interés.

Para el estudio de los efectos de las regiones regulatorias, se utilizd el plasmido pTEX-CAT conteniendo la
secuencia del gen reportero para la cloramfenicol acetil transferasa (CAT) (FIGURA 4.2.1) En dicho vector la

expresion del reportero queda bajo el control de la regién regulatoria del gen gapdh I.

Para la sobrexpresion de la proteina TcRBP19 en T. cruzi, se utilizd el pldsmido pTEX-TcRBP19 previamente
construido [340,342]. Se construyd ademas el vector de expresién para T. cruzi pTEX-TAP-tag fusionado a la
proteina TcRBP19 (pTEX-TcRBP19-TAP-tag), para poner a punto el sistema de purificacidon en tandem de afinidad
(TAP) en T. cruzi [350] y purificar proteinas de union a TcRBP19. El vector pTEX-TAP-tag fue cedido por el Dr.
Esteban Serra (Facultad de Ciencias Bioquimicas y Farmacéuticas, Instituto de Biologia Molecular y Celular, Dpto.
Microbiologia, Universidad Nacional de Rosario, Argentina). Dicho vector fue construido a partir del vector de
expresion pTEX donde introdujo un casette que comprende la proteina A y un péptido de unidn a calmodulina

(CBP) [350] (FIGURA 4.2.1).
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FIGURA 4.2.1: Esquema de los vectores de expresidn en T. cruzi utilizados. (a) Pldasmido pTEX-CAT. (b) pTEX-TAP-
tag. Los genes de resistencia a ampicilina (AmpR) y geneticina (NeoR) se muestran en azul. CBP: Péptido de unidn
a la calmodulina. TEV: Sitio de corte para la proteasa TEV. Prot A: Secuencia codificante de la proteina A. NeoR:
Resistencia a G418. AmpR: Resistencia a ampicilina. MCS: Sitio de clonado multiple. 5' GAPDH, Intergénica, 3'
GAPDH: Regiones UTRs e intergénicas de los genes gapdh | y Il usadas para el correcto procesamiento del gen
reportero.

4.3 SOLUCIONES Y TAMPONES

Solucion de Denhardt’s 50X: Ficoll 400 10 mg/mL, polivinilpirrolidona 10 mg/mL, seroalbimina bovina 10 mg/mL.

Solucion de prehibridacion: SSC 5X, SDS 0,2 %, Solucién Denhardt’s 5X y 500 pg/mL ADN de esperma de salmén

desnaturalizado y fragmentado mecanicamente.

Solucion de CaCl, para preparacion de células competentes: CaCl, 60 mM; glicerol 15%; PIPES 10 mM, pH 7. Se

esteriliza con filtro de 0,22 pum.

Solucion Ponceau S para tefiir membranas en Western blot: Ponceau S 0,5%; acido acético 1%.

Solucion de Azul de Coomassie: azul de Coomassie R 0,2%, metanol 40% y acido acético 10%

Solucion de hibridacién de microarreglos: SSC 5X; Denhardt’s 4,2X; ADNss 0,21 mg/mL; SDS 0,42%; Formamida
42%

Solucién de extraccion para obtencion de ADN total de pardsitos: 1 parte de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1);
1 parte de fenol; 1 parte de tampdn A; 1 punta de espdatula de 8 hidroxiquinoleina. Se homogeneiza y se deja

reposar 1 dia. Se cubre la botella con papel de aluminio y se guarda a 4° C.
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Tampon A para extraccion de ADN de pardsitos: Tris-HCl 0,2 M pH 8; EDTA 0,1 M pH 8.

Tampon TAE 10X: Tris-HCI 0,4 M pH 7,2, EDTA 50 mM pH 8,0, acido acético hasta pH 7,2.

Tampon TE: Tris-HCI 10 mM pH 8,0, EDTA 1 mM.

Tampodn de corrida formaldehido 5X: MOPS 0,1 M, acetato de sodio 40 mM, EDTA 5 mM pH 8.

Tampon de aplicacion: Tris-HCI 20 mM pH 8, NaCl 25 mM, NaN;0,02%.

Tampodn de carga para ADN: azul de bromofenol 0,25%, xylene cyanol 0,25%, glicerol 30%.

Tampodn de carga para ARN: glicerol 50%, EDTA 1 mM pH 8, azul de bromofenol 0,25%, xilencianol 0,25%.

Tampodn de carga para SDS PAGE 2X: Tris-Cl 100 mM pH 6,8, DTT 200 mM, SDS 4%, azul de bromofenol 0,2% vy

glicerol 20%.

Tampodn de corrida para SDS-PAGE 5X: 15,1 g Tris base, 72 g glicina, 5g SDS.

Tampodn de transferencia para Western blot: Tris base 20 mM, glicina 150 mM, metanol 20%.

Tampon fosfato salino (PBS): NaCl 137 mM, KCl 2,7 mM, Na,HPO, 10 mM, KH,PQ,, pH 7,4.

Tampon PBS-T: PBS 1x, Tween 20 0,1% v/v.

Tampon SET para preparacion de pldsmidos: sacarosa 20%, Tris-HClI 50 mM pH 7,6, EDTA 6,5 mM.

Tampon de electroporacion HBS: Hepes 21 mM, NaCl 137 mM, KCI 5 mM, NaH,PO, 7 mM, glucosa 6 mM, pH 7,4.

Tampon de lisis de pardsitos: Tris-Cl 10 mM pH 7,5; EDTA 1 mM; CHAPS 1%,; glicerol 10% Tritdn 0,5% e inhibidores

de proteasas.

Tampon de union para EMSA y crosslinking: Tris-HCI 10 mM, KCl 10 mM, MgCl, 10 mM, DTT 1 mM, EDTA 0,1 M.

Tampon P puromicina para polisomales: KCl 500 mM, MgCl, 2 mM, Tris-HCl 10 mM pH 7,4, NP40 1%, sacarosa 0,2

M, puromicina 2 mM.

Tampon TKM para polisomales: Tris 10 mM pH 7,4, MgCl, 10 mM, y KCI 300 mM.
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PSG: 13,48 g Na,HPO,, 0,69 g NaH,P0,4.H,0, 4,25 g NaCl, 20 g glucosa para 2 L.

Tampon de acoplamiento para Affi-gel 10: Hepes 100 mM pH 7,3, CaCl, 10 mM.

Tampon ipp: Tris 50 mM pH 7,5; KCI 150 mM; EDTA 5 mM; DTT 0,5 mM; PMSF 80 pug/mL; NP-40 0,2%.

Tampon de equilibracion para geles 2D: urea 6 M, Tris 75 mM pH 8,8, glicerol 29,3%, SDS 2%, azul de bromofenol
0,002%.

Tampon de lisis para TAP-tag: Tris-Cl 10 mM pH 7,8, NaCl 10 mM, NP-40 0,1% y una tableta de inhibidores de

proteasas cOmplete EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail Tablets (Roche).

Tampdn IPP150: Tris-Cl 10 mM pH 7,8, NaCl 150 mM, IGEPAL 0,1% y una tableta de inhibidores de proteasas
cOmplete EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail Tablets (Roche).

Tampodn proteasa TEV: Tris-Cl 10 mM pH 7,8, NaCl 10 mM, IGEPAL 0,1%, una tableta de inhibidores de proteasas
cOmplete EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail Tablets (Roche), EDTA 0,5 mMy DTT 1 mM.

4.4 MEDIOS DE CULTIVO

Medio liquido LB: bacto triptona 10 g/L, extracto de levadura 5 g/L, NaCl 10 g/L pH 7.

Medio LB agar: medio LB liquido mas bacto agar al 1,5%.

Medio LIT: 4 g NaCl, 0,4 g KCI, 15 g Na,HPO,.7H,0, 2 g glucosa, 3 g infusidn de higado, 5 g triptosa, hemoglobina

2%, suero bovino fetal 10%, 30 mg estreptomicina, 50 mg penicilina y agua hasta llegar a un litro.

TAU: NaCl 190 mM; KCI 17 mM; MgCl, 2 mM; CaCl, 2 mM; tampdn fosfato 8 mM pH 6 y bicarbonato de sodio al
0,035%.

TAU3AAG: medio TAU suplementado con L-glutamato 50 mM, L-aspartato 2 mM y glucosa 10 mM.

MEM TAU pH 5,8: consiste en una mezcla 1:1 de medio TAU3AAG y medio MEM (Sigma M2645) suplementado
con suero fetal bovino al 5%, sacarosa 70 mM, hemoglobina 20 mg/mL, penicilina 200 U/mL, estreptomicina 200

ug/mLy MES 20 mM (acido morfolino etanosulfénico).
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4.5 CULTIVO IN VITRO DE T. CRUZI

4.5.1 CULTIVO DE ESTADIO EPIMASTIGOTA

Los epimastigotas fueron cultivados a 282C en medio liquido de infusién hepatica y triptosa (LIT) suplementado
con suero fetal bovino al 10% previamente tratado 15 min a 652C para la inactivacién del complemento.

Rutinariamente los cultivos se repicaron cada 72 h a fin de mantenerlos en fase exponencial de crecimiento.

Para el cultivo de transfectantes, se seleccionaron con G418 los parasitos transfectados y se mantuvo la presién

selectiva con 250 ug/mL de dicho antibidtico.

4.5.2 METACICLOGENESIS IN VITRO

La metaciclogénesis in vitro se llevd a cabo segun Contreras et al. [31]. Los pardasitos fueron cultivados en medio
LIT a 282C partiendo de un cultivo de 10° parasitos/mL de medio. Antes de inducir la diferenciacién, se realizaron
tres repiques cada 72 h manteniendo el cultivo en 10° parasitos/mL. En el Gltimo repique, se dejé el cultivo crecer
a 28°C hasta alcanzar el final de la fase exponencial de crecimiento (densidad celular aproximada de 5x10’
parasitos/mL). Estos parasitos fueron centrifugados y resuspendidos en medio TAU en una concentracion de
5x10% células/mL. Se incubaron durante 96 h a 282C con la botella en posicién horizontal de manera que los
epimastigotas se adhieran a la botella de cultivo y se diferencien. Los parasitos asi estresados fueron luego
incubados en botellas de 200 mL de medio TAU3AAG (concentracién final 5x10% células/mL), hasta que se liberan
al medio la mayoria de los parasitos adheridos a la botella de cultivo (3 dias). Finalmente, en el sobrenadante se
obtienen los tripomastigotas ya diferenciados y adheridos a la botella se encuentran los epimastigotas no
diferenciados. Para recuperar estos ultimos, se sacé el sobrenadante, se agregd PBS a la botella y se agitd

vigorosa y violentamente la botella para despegar los parasitos adheridos.

La metaciclogénesis in vitro a partir de parasitos que sobrexpresan la proteina TcRBP19 se realizd usando el
protocolo descripto anteriormente. Se realizaron duplicados con dos réplicas bioldgicas (pTEX-TcCRBP19-A y pTEX-
TcRBP19-B) en dos experimentos independientes y se realizd un experimento control usando una cepa de T. cruzi

transfectada con el plasmido pTEX vacio.

4.5.3 AMASTIGOGENESIS IN VITRO

La amastigogénesis primaria in vitro se realizé segun el protocolo descripto por Contreras y col., [34] a partir de
tripomastigotas metaciclicos. Para ello, primero se realizd la metaciclogénesis in vitro de T. cruzi bajo condiciones
quimicamente definidas [31]. Se contaron 2x10° parasitos tripomastigotas por botella de cultivo conteniendo 200
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mL. Los tripomastigotas metaciclicos contenidos en el medio TAU3AAG fueron centrifugados 10 min a 42C a 8000
rom (rotor RI2A3 Himac CR 21G) y resuspendidos en medio Hanks/Hepes/CO; (1x/5 mM/4,17 mM) quedando a
una concentracion de 1x10® parasitos/mL. Se agregd 1 volumen de suero de cobaya para lisar los epimastigotas
presentes y se incubd 45 min a 379C. Se centrifugd, y se lavé en medio PSG. Finalmente los tripomastigotas
fueron resuspendidos en 2 mL de PSG y purificados en una columna DEAE-S2 de 10 mL estéril. La salida de
metaciclicos se siguié por microscopia. Se centrifugaron los parasitos (1x10°) eluidos por gradiente de fuerza
idnica y se resuspendieron en dos botellas de cultivo (175 cm?; Falcon Labware, Oxnar, CA) conteniendo 14 mL de
medio MEM TAU pH 5,8. Los tripomastigotas metaciclicos en medio MEM TAU fueron incubados a 372C en
atmoésfera con CO, al 5% durante tres dias. De esta forma se diferencian a amastigotas in vitro, luego de tres dias
se realizd un repique y se mantuvieron los parasitos en medio MEM TAU aumentando la cantidad de suero fetal

bovino a 10%.

La amastigogénesis in vitro a partir de parasitos que sobrexpresan la proteina TcRBP19 se realizd usando el
protocolo descripto anteriormente. Se realizaron duplicados con dos réplicas bioldgicas (pTEX-TcCRBP19-A y pTEX-
TcRBP19-B) en dos experimentos independientes y se realizd un experimento control usando una cepa de T. cruzi

transfectada con el plasmido pTEX vacio.

4.5.4 AMASTIGOGENESIS EN CELULAS DE MAMIFEROS

Para la infeccion in vitro se utilizaron tanto células VERO como células Hela. Se utilizaron tripomastigotas
metaciclicos infectivos obtenidos in vitro tal como se describié anteriormente. Dichos parasitos fueron tratados
30 min a 372C con igual volumen de suero de cobaya para eliminar los epimastigotas. Los parasitos fueron
lavados 3 veces con tampon NKM (NaCl 40 mM, KCI 5 mM, MgCl, 2 mM, HEPES 10 mM pH 7,4) y se usaron para
infectar en una relacion pardsito:célula de 10:1. Alternativamente, se infectaron células de mamiferos usando
pardsitos metaciclicos provenientes de cultivos de epimastigotas envejecidos 10 a 15 dias a los cuales no se les

cambiaba el medio de cultivo para generar un estrés nutricional [32].

Las monocapas infectadas fueron cultivadas en medio RPMI (SIGMA) a 372C sin agitacién en una atmdsfera de
CO, al 5% durante 4 dias. Luego de las 24 h de infeccidn, se cambidé el medio diariamente y las células infectadas
fueron seguidas por microscopia éptica. Se realizaron cuatro réplicas técnicas en el caso de la infeccidén con

células VERO vy tres réplicas técnicas en las infecciones con Hela. En todos los casos se contaron 300 células.

Los datos obtenidos fueron evaluados a través de andlisis de varianza (ANOVA) y se utilizo el test Tukey’s y el test
% cuadrado para determinar la significancia estadistica. En todos los casos, la diferenciacién fue monitoreada por

conteo de células en un hematocitémetro.
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4.6 MANIPULACION DE BACTERIAS

4.6.1 CULTIVO DE BACTERIAS

Los cultivos liquidos se hicieron en medio LB a 372C con agitacidn. Para el cultivo de células transformadas con
pldsmidos portadores de resistencia a ampicilina, se agregd al medio dicho antibidtico en una concentracién de

100 pg/mL. Los cultivos en medios sélidos se hicieron en placas de Petri con LB agar con ampicilina.

4.6.2 PREPARACION DE CELULAS COMPETENTES Y TRANSFORMACION

Para la preparacién de células quimicamente competentes se usaron los protocolos descriptos por Ausubel [351].
Brevemente, se inoculé 50 mL de medio LB con una colonia Unica y se incubd 12 h a 379C. Posteriormente, se
inoculé 4 mL del cultivo en 400 mL de medio LB, dejandose crecer a 372C hasta una densidad éptica a 600 nm de
0,375. El cultivo fue alicuotado en 8 tubos de 50 mL y se deja enfriar en hielo durante 10 min. Luego de
centrifugar (1.600g, 7 min), se resuspendieron las bacterias en 10 mL de solucion de CaCl, y se dejaron en hielo
30 min. Finalmente, se volvidé a centrifugar y a resuspender las bacterias en 2 mL de solucién de CaCl, frio con

15% glicerol. Las bacterias competentes fueron alicuotadas de a 100 uL y almacenadas a -802C hasta su uso.

Para la transformacién de bacterias competentes se tomaron 100 plL de células a -802C y se dejaron descongelar
en hielo durante 30 min. Se agregé ADN en una proporcidn menor a 25 uL de ADN por 100 plL de células (se
procura usar menos de 0,1 ug/100 células). Se dejé 20 min en hielo y se dio un golpe de calor de 90 seg a 429C. A
continuacién se colocd en hielo 1-2 min y se adiciond 4 volumenes de LB a temperatura ambiente (TA). Se dejé a

372C durante una h con agitacién fuerte y se plaqued en agar LB.

4.7 AISLAMIENTO DE ACIDOS NUCLEICOS

4.7.1 AISLAMIENTO DE ADN GENOMICO DE PARASITOS

Para el aislamiento de ADN total de los parasitos cultivados se uso el Kit de extraccion de ADN genémico Wizard®
Genomic DNA Purification Kit (Promega) siguiendo las instrucciones del comerciante. Dicho kit esta basado en un
proceso de cuatro pasos [352]. El primer paso en el proceso de purificacion consiste en la lisis celular. En el
segundo paso, se rompen los nucleos y se incluye digestion con ARNasa. Las proteinas celulares son removidas en
un paso de precipitacion salina, en el cual precipitan las proteinas y queda el ADN gendmico de alto peso
molecular en solucién. Finalmente, el ADN gendmico se concentra y se desala mediante precipitacion con

isopropanol.
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Alternativamente se usé el protocolo que se detalla a continuacion. Se centrifugaron 2x10° parasitos a 3.000 rpm
15 min a 4°C (rotor JA 14, centrifuga Beckman) y se resuspendié el pellet en 4 mL de tampdn A. Se pasé a tubo
Falcon y se agregd una punta de espatula de proteinasa K (Promega) y 0,2 mL SDS 10% y se incubd 12 horas. Para
la extracciéon de ADN, se agregaron 0,8 mL de NaCl 0,5 M y 5 mL de solucién de extraccidn, se agitd por inversién
15 min, y se centrifugd 15 min a 3.000 rpm (rotor JA 14, centrifuga Beckman). Luego, se paso la fase superior a un
nuevo tubo con pipeta estéril y se repitid la extraccidn con soluciéon de extraccidn. Se volvié a extraer la fase
acuosa con igual volumen de cloroformo: isoamilico (24:1) y finalmente se precipité la fase acuosa con 2
volumenes de etanol absoluto (mantenido a-202 C) y se dejé 30 min a -802C. Finalmente, se lavd el ADN con
etanol 70% a -209C y se resuspendio en 4 mL tampon TE. El ARN resultante fue tratado con 40 pg de ARNasa A
(USB) y posteriormente se separd la enzima del ADN con sucesivas extracciones con solucién de extraccion y

cloroformo:isoamilico para finalmente volver a precipitar el ADN.

4.7.2 AISLAMIENTO DE ADN PLASMIDICO

Para la realizacion de minipreparaciones de plasmido se utilizd el método de lisis alcalina. Brevemente, se
cultivaron células conteniendo el plasmido de interés en medio liquido LB hasta la fase estacionaria. Se transfirié
cada cultivo a un tubo eppendorf de 1,5 mL y se centrifugd por 30 seg. El pellet se lavé con 1 mL de tampdn SET y
luego se resuspendié en 150 uL de dicho tampdn. A continuacion, se agregé 50 ug de ARNasa A vy, luego de
mezclar bien, se agregd 350 pL de la mezcla litica (SDS 1%, NaOH 0,2 M). Dicha solucidn alcalina, se neutralizd con
250 pl de acetato de sodio 3 M pH 4,8 y se agitd por inversion. Se colocd 30 min en hielo para precipitar el SDS 'y
el ADN cromosdmico y luego, se centrifugd 20 min a 42C. Al sobrenadante, conteniendo el ADN plasmidico, se le
adiciond un volumen de isopropanol, se agité por inversion, se dejé a TA por 15 min y se centrifugd 20 min Se
lavé el pellet con 200 pL de etanol 70%, se volvié a centrifugar por 5 min, se secé el pellet y finalmente se

resuspendio en 40 pL de agua libre de nucleasas.

Para la preparacion de pldsmido en grandes cantidades y altamente puro para transfecciones de T. cruzi, se
utilizé el kit QIAGEN Plasmid Midi segun protocolo establecido por el comerciante. Este sistema utiliza columnas

de intercambio anidnico disefiadas para purificar acidos nucleicos.

4.7.3 AISLAMIENTO DE ARN TOTAL DE PARASITOS

Se partié de 1x10°® pardsitos contados al microscopio en una camara Neubauer para los experimentos con

epimastigotas en fase exponencial de crecimiento y 1x10° parasitos para el caso de amastigotas.
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Se usé el reactivo TRIZOL (Lifetechnologies-Invitrogen) para aislar ARN total siguiendo las instrucciones del
comerciante. Este reactivo combina fenol y tiocianato de guanidina en una sola fase para facilitar la inmediata
inhibicién de la actividad ARNasa a la vez que provoca la lisis celular. Luego de la adicidn del reactivo se agrega
cloroformo con lo cual se forma una mezcla de dos fases capaz de ser separada por centrifugacién. El ARN
permanece exclusivamente en la fase acuosa, el ADN en la interfase y las proteinas en la fase orgdnica. Al tomar
la fase acuosa y pasarla a otro tubo se puede precipitar el ARN con isopropanol. Finalmente se lava el ARN con

etanol 70% vy se solubiliza en H,0 libre de nucleasas.

Alternativamente, se uso el kit RNeasy (QIAGEN) siguiendo las instrucciones recomendadas por el comerciante.
Mediante este método, las muestras bioldgicas son lisadas y homogeneizadas en presencia de tampodn
desnaturalizante conteniendo tiocianato de guanidina, el cual inactiva a su vez las ARNasas para asegurar la
purificacién de moléculas intactas de ARN. Se agrega ademas etanol para generar las condiciones apropiadas de
unién a columnas con membrana de silica de RNeasy Mini spin, donde se une selectivamente el ARN total y los

contaminantes son lavados a través de la membrana. Finalmente, el ARN es eluido con agua libre de ARNasas.

Para eliminar las trazas de ADN del ARN extraido el mismo fue tratado con el kit DNAfree (AMBION) segun las
recomendaciones del fabricante con una modificacién en el tiempo de incubaciéon con la ADNasa. Se usaron
incubaciones de 10 min en lugar de los 30 min recomendados, debido a la degradacién del ARN constatada. Para
verificar la eficiencia del tratamiento, las muestras de ARN tratado con ADNasa y sin tratar fueron analizadas por
gPCR (ver 4.11). Se considerd un tratamiento aceptable, cuando la diferencia en el nimero de ciclos al umbral de

amplificacion (Cts) entre ambas muestras era mayor o igual a 5.

4.7.4 CUANTIFICACION DE ACIDOS NUCLEICOS

Para ver el estado fisico y concentracion del ADN y ARN, se realizaron electroforesis en geles de agarosa 0,8-2%
en TAE 1X y se midid su densidad éptica a 260 nm en un espectrofotdmetro de microvolimenes (ACTGene ASP-

3700).

4.8 ELECTROFORESIS DE ACIDOS NUCLEICOS

4.8.1 ELECTROFORESIS EN GELES DE AGAROSA

Mediante esta técnica, los acidos nucleicos de diferente tamafo pueden ser separados y posteriormente ser
transferidos a filtros o bien purificados a partir del gel. Se utilizaron geles con un porcentaje de agarosa entre 0,7
y 1,5 segun los tamafios de los fragmentos a ser separados. Los geles fueron preparados en tampdén TAE 1Xy la

separacion se realizé con voltajes entre 20 y 100 V de 1 a 5 horas. Las muestras fueron cargadas con tampdn de
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carga para ADN de concentracidn final 1x. Para el analisis de muestras de ARN se usé tampdn de carga para ARN,
y el gel de agarosa al 1% se preparé en tampdon MOPS 1X y formaldehido 2,2 M para obtener condiciones

desnaturalizantes. En estos casos la electroforesis se realizdé en tampdn de corrida MOPS 1X.

Los acidos nucleicos fueron visualizados mediante tincién con 0,5 ug/mL de BrEt bajo luz ultravioleta.

4.8.2 ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA

Rutinariamente, se prepararon geles de acrilamida 12%, a partir de acrilamida-bis acrilamida (37,5:1), usando
persulfato de amonio (APS) y N,N,N’,N’-tetrametil etilendiamina (TEMED) como agentes polimerizantes. Se utilizé

tampon TBE 1x como tampdn de corrida.

La visualizacidn se realizd por el método de tincidon con nitrato de plata. En esta tincién primeramente se lava el
gel en solucidn fijadora (10% etanol absoluto, 0,5% acido acético) durante 30 seg en un microondas. Luego el gel
se coloca en solucion de Nitrato de Plata 2 g/L y se vuelve a colocar 30 seg en microondas. El revelado se realiza

en solucién 30 g/L NaOH y 0,5% formaldehido, durante 15 min.

4.9 REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

Las reacciones se llevaron a cabo en un volumen final de 20-50 pL conteniendo 1 U de DreamTaq (Fermentas),
una mezcla de 0,1- 0,5 uM de los cebadores, 1X tampdn de reaccién conteniendo MgCl, (Fermentas), 0,2 mM de
una mezcla de nucleétidos (dNTPs) y 50-100 ng del ADN molde a amplificar. Las condiciones de PCR y el nimero
de ciclos de amplificacidon se ajustaron para cada caso. Los productos de PCR fueron analizados mediante

electroforesis en gel de agarosa al 1-2% en tampdn TAE 1X.

4.10 REACCION DE TRANSCRIPCION INVERSA

Para la obtencién de la primera hebra de ADNc, 1-2 ug del ARN extraido fue desnaturalizado por calor a 702C en
presencia de dNTPs (1 mM) y 500 ng del cebador oligo(dT),, 0 250 ng de hexameros al azar. La reaccion se llevo a
cabo en un volumen de 20 plL usando el kit SuperScript® lll First-Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen)
conteniendo MgCl,, tampén RT, RNase OUT, y 200 U de SuperScript Ill RT. La reaccién se incubé 50 min a 502Cy
se detuvo calentando 5 min a 852C. Finalmente se agregé ARNasa H para remover el ARN del hibrido ADNc:ARN.

El ADNc resultante fue diluido 1/5 y usado para las reacciones de amplificacion.

Alternativamente se uso el kit RETROscript (AMBION) también en un volumen final de 20 puL conteniendo tampén

RT con MgCl,, inhibidor de ARNasa y 100 U de MMLV-RT. La reaccién se incubd 50 min a 509C y se detuvo
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calentando 10 min a 922C. Para la obtencion de la segunda hebra se diluyé el ADNc obtenido en una dilucién 1/5
con H,0 libre de ARNasas. Se ensayaron diferentes condiciones de PCR usando como cebadores al oligo-dT vy

cebadores especificos complementarios a la secuencia de interés.

4.11 PCR CUANTITATIVO (PCR EN TIEMPO REAL)

Para la cuantificacion mediante PCR (gqPCR), se utilizé la mezcla comercial 2X QuantiTect SYBR Green PCR Master
Mix (QIAGEN). Esta contiene la sonda fluorescente SYBR Green, la enzima Hot Start Tag ADN polimerasa, dNTPs y
un tampdn adecuado. Las reacciones fueron llevadas a cabo en un volumen total de 10 o 20 uL conteniendo los
cebadores en una concentracidon de 0,9 puM. Se realizaron triplicados técnicos de cada reaccién. Para la
amplificacidn, se incubé inicialmente durante 15 min a 952C para activar la polimerasa. Luego, se realizaron ciclos
de amplificacion de 15 seg a 95°C (desnaturalizacion del molde) y 60 seg a 60°C (hibridacién de los cebadores y

polimerizacidn de los nucledtidos), repitiéndose 40 veces este ciclo.

Los oligonucledtidos cebadores utilizados fueron disefiados usando el programa OligoPerfect™ Designer

(Invitrogen) disponible en (http://tools.invitrogen.com/content.cfm?pageid=9716) y se sintetizaron en IDT,

Operdn o Macrogen. Las secuencias de los mismos se detallan en la TABLA 4.11.1:

e Como control interno para la normalizacidon de los resultados se usaron los cebadores Ipgapdhl y
Ingapdh2 dirigidos a amplificar el gen que codifica para la gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa
(gapdh 1).

e Para la amplificacién del gen reportero cat (cuya amplificacion permite ademas calcular el nimero de
copias de plasmido pTEX-CAT por parasito comparando con el gen control gapdh) se utilizé el par
cebador Ipcat1 y Ipcat2.

o 5’UTRfw y 5°UTRrev para el andlisis de ARNm que codifican para la proteina TcRBP19 enddgena. Estos
oligonucledtidos cebadores fueron disefiados para hibridar en la region 5’UTR del gen tcrbp19 de manera
de poder diferenciar el ARNm tcrbp19 endégeno del que proviene del plasmido pTEX-TcRBP19 en el
transfectante.

e Para el analisis de estabilidad de ARNm por gqPCR y para confirmar los resultados del GST-pull down con
ARN total de amastigotas se disefiaron los cebadores:

o Tcl9fwy Tcl9rev que hibridan en la regién codificante del gen tcrbp19.

o ARP2/3-11Fw 'y ARP2/3-11rev que hibridan con la regidon codificante del gen
Tc00.1047053508737.194 que codifica para una subunidad del complejo Arp2/3.

o GCN5-12Fw 'y GCN5-12rev  que hibridan con la regiéon codificante del gen

Tc00.1047053509453.30.
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o ZincFinger-6Fw vy ZincFinger-6rev que hibridan con la region codificante del gen

Tc00.1047053506469.139 que codifica para un homoélogo de la proteina Dph3 en levaduray a la
qgue llamamos TcDph3.

o 1-84Fw vy 1-84rev que hibridan con la regién codificante del gen Tc00.1047053504035.84, que

codifica para la subunidad SDH11 del complejo mitocondrial Il [353].

Oligonucledtido

Secuencia

Ingapdh1
Ipgapdh2
Ipcat1
Ipcat2
5’UTRfw
5’UTRrev
Tc19fw
Tc19rev
ARP2/3-11Fw
ARP2/3-11rev
GCN5-12Fw
GCN5-12rev
ZincFinger-6Fw
ZincFinger-6rev
1-84Fw
1-84rev

5’ -cgacaacgagtggggatact-3’
5’ -ctacaaccttgccgaacgat-3’
5’ -gcgtgttacggtgaaaacct-3’
5’ -ggattggctgagacgaaaaa-3’'
5" -ggtgacggttggtgcttctggce—3’
5’ -gcacccgatttgccgttcecttg-3”
5’ -aggcattcagcgttacaagaac-3’
5’ -cgatttgccaagaagtttgtg-3’
5’ -ccgcctatttgccttactacg-3’
5’ -gctccacggtacatgaaggat-3’
5’ -ccaccgttgttgtctccatc-3’
5’ -gatcaaaccttccagcactga-3’
5’ -tttcactacgaggaggtgcag-3’
5’ -ccgaaagctcgaatagatcg-3’
5’ -gcaggttcgccactttacttc-3’

5’ -cggtaaaataccgtgcattcc-3’

TABLA 4.11.1. Oligonucleétidos cebadores utilizados para amplificacion por qPCR.

Todos los productos de amplificacidn tienen entre 90 y 100 pb. Es importante que los productos tengan tamafios
similares para poder comparar los resultados, ya que tamafios diferentes de productos tienen intensidades de
fluorescencia diferentes. Se analizé ademas la eficiencia de los oligonucleétidos cebadores usados para constatar
que los pares comparados tuvieran la misma eficiencia de reaccién. La eficiencia se calculd a partir de la
pendiente de la curva estadndar de numero de ciclos en el umbral de amplificacion (Cycle threshold) Ct vs.
Log[ADN] con ADN gendmico de T. cruzi usando un rango de concentraciones entre 0 y 80 ng de ADN (0, 5, 10,
20, 40 y 80 ng) y las mismas condiciones de gPCR previamente especificadas. Para el calculo de la eficiencia (Ef)

se utilizé la siguiente ecuacién Ef= 107/°°"Y donde pend es la pendiente del grafico referido.
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En los casos de cuantificacion de ARN (qRT-PCR), se incluyé en cada corrida un control sin ADNc molde (NTC) para
chequear la pureza de los componentes del PCR y un control usando ARN no sometido a retrotranscripcién para
chequear contaminacién del ADNc con ADN gendmico. Con respecto a la preparacion de ARN y sintesis de ADNc,
todas las muestras comparadas fueron tratadas usando protocolos idénticos y en paralelo, para minimizar Ia
variacion. En todos los casos se incluyd un tratamiento con ADNasa del ARN usando el kit DNAfree (AMBION) y se
chequed la integridad y concentracion del ARN mediante electroforesis en geles de agarosa y medidas
espectrofotométricas a 260 nm en un espectrofotémetro de microvolimenes (ACTGene ASP-3700). Se realizaron
curvas de disociacién de las muestras entre 65 y 952C para verificar la presencia de un uUnico producto de
amplificacion. Las amplificaciones fueron analizadas por primera vez en geles de agarosa tefiidos con bromuro de

etidio para descartar la presencia de mas de un amplicén.

Las reacciones se llevaron a cabo en un termociclador RotorGene 6000 (Corbett). Los datos fueron obtenidos y
procesados primeramente con el programa asociado (RotorGene 6000 software) seleccionando un umbral para la
determinacion del Ct entre 0,05 y 0,5 (dependiendo del par de cebadores utilizados) y una linea de base entre el
ciclo 6 y 10. Los datos fueron exportados a programa Excel (Microsoft) para ser graficados y analizados

estadisticamente.

4.12 SECUENCIACION DE ADN

La secuenciacién de acidos nucleicos se realizd mediante secuenciacion automdtica contratando el servicio de
secuenciacion del Instituto Pasteur de Montevideo 6 alternativamente el servicio de secuenciacién de Macrogen

en Seul, Corea.

4.13 PREPARACION DE PROTEINAS

4.13.1 OBTENCION DE LA PROTEINA GST-TcRBP19 RECOMBINANTE

La obtencion de la proteina recombinante de fusién GST-TcRBP19 se realizé a partir del vector pGex4T-1-TcRBP19
previamente construido [340]. Brevemente, se crecid un cultivo de bacterias E. coli BL21 transformadas con el
plasmido pGex4T-1-TcRBP19 en 500 mL de LB ampicilina (100 pug/mL) a 372C con agitacidn hasta una densidad
optica a 600 nm de 0,7. Se indujo la expresion de la proteina con IPTG 0,5 mM y se incubd 3 h a 289C. El cultivo
fue centrifugado a 7.000g 10 min a 4°C para sedimentar las células, resuspendido en 25 mL de PBS frio
suplementado con inhibidores de proteasas (100 uL AEBSF 100 mM, 3 uL DTT 2 M, 100 puL pepstatina Img/mL, 50
pL leupeptina 4 mg/mL) y sonicado en hielo (7 pulsos de 15 seg cada uno a maxima potencia en un sonicador

Ultrasonic Homogenizer 4710 Series, Cole Parmer Instrument Co). Luego de sonicado el cultivo, fue
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suplementado con 20% tritédn X-100 y agitado durante 30 min en hielo para ayudar a la solubilizaciéon de la
proteina. El lisado fue posteriormente centrifugado 20 min a 15.000g a 49C y el sobrenadante fue filtrado en un
filtro de 0,45 um. La proteina de fusion con GST se purificd por cromatografia de afinidad usando glutatién
inmobilizado en una matriz de Sefarosa (GE Healthcare). Se lavé con PBS la proteina de fusién unida al ligando.
Finalmente, se eluyd la proteina por competencia con glutatién 10 mM en tampdn Tris-HCI 50 mM, usando

condiciones no desnaturalizantes que preservan la integridad de la proteina.

4.13.2 OBTENCION DE PROTEINAS TOTALES DE PARASITOS

La preparacion de proteinas solubles se realizd a partir de epimastigotas de T. cruzi en fase exponencial. Los
parasitos se centrifugaron 15 min a 1.500g y se lavaron 3 veces con PBS frio. Se resuspendieron en tampon de
lisis de pardsitos a una concentracién de 5x10° parasitos/mL y se dejé agitando 30 min en hielo. Finalmente se
centrifugd el lisado 1 h a 42C a 20.000g y se almacené el sobrenadante conteniendo las proteinas solubles a -

802°C.

Para la obtencién de proteinas totales, se centrifugaron los parasitos a 1.500g durante 15 min y se lavaron con
PBS. Luego se resuspendieron en PBS e igual volumen de tampdn de carga para SDS PAGE 2x hasta una

concentracién final de 1x10° parasitos/pL.

4.13.3 CUANTIFICACION DE PROTEINAS

La concentracidon de proteinas se determind usando el kit Protein Assay (BIO-RAD). El mismo se basa en el
método de Bradford [354] e implica la adicién de un colorante acidico a la soluciéon proteica y subsecuente
medida espectrofotométrica a 595 nm. La comparacién con una curva estandar realizada con concentraciones
conocidas de albumina de suero bovino (SIGMA) permitié obtener una medida de la concentracion proteica en la

muestra problema.

4.13.4 ELECTROFORESIS DE PROTEINAS EN CONDICIONES DESNATURALIZANTES: SDS PAGE

La separacion de proteinas de acuerdo a su tamafo se realizd mediante la técnica de electroforesis en geles
desnaturalizantes de poliacrilamida en presencia de SDS (SDS-PAGE) segln el método de Laemmli [355]. En todos
los casos, la composicién del gel concentrador fue de Tris-HCI 125 mM pH 6,8, SDS 0,1%, acrilamida
5%/bisacrilamida 0,1%, APS 0,04% y TEMED 0,1%. La composicién del gel separador fue de Tris-HCI 375 mM pH
8,8, SDS 0,1%, APS 0,04%, TEMED 0,05% y los porcentajes de acrilamida fueron escogidos segun el peso

molecular de las proteinas a separar entre 10% y 15%.
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Las muestras de proteinas se prepararon con un volumen de tampdn de carga para SDS PAGE 2x y se
desnaturalizaron a 1002C durante 5 min inmediatamente antes de ser cargadas en el gel. La electroforesis se
realizé en tampdn de corrida para SDS-PAGE 1x. Se utilizd una cuba Mini-V 8.10 Vertical Gel Electrophoresis

System (Gibco BRL), realizdndose la electroforesis a un voltaje entre 80y 100 V.

Tincién con Azul de Coomassie. Una vez finalizada la electroforesis, los geles fueron fijados en 15% etanol y 10%

acido acético y tefiidos con una solucidon de Azul de Coomassie durante al menos 40 min. Posteriormente los

geles se destifieron en una solucidn de acido acético 10%.

Tincién con Azul de Coomassie Coloidal para espectrometria de Masas MALDI-TOF. Los geles fueron fijados en

solucidon 30% etanol con 2% acido fosforico durante toda la noche. Se hicieron 3 lavados de 30 min cada uno con
agua ultrapura. Se agregd luego la solucidn de tincidon conteniendo 18% metanol, 17% (NH,),SO, y 2% acido
fosférico; y se dejé agitando una h a TA. Se agregd al gel en la solucién de tincidén 0,5 g/L de Coomassie Blue G-

250 en polvo. Se agito suavemente por 1-2 dias y se lavé el gel con agua ultrapura.

Tincién con Nitrato de Plata para espectrometria de Masas MALDI-TOF. Para esta técnica se tuvo la precaucion de

trabajar en condiciones de evitar la contaminacidn con proteinas en el procedimiento. Para esto se trabajé con
guantes de latex libres de polvo, material exhaustivamente lavado y separado para este uso, asi como soluciones
nuevas y filtradas de uso exclusivo para esta metodologia. Luego de la corrida electroforética se fijo el gel
durante 20 min en metanol 50%, acido acético 10% por dos veces consecutivas. Se dejo el gel 10 min en etanol
20% y luego 10 min en agua. Luego, se sometid a reduccién con tiosulfato de sodio (0,2 g/L) durante un min y se
paré la reaccidn realizando dos lavados sucesivos con agua durante 20 seg. Se incubd posteriormente, durante 30
min en nitrato de plata (2,0 g/L) y se lavd 20 seg con agua. A continuacion, se sumergio el gel en solucién de
revelado conteniendo carbonato de sodio (30 g/L), formaldehido (1,4 mL de solucién 37%/L) y tiosulfato de sodio
(10 mg/L) durante 30 seg, se descartd la solucion y se dejé en el remanente de solucidén de revelado hasta
obtener la intensidad de banda deseada. Finalmente, se detuvo la reaccién sumergiendo el gel en acido acético

1% durante, al menos 20 min. Los geles se guardaron en una solucion de etanol 10% y glicerol 4%.

4.14 ENSAYOS DE WESTERN BLOT

Se separaron las proteinas en geles SDS-PAGE y se transfirieron a membranas de nitrocelulosa Hybond ECL™ (GE
Healthcare) en una cuba Mini Trans-Blot Cell (BIO-RAD) con tampdn de transferencia para Western blot segin
protocolos establecidos [351]. Se dejé transferir durante 1 h a 100 mA. Se desarmd la transferencia y se bloqued
la membrana con 5% de leche descremada en PBS-T durante una h con agitacién. Se lavé la membrana con PBS-T

en exceso y se incubd una h con el anticuerpo primario.
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En el caso de TcRBP19 se usd un anticuerpo policlonal hecho en conejo, diluido 1/250 en PBS-T. Se usaron
ademas como control otros anticuerpos primarios anti-TcPuf6 [332] y anti-S7 [356]. Se realizaron 4 lavados de 15
min con PBS-T para eliminar el exceso de anticuerpo unido inespecificamente. El anticuerpo unido fue detectado
usando otro anticuerpo secundario de cabra anti-conejo conjugado a peroxidasa (AffiniPure goat anti-rabbit IgG
(H+L), Jackson ImmunoResearch) diluido 1/7500. Se realizaron 4 lavados de 15 min con PBS-T. El desarrollo de
color se llevé a cabo usando 5 mg de DAB (SIGMA) diluido en 10 mL Tris 0,05 M pH 7,6 y 10 uL H,0,30%. La

reaccién fue detenida con agua.

Como alternativa al método de revelado colorimétrico, se usé el método de revelado quimioluminiscente para
aumentar la sensibilidad del método usando el sistema ECL™ Western Blotting Detection Reagents (GE

Healthcare).
4.15 FRACCIONAMIENTO SUBCELULAR Y ANALISIS DE POLISOMAS

La preparacién de las fracciones enriquecidas en polisomas fue realizada segln el protocolo previamente
reportado por Holetz y cols. [230]. Los polisomas de dos o mads ribosomas “cargados” en un solo ARNm se
generan por reclutamiento secuencial de ribosomas individuales. Estos grandes complejos ribonucleoproteicos
(RNP) pueden ser estabilizados con la droga cicloheximida y separados de las subunidades ribosémicas y de los

monosomas mediante centrifugacion diferencial de extractos celulares en gradientes de sacarosa.
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FIGURA 4.15.1 Diseifio experimental del fraccionamiento polisomal. Los extractos fueron tratados con
cicloheximida para atrapar los ARNm en los ribosomas previo a la centrifugacion en gradiente de sacarosa. Luego
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de la centrifugacion en el gradiente, se tomaron diferentes fracciones conteniendo las subunidades ribosomales
individuales, el ribosoma completo, dos ribosomas, tres y asi sucesivamente. A medida que se fueron colectando
las fracciones, se midié la Absorbancia a 254 nm para construir el perfil mostrado en (A). Se muestra en (B) un
esquema de la composicion creciente de ribosomas en las fracciones a medida que aumenta la densidad en la
misma. Tomado y modificado de Halbeisen y cols. [245].

Se incubaron 2x10° parasitos con cicloheximida en una concentracién 100 pug/mL. Las células fueron mantenidas
en hielo 5 min y luego lavadas con tampdén TKM frio suplementado con cicloheximida 100 pg/mL, heparina 10
ug/mL, E-64 10 uM e inhibidores de proteasas libres de EDTA (Complete Mini Protease Inhibitor Cocktail EDTA-
free Tablets, ROCHE). La suspension fue transferida a un tubo conteniendo 100 L de tampdn de lisis conteniendo
tampon TKM suplementado con NP-40 10% (v/v) y sacarosa 2 M y se homogeneizd pipeteando constantemente.
La lisis fue monitoreada por microscopia de contraste de fases. Se centrifugd el lisado a 18.000g a 42C durante 5
min. Esta fraccién enriquecida en polisomas fue cargada en un gradiente lineal de sacarosa 15-55% preparado en
tampon TKM suplementado con inhibidores de proteasas y ARNasas (cicloheximida 100 ug/mL, PMSF 1 mM, E-64
10 uM y heparina 1 mg/mL). Se centrifugd el gradiente durante 2 h a 42C a 192.000g (rotor Beckman SW41). Se
tomaron alicuotas de las diferentes fracciones (15-20 puL). Como control, una alicuota de la fraccidn enriquecida
en polisomas se traté con EDTA 100 mM durante 15 min en hielo para desensamblar los ribosomas por quelado
de Ca®. Por otro lado, y también como control para desensamblar los ribosomas, se preincubaron los parasitos
con 2 mM puromicina durante 1 h a 282C. Las células fueron lisadas en tampdn P y centrifugadas a 16.000g
durante 5 min a 429C. El sobrenadante fue cargado en el gradiente de densidad de sacarosa (15-55%) preparado
en tampdn P con inhibidores de proteasas (PMSF 1 mM, E-64 10 uM y heparina 1 mg/mL) y centrifugado a 42C
durante 2 h a 192.000g (rotor Beckman SW41). Los perfiles polisomales y las fracciones fueron obtenidas usando
un sistema de coleccion ISCO Foxy Jr. (velocidad de 1 mL/min, 30 seg/fraccion y una velocidad de grafico de 60
cm/hora). Finalmente se analizaron las fracciones obtenidas (20 pL) mediante ensayos de Western blot con un
anticuerpo policlonal anti-TcRBP19 [340]. Como control positivo en los Western blot de las fracciones polisomales
se usd un anticuerpo anti-proteina ribosomal S7 [356] y como control negativo se usé un anticuerpo anti-Puf6

[333].

4.16 MARCADO RADIACTIVO DE ACIDOS NUCLEICOS

Marcado radiactivo de oligonucleétidos sintéticos para EMSA. Se realizd6 el marcado de extremo 5 con la
enzima T4 polinucledtido quinasa (Fermentas) y ATP marcado isotépicamente con **P en la posicién y. Se marcd

100 ng de sonda por reaccién usando 10 pCi [*

P]y-dATP (Amersham Biosciences) durante 30 min a 37°C de
acuerdo a métodos estandares [351]. Los productos marcados fueron luego purificados por gel filtracion en

columnas MicroSpin™ G-25 (Amersham Biosciences).
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Marcado radiactivo de ARN para EMSA. Las marcaciones de las 3'UTR de los genes de interés fueron realizadas
por transcripcion in vitro usando el kit T7-MEGAscript™ (AMBION) segun las recomendaciones del comerciante.
Como molde para la transcripcion se usé aproximadamente 1 pg del pldsmido pGem-T easy (Promega)
conteniendo las regiones 3’"UTR clonadas corriente abajo al promotor T7. Dicho vector fue linealizado con 2 U de
enzima Spe | (Fermentas) durante toda la noche a 372C en el tampdn provisto por el comerciante (FIGURA
4.16.1). El plasmido lineal resultante fue purificado a partir de electroforesis en gel de agarosa. Para la reaccion
de transcripcién se usé 1 ug del pldsmido linealizado conteniendo la regién 3’UTR de los genes de interés (ver
4.20.1) bajo control del promotor T7. Se incubd con el tampdn de reaccidn provisto por el comerciante, enzima
T7 RNA polimerasa, los 4 ribonucleétidos (ATP, CTP, GTP, y UTP) y 10 uCi [*2P]a-UTP (Pekin Elmer) en 20 uL de
reaccion. Las reacciones de transcripcion in vitro se incubaron durante 6 h a 372C. Finalmente, se tratd el
producto de transcripcién con 1 U de ADNasa | libre de ARNasas (Fermentas) por 10 min a 372C y se purificé la
sonda usando columnas MicroSpin™ G-50 y G-25 (GE Healthcare). Finalmente se verificé la integridad del ARN

mediante geles de agarosa al 2%.
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FIGURA 4.16.1. Linealizacion del pldsmido pGem-T easy conteniendo las regiones 3’UTR de interés. Se incubd 1
pg de pldsmido circular con 2 U de enzima Spe | para linealizar el plasmido conteniendo el promotor T7 corriente
arriba de la region de interés a ser transcripta.

En todos los casos, la eficiencia de incorporacién se determind por medida de la emisién de 1 plL de reaccidn de
marcado purificada y sin purificar en un vial de un contador de centelleo (Beckman LS600IC, Beckman
Instruments). Para medir la radiacion tipo p emitida por el *’P Se empled el Método Cerenkov (configurado como:
Isotype: 3H, Scintillator: Liquid, Time: 1 min, Data calculation: CPM), determinandose asi la actividad especifica de
la sonda expresada como cpm/ng de ADN. Las eficiencias de incorporacion de nucleétido marcado variaron entre
=17% en la reaccion de transcripcidn in vitro y entre 29-60% en el caso del marcado de oligonucleétidos sintéticos

en el extremo 5’ con la polinucleétido quinasa.
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4.17 CLONADO DE REGIONES 3’UTR DE GENES SELECCIONADOS EN EL GST-PULL DOWN DE ARN

Se realizd RT-PCR con oligonucledtidos cebadores especificos (TABLA 4.18.1) para amplificar las regiones 3"UTR
de tres genes seleccionados a partir del GST-pull down con ARN total de amastigotas. Para ello se obtuvo el ADNc
a partir de 500 ng de ARN retenido en la columna en el GST-pull down usando el kit SuperScript® Ill First-Strand
Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen) y 50 picomoles de oligo(dT),o. El ADNc resultante fue diluido 1/5 y usado

para las reacciones de amplificacion.

Oligonucleétido Secuencia
SDH11fw 5’ - GGATTGACTGCGGGATTTTC -3’
ARP2/3fw 5’ - CACGAGGAAGTAGAAACAATGC -3’

TcRBP19fw (LP1) 5' - TGAGGACTATCGCAGCGCCATAC -3’

TABLA 4.18.1 Oligonucledtidos disefiados para amplificar las regiones 3’UTR de 3 genes seleccionados en el GST-
pull down con ARN total de amastigotas. Usando estos oligonucledtidos y el oligo(dT),ose logra la amplificacion
de la region 3'UTR de los ARNm que codifican para Tc00.1047053504035.84, Tc00.1047053508737.194 vy
TcRBP19.

La amplificacidn por PCR de las UTRs se realizé utilizando 2 plL de la dilucidon del ADNc, dNTPs 0,1 mM, MgCl,2,5
mM, tampdn de PCR 10X 2 L (Invitrogen) y Oligo(dT),, como cebador reverso y uno de los oligos de la TABLA
4.18.1 ambos en una concentracion de 1 uM. El producto de amplificacién fue analizado por electroforesis en gel

de agarosa al 2% y los fragmentos del tamafio esperado fueron recortados del gel y purificados con columnas

QIAquick” Spin (QIAGEN).

Las diferentes 3’UTRs amplificadas y purificadas fueron clonadas en el vector pGem-T Easy (Promega). La reaccién
de ligacién fue llevada a cabo en un volumen de 10 uL conteniendo 5 uL de 2X Rapid Ligation Buffer, 3 U de ADN
ligasa de T4, 50 ng de vector pGem-T Easy, y el producto de PCR en una relacidn molar inserto:vector 3:1. Con
estas construcciones se transformaron bacterias E. coli y se aisld el plasmido recombinante. Dicho plasmido fue
secuenciado y usado como molde para las reacciones de transcripcidn in vitro para obtener ARN de interés para

ensayos de EMSA.

4.18 CLONADO DE LA REGION 5’UTR DEL ARNm TCRBP19

La region 5’UTR del ARNm que codifica para la proteina TcRBP19 fue identificada por RT-PCR utilizando
oligonucledtidos cebadores especificos (TABLA 4.19.1) a partir de ADNc obtenido a partir de ARN total de

amastigotas tal como se describié previamente.

64


http://tritrypdb.org/tritrypdb/showRecord.do?name=GeneRecordClasses.GeneRecordClass&project_id=TriTrypDB&primary_key=Tc00.1047053504035.84

Materiales y Métodos

Oligonucleétido Secuencia
Miniexon 5’ - cgctattattgatacagtttctg -3’
TcRBP19rev 5’ - cgatttgccaagaagtttgtg -3’

TABLA 4.19.1 Oligonucleétidos disefiados para amplificar la regiéon 5’UTR del ARNm que codifica para la proteina
TcRBP19.

4.19 CONSTRUCCION DE VECTORES DE TRANSFECCION DE T. CRUZI

4.19.1 CLONADO DE LA REGION 3’UTR DE tcrbp19 CORRIENTE ABAJO DEL GEN REPORTERO cat

Para el estudio del efecto de las regiones 3’"UTR de tcrbp19 en la expresidon génica, se construyd el vector pTEX-
CAT-3’UTR19 a partir del vector de expresion pTEX [349] conteniendo el gen para la enzima cloramfenicol acetil
transferasa como gen reportero (pTEX-CAT). Para realizar la insercion del la regién 3'UTR del gen tcrbpl9
corriente abajo del gen reportero cat, se disefiaron oligonucledtidos cebadores adecuados para amplificar dos
largos diferentes de la 3'UTR del gen tcrbp19 conteniendo sitios de restriccién Hind Ill y Xho | (TABLA 4.20.1.1).
Estos sitios, presentes también en el vector pTEX-CAT, permiten el clonado direccional de la regién 3’UTR del gen

tcrbp19 corriente abajo del gen reportero.

Oligonucleétido Secuencia

tc19-1REV_Xho 5'-cctcgagctgccgcacccaacatttcaccg-3'
tc19-2REV_Xho 5'-cctcgagcactgtccttctcattccgte-37
tc19-1FW_Hind 5’ -caaagcttaaaggaaatgcgttgcctge-3’

tc19-2FW_Hind 5’ -caaagcttaaatgaaatgcgttgcctge-3’

TABLA 4.20.1.1 Oligonucledtidos disefiados para amplificar y clonar las regiones 3’"UTR de tcrbp19 en el vector
PTEX-CAT. En celeste se resaltan los sitios de corte para las enzimas Xho | y Hind lI.

El producto amplificado usando los cebadores indicados en la TABLA 4.20.1.1, fue clonado en el vector pCR®4-
TOPO® (Invitrogen). Dicho vector fue digerido con las enzimas Hind Il y Xho | (Fermentas) y el fragmento
obtenido fue ligado en el vector pTEX-CAT previamente linealizado con las enzimas Hind Il y Xho | (Fermentas)

utilizando una ADN ligasa de T4 (Fermentas) segun las instrucciones del comerciante.

La mezcla de ligacion se usé para transformar células quimicamente competentes de E. coli. Luego se extrajo ADN
plasmidico de varios clones y se estudié la presencia y orientacion de las dos UTRs clonadas por digestién y PCR

respectivamente. Los pldsmidos positivos por estas metodologias fueron secuenciados.
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4.19.2 CONSTRUCCION DE LA FUSION TcRBP19-TAP-TAG

El vector pTEX-TcRBP19-TAP-tag fue generado a partir del vector pTEX-TAP-tag cedido por el Dr. Esteban Serra
(Facultad de Ciencias Bioquimicas y Farmacéuticas, Instituto de Biologia Molecular y Celular, Dpto. Microbiologia,
Universidad Nacional de Rosario, Argentina). Este vector permite la expresién de proteinas fusionadas a un
tandem de dominios proteicos (proteina A y la proteina de unién a calmodulina CBP) que permiten su
purificacién junto a compaferos moleculares de accidn. Para la construccién de dicho vector se disefiaron
oligonucleétidos cebadores para amplificar la regidn codificante del gen tcrbp19 conteniendo sitios de corte para
su clonado en fase y corriente arriba del casette TAP-tag. Se amplificd el gen tcrbp19 a partir de ADN genémico
de T. cruzi usando los oligonucledtidos cebadores Tc19BE Fw 'y Tc19Hind Rev (TABLA 4.20.2.1). Se corté con las
enzimas de restriccién BamH |y Hind Il el vector pTEX-TAP-tag y el producto de PCR obtenido, lo que permitié el
clonado direccional y en fase del gen tcrbp19 en el vector, y se ligd con la enzima ADN ligasa de T4 (Fermentas)
siguiendo las instrucciones del comerciante. Se transformaron bacterias E. coli XL1 Blue y se aisld el plasmido

resultante. Dicho plasmido fue secuenciado y utilizado para transfectar epimastigotas de T. cruzi.

Oligonucleétido Secuencia

Tc19BE_Fw 5’ -TggatccCCGGAATTCATGCATCAGCGAGGCATTCAGCG-3’
Tc19Hind_Rev 5’ —aagcttGTGTGTCAATGTCTTTTC-3"

TABLA 4.20.2.1 Oligonucledtidos cebadores utilizados para amplificar y clonar la regién codificante del gen
tcrbp19 en el vector pTex-TAP-tag. Se muestran en minuscula los sitios de corte de las enzimas BamH |y Hind 11l
agregados en los cebadores.

4.20 CONDICIONES DE ELECTROPORACION Y SELECCION DE TRANSFECTANTES

Los plasmidos se purificaron a partir de cultivos bacterianos de 100 mL utilizando el kit QIAGEN Plasmid Midi Kit
(QIAGEN) y se resuspendié el ADN plasmidico en el tampdn de electroporacion HBS. Por otro lado, epimastigotas
en fase exponencial fueron lavados con PBS, centrifugados y resuspendidos en tampdn HBS a una concentracion

final de 108 parasitos/mL.

Se mezclaron 400 pL de parasitos (4x107) con 50 plL de ADN plasmidico de concentracién 2 pg/ul y se dejé 10 min
en hielo. Se dieron dos pulsos de 500 pF a 450 V (electroporador Gene Pulser Il BIO-RAD) y se volvié a poner en
hielo 10 min mas. Finalmente se pasé a 10 mL de medio LIT a 282C. Se realizd un control negativo en el que se

electroporaron parasitos sin agregar ADN plasmidico.

Luego de 48 h de la transfeccion, se comenzd con el proceso de seleccidn de transfectantes. Se agregd 250 ug/mL

de G-418 al medio de cultivo y 48 h después se diluyé a la mitad con medio de cultivo y se aumento la cantidad
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de antibidtico G-418 a 500 ug/mL. Se incubd a 289C. Después de 72 h se diluyé el cultivo al tercio manteniendo la
cantidad de antibidtico en 500 pg/mL. El proceso de seleccion de la cepa se llevo a cabo mediante sucesivos
repiques de cultivo cada 72 h manteniendo la presidn del antibiético a 250 ug/mL. La evolucion de los cultivos se

controld por microscopia dptica.

4.21 ANALISIS DE EXPRESION DEL GEN REPORTERO CAT

La expresidon del gen reportero en los diferentes transfectantes fue analizada tanto a nivel de ARNm como de

proteina.

4.21.1 CUANTIFICACION DEL ARNm cat

Los niveles de ARNm cat fueron analizados en los diferentes transfectantes mediante gRT-PCR a partir de ARN
total de epimastigotas y de amastigotas usando los oligonucledtidos cebadores Ipcatl y Ipcat2 (TABLA 4.11.1).
La cantidad de ARNm se calculd relativa al ARNm enddgeno gapdh usando el método Delta Delta CT (AACT) [357].

Para comparar entre diferentes poblaciones de transfectantes se normalizé la cantidad de ARNm cat con el

numero de copias de plasmido pTEX-CAT.

4.22 ANALISIS DE ESTABILIDAD DE ARNm tcrbp19 EN PARASITOS TRANSFECTANTES

Se compard la expresion del ARNm tcrbp19 en parasitos salvajes (Dm28c) y/o parasitos control (sobrexpresando
el vector pTEX vacio) versus pardsitos que sobre-expresan la proteina TcRBP19 (pTEX-TcRBP19). Se utilizaron
2x10” en cada caso. Para bloquear la transcripcion en los parasitos, se agregd Actinomicina D (SIGMA) en una
concentracidn 10 pg/mL. Se extrajeron alicuotas a diferentes tiempos (0, 30, 60 y 120 min en un experimento y 0,
5, 10, 20, 30 y 60 min en otro experimento) y se extrajo el ARN usando el kit RNeasy (QIAGEN) o el reactivo
TRIZOL (Invitrogen) siguiendo las instrucciones del comerciante. Se dosificd el ARN y analizé la cantidad de ARNm

tcrbp19 mediante qRT-PCR.

Para la cuantificacidon por qRT-PCR, los ARNs fueron retrotranscriptos usando el kit Superscript Il First Strand
Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen) usando 500 ng del cebador oligo(dT),,. Los ADNc resultantes fueron
diluidos 1/10. Ademas de oligonucledtidos cebadores especificos para tcrbp19 (TABLA 4.11.1) y su 3’UTR (ver
4.16), se usaron cebadores para cuantificar otros ARNm blancos de la proteina TcRBP19 como ser el ARNm del

gen: Tc00.1047053508737.194, Tc00.1047053509453.30, Tc00.1047053506469.139 y Tc00.1047053504035.84)
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(TABLA 4.11.1). La cuantificacién de los ARNm de interés se realizdé normalizando contra el transcripto gapdh. La

cantidad de ARNm relativa a gapdh fue cuantificada utilizando el método del Delta Delta CT (AACT) [357].

4.23 TECNICAS INMUNOLOGICAS

4.23.1 PURIFICACION DEL ANTISUERO ANTI-TcRBP19

Para la purificacion del anticuerpo policlonal anti-TcRBP19 previamente realizado en conejo [340,342] se
utilizaron columnas DEAE Affi-Gel Blue gel (BIO-RAD). DEAE Affi-Gel Blue gel es una matriz de cromatografia de
afinidad e intercambio idnico preparada mediante el acoplado de grupos dietilaminoetil y Cibacron” blue F3GA a
un gel de agarosa Bio-Gel” A-5, lo cual hace posible obtener IgG altamente purificadas a partir de suero, mediante
optimizacidn de la fuerza idnica y el pH del Tampdn de aplicacion. El protocolo se llevd a cabo de la siguiente
manera, se dializd el suero contra tampdn de aplicacion, luego se lavé la matriz (10 mL de gel) con 5 voliumenes
de acido acético 0,1 M pH 3, NaCl 1,4 M y 40% isopropanol y con 10 volimenes de tampdn de aplicacién. Se
procedid entonces al armado de la columna y se lavd con 3 volimenes de tampdn de aplicacidn, se aplicd la
muestra (3 mL de suero), se lavd con 3 voliumenes de tampdn de aplicacidon y se colectaron 5 fracciones de 5 mL

cada una.

Luego de este procedimiento, se purificd la IgG anti-TcRBP19 especificamente, usando el soporte de afinidad Affi-
Gel10 (BIO-RAD), que es capaz de acoplar con alta eficiencia ligandos que posean grupos aminos. Se acoplé 1 mg
de proteina GST-TcRBP19 a 200 pL de Affi-Gel’10 (BIO-RAD) activado, siguiendo las instrucciones del
comerciante. Se bloquearon los sitios libres con 100 ulL de glicinetiléster 1 M durante 1 h a 42C. Se lavo el gel con
tampon Hepes 0,1 My CaCl, 10 mM y se incubd con 5 mL de suero purificado por DEAE Affi-Gel Blue. Finalmente
se lavd el gel con PBS y se eluyd el anticuerpo anti-TcRBP19 con glicina 0,2 M pH 2,5, neutralizandose

inmediatamente con Tris pH 11 hasta llegar a un pH final de 7.

Para una purificacion mas exhaustiva, se procedié a purificar el anticuerpo por afinidad usando la proteina
TcRBP19, a la cual se le habia removido la etiqueta GST mediante digestidon con trombina, unida a una membrana
de nitrocelulosa. Para ello, la proteina recombinante sin etiqueta fue sometida a electroforesis en un gel de
poliacrilamida al 15%, se transfiri6 a una membrana de nylon Hybond ECL (GE Healthcare) y se recorté el
fragmento de membrana conteniendo la proteina que se visualizd por tincion con Ponceau S. Se bloqued 30 min
con leche descremada 5% BSA en PBS-Tween 0,1%. Se lavd con PBS-Tween 0,1% y se incubd con el suero anti-
TcRBP19 durante toda la noche a 49C. Luego de lavada la fraccidon no unida a la proteina, se eluyé el anticuerpo

unido incubando 5 min con glicina pH 2,7 con agitacién fuerte. La solucién fue neutralizada agregando un décimo
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de volumen de Tris 2 M pH 8 para prevenir la desnaturalizacion del anticuerpo. Finalmente el anticuerpo

purificado fue dializado en PBS 1X durante toda la noche a 42C.

Alternativamente, el suero policlonal purificado fue depletado de anticuerpos que reconozcan epitopes de la
proteina GST y de proteinas presentes en el extracto total de E. coli. Para ello se realizé una electroforesis en un
gel de poliacrilamida al 12% donde se cargd en un carril, 1 ug de proteina recombinante GST y en otro carril, un
extracto total de E. coli (aproximadamente 15 ug). Se transfirieron estas proteinas a una membrana de nylon
Hybond ECL y se incubaron en presencia del anticuerpo purificado durante toda la noche con agitacién. Luego, se
almacené el sobrenadante, que contiene el anticuerpo anti-TcRBP19 depletado de anticuerpos que reconocen

proteinas de E. coli asi como epitopes GST.

4.23.2 INMUNOHISTOQUIMICA

Para los ensayos de localizacion celular, los parasitos (epimastigotas, metaciclicos y amastigotas) transfectantes
que sobrexpresan TcRBP19 se lavaron con PBS a 42°C, se resuspendieron a una concentracién final de 2x10°
pardsitos/mL en paraformaldehido al 4%. Se depositaron 20 uL de la suspension de parasitos en portaobjetos
cubiertos de poli-lisina, dejandose secar completamente a temperatura ambiente. En el caso de amastigotas
celulares, las monocapas de células VERO o Hela infectadas fueron fijadas en paraformaldehido al 4% a las 72 h
post-infeccién en la misma camara donde fueron crecidas (Lab-Tek™ Il Chamber Slide™ System, Thermo
Scientific) y se dejaron secar a temperatura ambiente. Para su fijacidn, los portaobjetos con los parasitos fueron
permeabilizados incubando 5 min con etanol absoluto a -202C y luego 8 min con acetona a -202C. Se bloqued con
PBS/BSA al 1% durante 30 min a temperatura ambiente. A continuacion, se incubaron las laminas con el
anticuerpo primario anti-TcRBP19 purificado y diluido 1/50 en PBS/BSA 0.1% durante 1 h en cdmara hiumeda a
temperatura ambiente. Se realizaron 3 lavados con PBS/BSA 0.1% y se incubd con anticuerpo de cabra anti-IgG de

conejo Alexa fluor 488 (Molecular Probes) diluido 1/1000 en PBS/BSA 0.1% durante 1 h en cdmara himeda.

El ADN total de los parasitos fue revelado mediante incubacidon de los mismos durante 20 min con loduro de
Propidio 1 pg/mL é con DAPI 10 pug/mL y posterior lavado en PBS. Finalmente los portaobjetos fueron montados
con 1 parte de Tris-Cl pH 8,8 y 8 partes de glicerol. Las imagenes fueron resueltas usando un microscopio
Confocal FV300 Olympus usando un lente 100X (aceite, N.A. 1.35) con excitacion laser Argon (488nm) y HeNe
(546nm).
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4.24 TECNICAS DE ESTUDIO DE INTERACCIONES PROTEINA-PROTEINA

4.24.1 CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD CON GST-TcRBP19 UNIDA A AFFl GEL-10™

Con el objetivo de identificar proteinas de T. cruzi que interaccionen con TcRBP19 se acoplé la proteina
recombinante de fusidn con GST a un soporte de Affi Gel-10 (BIO-RAD). Todo el procedimiento se llevé a cabo a
una temperatura de 42C. Se usé 100 pL de resina y se realizaron 3 lavados con tampdn de acoplamiento frio. Se
acopld 1 mg de proteina recombinante, previamente dializada contra tampdn de acoplamiento y se dejé 4 h a

42C con movimiento suave.

Se bloqued con 50 pL de etiléster de glicina y se dejé 1 h incubando con agitacién. Finalmente se lavd con exceso
de tampdn de acoplamiento frio. Se empaquetd una columna con la resina y se lavd con tampdn de lisis de

pardsitos.

Se pasé extracto total correspondiente a 2x10° parésitos. Se lavé con 10 volimenes de tampdn de lisis y se
realizaron 3 eluciones sucesivas con tampon de lisis y NaCl. Primero, se eluyé la fraccién E1 con tampdn de lisis
mas NaCl 500 mM. Luego la fraccién E2 con tampdn de lisis mas NaCl 1000 mM vy finalmente la fraccién E3 se

obtuvo con tampodn de lisis mas NaCl 2000 mM.

4.24.2 INMUNOPRECIPITACION DE PROTEINAS

La inmunocaptura se realizd acoplando el anticuerpo purificado anti-TcRBP19 a una columna Protein A
Sepharose™ 4 Fast Flow (Amersham-Bioscience). Todo el procedimiento se llevé a cabo a una temperatura de
49C. La resina se preparé lavando con tampdn ipp y se colocd 200 pL en una columna de 0,5 cm de didametro
(Econo-Columns, BIO-RAD). Luego de empaquetada, se conectd a una bomba (Pharmacia LKB.Pump-P1) a presion
constante correspondiente a un flujo de alrededor de 0,05 mL/min. Se agregd 200 uL de antisuero anti-TcRBP19
(2 mg/mL), 6 antisuero anti-Tc38 como control, y se incubd 1 hora. Luego se lavd con 10 volimenes de tampdn
ipp y se adiciond 1 volumen de extracto de proteinas totales de epimastigotas de T. cruzi (3 mg) sobrexpresando
TcRBP19 y se incubd durante toda la noche. Se lavé la columna con 2 volumenes de tampdn ipp. Finalmente se

eluyd en tampon ipp conteniendo concentraciones crecientes de KCI: 300 mM, 500 mM y 1 M.

Este ensayo de inmunocaptura también se realizé en batch. En este caso las incubaciones y lavados se realizaron
con movimiento suave para evitar que decante la resina y se utilizaron centrifugaciones breves (2 min) a

velocidades bajas (500g).
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En ambos casos los extractos proteicos de T. cruzi fueron previamente sometidos a un “pre-aclarado” para
disminuir las interacciones inespecificas entre las proteinas del pardsitos y las IgGs de conejo o la misma proteina
A. Para esto se incubaron durante 15 min 50 pL de IgGs de conejo no inmunizado con TcRBP19, con 50 uL de
Proteina A Sefarosa. Esta mezcla se adicioné a los extractos de T. cruzi y se incubd durante 30 min con
movimiento suave. Por ultimo se centrifugd y se utilizé el sobrenadante para someter a la cromatografia de

afinidad con la proteina A-Sefarosa unida al anticuerpo anti-TcRBP19.

En forma alternativa se realizd inmunoprecipitacién usando el kit Dynabeads® Protein A for Immunoprecipitation
(Invitrogen) siguiendo las recomendaciones del comerciante. Se acopld en este caso 100 pL de antisuero anti-
TcRBP19 (2 mg/mL), o antisuero preinmune como control, a 50 pL de Dynabeads. Se incubd luego el extracto
total de 1x10° parasitos sobrexpresando TcRBP19 y de 1x10° parasitos control transfectados con el vector pTEX
vacio, con el complejo Dynabeads-anticuerpo durante toda la noche a 42C. Luego de sucesivos lavados, se
eluyeron los complejos formados con glicina 50 mM pH 2,8. Las proteinas fueron luego precipitadas con TCA y
resuspendidas en urea 7 M, tiourea 2 M, CHAPS 4% sometidas a geles 2D en el Servicio de la Unidad de
Bioquimica y Proteémica Analiticas del Instituto Pasteur de Montevideo (UByPA del IPMont). Para ello se
suplementaron 127 uL de cada muestra con tampdn IPG 3-10 0,5% (GE Healthcare) conteniendo DTT 17 mM, azul
de bromofenol 0,002% vy se cargaron en IPG Strips 3-10 de 7 cm por rehidratacién pasiva durante toda la noche a
temperatura ambiente usando las siguientes condiciones de isoelectroenfoque: constante a 300 V durante 30
min; en gradiente a 1000 V durante 30 min; en gradiente a 5000 V durante 80 min; constante a 5000 V hasta
1000 V/h alcanzando los siguientes pardmetros: 3702 V, 50 pA, 2 h 45 min, 5475 V.h. A continuacién se
equilibraron las IPG strips en Tampdn de equilibracion adicionado con DTT 10 mg/mL durante 15 min a
temperatura ambiente con agitacion y luego en Tampdn de equilibracion suplementado con iodoacetamida 25
mg/mL, durante 15 min mas, a temperatura ambiente con agitacion. Para la segunda dimension, se realiz6 un gel
SDS-PAGE al 12,5 % y se corrio en las siguientes condiciones: 10 mA/gel durante 30 min y luego 20 mA/gel, hasta
que el frente de corrida alcanza el borde del gel. Los geles fueron tefiidos con Coomassie coloidal tal como se

describe en 4.13.4.

Los spots diferenciales presentes en el experimento con extracto total de parasitos sobrexpresando TcRBP19 y no
presentes en pardsitos control pTEX o en el experimento con preinmune fueron recortadas y sometidas a
espectrometria de masas MALDI-TOF en el servicio UByPA del IPMont. Para la identificacion de bandas

diferenciales se utilizé el software Melanie versién 6.02.0 (GE Healthcare).
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4.24.3 GST-PULL DOWN DE PROTEINAS

Se prepard la proteina recombinante GST-TcRBP19 a partir de cultivos de E. coli y se acopld a una columna de
glutatidon Sefarosa tal como se comentd anteriormente (ver 4.13.1). Se realizé el mismo procedimiento como
control preparando proteina GST a partir de cultivos de E. coli y se acopld, de igual forma que GST-TcRBP19, en
una columna de glutatién Sefarosa. Se incubd en cada caso, la proteina recombinante (en columna o
alternativamente en batch) con el extracto de proteinas solubles correspondientes a 1x10° parasitos
epimastigotas dejandose durante toda la noche con agitacién suave a 429C. Se realizaron luego 3 lavados con 10
volumenes de PBS-Triton 0,1%. Finalmente las proteinas capturadas fueron eluidas mediante incubacién a 952C y
resuspencion en Tampon de carga para SDS PAGE 2X. Las proteinas fueron luego precipitadas con TCA (ver

4.25.5) y analizadas mediante espectrometria de masas para su identificacion (FIGURA 4.25.3.1).
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FIGURA 4.25.3.1 Disefio experimental de los ensayos de GST-pull down para captura de proteinas que
interaccionan con la proteina GST-TcRBP19.

4.24.4 PURIFICACION DE PROTEINAS ASOCIADAS A TcRBP19 EN TANDEM DE AFINIDAD

Para la purificacion de proteinas asociadas a TcRBP19 fusionada al tag Proteina A-CBP se partid de parasitos
transfectados con el vector pTEX-TcRBP19-TAP-tag (ver 4.20.2) y con el vector pTEX-TAP-tag como control. Se
centrifugaron 5x10° parasitos transfectados durante 10 min a 1.000g y se resuspendié en 10 mL de tampdn de
lisis para TAP-tag. Se rompieron los pardsitos pasando la suspensidn 15 veces por jeringa 21G y se centrifugd a
10.000g durante 15 min y luego a 20.000g durante 30 min mas, todo a 42C. Se agregd, al extracto proteico

resultante, NaCl en concentracion final 150 mM.

En paralelo se lavo la resina de IgG Sefarosa (GE Healthcare Lifesciences) con tampdn IPP150 y se incubd con el
extracto total de pardsitos durante toda la noche a 42C con agitacion suave. Se lavé la resina 3 veces con 10 mL

de tampdn IPP150y se incubd con 1 mL de tampdn proteasa TEV conteniendo 100 U de proteasa TEV (Invitrogen)
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dejandose a 162C durante 2 h con agitacién suave. Las proteinas de interaccidon con TcRBP19 fueron eluidas por

gravedad luego del corte con la proteasa TEV.

Para la segunda cromatografia de afinidad, el complejo formado por la proteina TcRBP19 fusionada al CBP junto
con las proteinas interactuantes eluidas de la primera columna de afinidad fueron incubados en presencia de una
resina de calmodulin Sefarosa (GE Healthcare Lifesciences) previamente equilibrada con tampdn IPP150. La
incubacién se llevd a cabo por 4 h a 42C vy, luego de 3 lavados con tampdn IPP150, las proteinas retenidas fueron

eluidas en presencia de EGTA 10 mM.

Finalmente, el complejo proteico resultante fue precipitado con TCA (ver 4.25.5) y las proteinas interactuantes

fueron analizadas mediante espectrometria de masas para su identificacion (FIGURA 4.25.4.1).
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FIGURA 4.25.4.1 Diseio experimental de las cromatografias de afinidad en tandem: TAP-tag. La proteina
TcRBP19 fusionada al tag proteina A-CBP es retenida en una columna de IgG Sefarosa junto con las proteinas
interactuantes. Mediante corte con la proteasa TEV, dicho complejo es liberado. Una segunda columna de
afinidad de calmodulin Sefarosa permite aislar el complejo formado por TcRBP19, fusionada ahora al CBP, junto
con las proteinas interactuantes. Finalmente, mediante competencia con EGTA, y el consiguiente desplazamiento
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del complejo antemencionado, se eluyen las proteinas de interaccién con TcRBP19 las cuales son separadas en un
gel SDS-PAGE e identificadas por espectrometria de masas.

4.24.5 PRECIPITACION DE PROTEINAS CON TCA Y ACETONA

Se precipitaron las proteinas de las diferentes fracciones con TCA y acetona. Se agregd a cada muestra 1 volumen
de TCA 20% en acetona (w/v) y se dejé toda la noche a 42C. Se centrifugd 15 min a 42C a 15.000g y se
resuspendio el precipitado en 100 ulL de acetona fria dejandose 10 min a -702C (o alternativamente toda la noche
a -209C). Se centrifugd 15 min a 49C a 15.000g y se secé el pellet invirtiendo el tubo cuidadosamente sobre papel
secante para eliminar los restos de acetona. Finalmente se resuspendieron las proteinas precipitadas en tampdn

de carga SDS PAGE 2X.

4.25 IDENTIFICACION DE PROTEINAS POR ESPECTROMETRIA DE MASAS

Las fracciones precipitadas con TCA fueron analizadas por electroforesis en geles de poliacrilamida al 10% y
tefiidos con Nitrato de Plata o Coomassie para masas. Luego de la tincidon las bandas fueron identificadas

mediante tratamiento en gel con tripsina durante toda la noche a 372C.

Los péptidos se extrajeron de los geles con acetonitrilo al 60% en TFA 0,2% y se concentraron mediante secado al
vacio. Las muestras fueron desaladas usando micro-columnas de fase reversa C18 (OMIX Pippete tips, Varian). La
elucién de péptidos desde las micro-columnas fue realizada directamente en la placa del espectrémetro de masas
con 3 pL de solucién de matriz (acido a-cyano-4-hydroxycinnamic en 60% de solucién acuosa de acetonitrilo
conteniendo TFA al 0,2%). Los espectros de masas de las mezclas de digestién fueron adquiridos en un 4800
MALDI-TOF/TOF Instrument (Applied Biosystems) en modo reflector, y calibrados externamente usando una
mezcla de péptidos estandares (Applied Biosystems). Se realizaron analisis de MS/MS de algunos péptidos
seleccionados. El procedimiento de recorte de las bandas hasta su identificacion fue realizado por personal del

servicio UByPA del IPMont.

La busqueda en las bases de datos MS/MS fue realizada contra las bases del NCBInr usando el software MASCOT

(http://www.matrixscience.com). Los parametros de bldsqueda fueron los siguientes: se permitié la pérdida de un

sitio de corte de la tripsina, se usaron como modificaciones variables la oxidacidn de las Metioninas y la
carbamidometilacion de las Cisteinas. Se usé en las busquedas una tolerancia de masas monoisotdpicas de + 0,05

Day en la fragmentacion una tolerancia de £ 0,8 Da para un instrumento MALDI-TOF-TOF.
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4.26 TECNICAS DE ANALISIS DE INTERACCION ARN-PROTEINA

4.26.1 INMUNOPRECIPITACION DE ARN

Para los ensayos de inmunoprecipitacion de ARN se prepararon extractos proteicos solubles a partir de 1x10°

pardsitos sobrexpresando TcRBP19 usando un tampdn de lisis de pardsitos suplementado con 1.000 U de RNAse
OUT (Invitrogen). Luego de centrifugar los extractos, los mismos fueron sometidos a crosslinking UV durante 30
min a 254 nm a 3 cm de la fuente de luz. La irradiacién de los complejos acidos nucleicos-proteinas con luz UV,
favorecen la formacién de enlaces covalentes entre los dcidos nucleicos y las proteinas que estén en contacto.
Luego del crosslinking, se incubaron los complejos ribonucleoproteicos con 20 uL de anticuerpo anti-TcRBP19
durante toda la noche. Se realizé un control en idénticas condiciones pero agregando tampdn de lisis de pardsitos
sin anticuerpo. Se adicionaron 150 uL de proteina A Sefarosa (Amersham) equilibrada en tampdn de unidn para
EMSA y se dejo incubando con agitacién en hielo durante 2 horas. Se lavaron 3 veces los complejos
ribonucleproteina-Anticuerpo-Proteina A con 200 pL de tampdn de unidon para EMSA. Finalmente la solucién con
los complejos se llevd a ebullicidn y se tratd con ADNasa | usando el kit DNA free (AMBION) segun las condiciones

recomendadas por el comerciante.

A continuacién, se procedid a realizar la primera hebra del ADNc en el tubo de la inmunoprecipitaciéon y en el
control sin anticuerpo. La reaccién de RT-PCR se realiz6 usando 100 pmoles de cebador Oligo(dT).s) para la
primera hebra de ADNc y para el PCR se usé cebador Oligo(dT) y un oligo especifico TcRBP19fw (LP1) (TABLA
4.18.1).

4.26.2 GST-PULL DOWN DE ARN

Se utilizaron cromatografias de afinidad en columnas de glutation Sefarosa para purificar los ARNs que
interaccionan con TcRBP19 a partir de ARN total preparado a partir de epimastigotas (1x10°) y de amastigotas

(1x10°) en fase exponencial de crecimiento.

Preparacidn de la columna glutation Sefarosa-GST-TcRBP19: Se equilibraron 200 pL de resina Glutation Sepharose

4B (GE Healthcare) con PBS 1X y se incubd con la fraccidn soluble bacteriana obtenida conteniendo proteina
recombinante GST-TcRBP19 o solo GST como control negativo, durante toda la noche a 42C con agitacién. Se
realizaron cuatro lavados con 10 mL de PBS, cada uno, y se bloqued con leche descremada 5% en PBS durante 30
min a 42C. Se lavé dos veces con 10 mL de PBS 1X, y dos veces mas con 1 mL de PBS 1X. Finalmente se lavd dos
veces con 1 mL de tampdn de unién suplementado con 200 U/mL de inhibidor de ARNasa (RNase OUT,

Invitrogen).
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GST-pull down: Se incubd la resina glutatién Sefarosa-GST-TcRBP19 equilibrada con tampdn de unién con 50-90
pg de ARN total durante 1,5 h a 42C. Se centrifugd 2 min a 500g y se guarddé el ARN no capturado en el
sobrenadante. Se lavéd tres veces con tampdn de union y se purificd el ARN retenido en la columna usando el kit
de extraccidon de ARN RNeasy (QIAGEN), siguiendo las instrucciones del proveedor. Los ARNs capturados y los no
capturados fueron amplificados por separado usando Message Amp™ Il aRNA kit (AMBION), siguiendo el
protocolo recomendado por el comerciante. Luego de la amplificacidn se midié la DO a 260 nm para estimar la
concentracion de ARN vy las dos poblaciones de cARNs resultantes fueron marcadas por retrotranscripcion
diferencialmente mediante incorporacion de dCTP marcado con Cy3 y Cy5 para hibridar competitivamente un
microarreglo de ADN de T. cruzi (ver 4.28.1). Se realizaron controles en idénticas condiciones con la proteina GST

acoplada a la columna para descartar interacciones inespecificas en el andlisis.

Estos ensayos fueron realizados por duplicado en el caso del experimento con epimastigotas y en triplicado para
el caso del ensayo con ARN de amastigotas. La amplificacidon de los ARNs y la hibridaciéon en el microarreglo de
ADN también se realizd 2 y 3 veces en idénticas condiciones para epimastigotas y amastigotas respectivamente.
Para cada hibridacién se realizd su correspondiente ensayo alternando el fluoréforo usado para el marcado de

cada especie de ARN (ver 4.28.2).
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FIGURA 4.27.2.1 Diseio experimental del ensayo de GST-pull down para captura de ARN blancos de |a proteina
GST-TcRBP19.

4.27 MICROARREGLOS DE ADN

4.27.1 PREPARACION DE ARN PARA HIBRIDACION EN MICROARREGLOS DE ADN.

El ARN total (ensayo de GST-pull down) y polisomal (ensayo de analisis del transcriptoma del transfectante) fue
extraido a partir de 1x10® parasitos en fase exponencial para el caso de epimastigotas y 1x10° parasitos en el caso
de amastigotas. Para las extracciones se uso el RNeasy mini kit (QIAGEN). El ARN purificado fue dosificado por
medidas espectrofotométiricas a 260 nm.
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Este ARN fue tratado con ADNasa | y amplificado mediante el uso del kit AminoAllyl MessageAMP™' aRNA
(AMBION). El ARN amplificado (cARN) fue copiado a ADNc por transcripcidn reversa utilizando el kit ImProm-1I™"
Reverse Transcriptase (Promega) utilizando hexameros al azar en presencia de los fluoréforos Cy3-dCTP y Cy5-
dCTP (GE Healthcare). Para la sintesis de la primera hebra de ADNc se partié de 2 ug de cARN a los cuales se
agregd 2 uL de hexameros al azar (1.000 pmol/uL) y se incubd a 70°C por 10 min A continuacién se procedid a
realizar la transcripcion reversa agregando: tampén ImProm 1X (MgCl,3 mM, dNTPs 0,5 mM, RNase OUT 2 U,
Enzima RT Improm Il 2 pL, Invitrogen). Se incubd a 4229C por 2 horas. Se agregaron luego 15 ulL de NaOH 0,1 N, se
incub6 a 702C 10 min y se agregaron 15 uL HCI 0,1 N. Finalmente se purifico la primera hebra sintetizada usando
columnas Microcon YM 30 (Millipore) y se procedid a realizar la sintesis de la segunda hebra marcada de ADNc
usando el kit BioPrime DNA Labelling System (Invitrogen). Se agregd la solucidon de random primers 1X (0,06 mM
dCTP y 0,12 mM demds dNTPs), 0,8 U de enzima Klenow y 2 nmol de Cy3-dCTP y Cy5-dCTP en oscuridad. Se
incubd la reaccién a 372C por 2 horas. Los ADNc correspondientes a los transfectantes que sobrexpresan TcRBP19
y los ADNc del control se marcaron con Cy3-dCTP y Cy5-dCTP respectivamente y viceversa, proceso conocido
como dye swap. El dye swap es de gran utilidad para eliminar sesgos, ya que la mayor parte de experimentos
muestran diferencias en las intensidades de marcado para cada uno de estos fluordforos. Las reacciones se

incubaron por 2 h a 37°Cy luego se purificaron por Microcon YM30 (Millipore).

4.27.2 HIBRIDACION EN MICROARREGLOS DE ADN

Para la hibridacidn se agregé al material marcado (20 pL) 100 pL de solucidn de hibridaciédn de microarreglos y se
incubd a 949C por 5 min. Se realizaron en todos los casos hibridaciones competitivas: i) en los ensayos de andlisis
del transcriptoma del transfectante, se hibridé el ARN polisomal correspondiente a los transfectantes que
sobrexpresaban TcRBP19 marcado con un fluoréforo junto con el ARN polisomal correspondiente a parasitos
transfectados con el vector vacio (pTEX) marcado con otro fluoréforo diferente (FIGURA 4.28.2.1); ii) en los
ensayos de GST-pull down de ARN, se hibridé el ARN total retenido en la columna glutation Sefarosa unida a GST-
TcRBP19 marcado con un fluoréforo, versus el ARN total eluido, no retenido por GST-TcRBP19 marcado con otro
fluoréforo (FIGURA 4.28.2.2). Las hibridaciones competitivas fueron realizadas sobre laminas acondicionadas en
una estacién de hibridacion automatica GeneTac (Genomic Solutions) a 42°C por 16 horas. Luego de la
hibridacidn, se lavd con soluciéon SSC 0,5X y SDS 0,01% y después con solucién de SSC 0,06X. Se retiraron las
[dminas de la estacidn de hibridacidn y se secaron centrifugando a 202C a 1.000g por 5 min Finalmente se leyé el
patron de fluorescencia de las ldminas en un escaner Affymetrix 428™ Array Scanner. La intensidad de
hibridizacidn en cada spot en la lamina fue percibida a través de la fluorescencia que Cy3 y Cy5 emiten después
de su excitacién con la longitud de onda adecuada: Cy3 (verde) = 532 nm y Cy5 (rojo) = 635 nm. Las imagenes

fueron analizadas con el software Spot. Se usé el Limma package para la correccion del ruido de fondo mediante
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el método normexp, para normalizar las diferencias intra-slides se usé el método printtiploess mientras que para

la normalizacion inter-slides se usé el método quantile. El analisis de las imagenes fue realizado por C. Probst del

Instituto Carlos Chagas, Curitiba, Brasil.
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FIGURA 4.28.2.1 Estrategia de analisis del efecto de la sobrexpresiéon de TcRBP19 en el estado estacionario de

los ARNm. El ensayo fue realizado tanto en epimastigotas como en amastigotas transfectantes sobrexpresando la
proteina de interés. Los extractos celulares de parasitos sobrexpresando TcRBP19 (amastigotas y epimastigotas) y
de parasitos control (transfectados con el vector pTEX vacio) se fraccionaron en un gradiente de densidad de
sacarosa y se monitored la absorbancia a 254 nm. Se aislé el ARN asociado a polisomas. Este ARN fue amplificado
y marcado diferencialmente con los fluoréforos Cy3 para el caso de los ARNs de parasitos que sobrexpresaban
TcRBP19 y con Cy5 para el caso de los ARNs de los transfectantes control (y viceversa). Estos ARNs polisomales
marcados fueron mezclados para hibridar competitivamente un microarreglo de ADN en T. cruzi con el objetivo
de identificar aquellos genes cuya abundancia fuese alterada como consecuencia de la sobrexpresion de

TcRBP19.
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FIGURA 4.28.2.2 Identificacion de los ARNs asociados a TcRBP19. En esta aproximacién ribondmica, las
proteinas de unién al ARN son incubadas con ARN total, ya sea de epimastigotas o amastigotas salvajes, y los
complejos ribonucleoproteicos son purificados por afinidad. Los ARNs asociados y no asociados a las proteinas de
unién al ARN son aislados y retrotranscriptos en presencia de nucleétidos fluorescentes para ser luego hibridados
competitivamente en un microarreglo de ADN. La relacion de los fluoréforos Cy3/Cy5 para cada locus refleja su
enriquecimiento por interaccién con la proteina de interés. Tomado y modificado de Halbeisen y cols. [245].

Las laminas para microarreglos fueron proporcionados por el personal del Instituto Carlos Chagas. A lo largo de
este trabajo se usaron laminas de versiones diferentes conteniendo entre 6000 y 6200 sondas obtenidas por PCR.
Por otra parte se usaron microarreglos de oligonucledtidos de 70mer conteniendo regiones codificantes
identificadas en el genoma (versién 3), las cuales fueron agrupadas con el programa BLASTClust usando
pardmetros de 40% de cobertura y 75% de identidad. Para el disefio de las sondas, se usé el software
ArrayOligoSelector (v. 3.8.1) tomando como parametro un contenido de G+C de 50%. Se obtuvieron 10.359
sondas para la regién codificante de T. cruzi, 393 sondas correspondientes a genes de un grupo externo
(Cryptosporidium hominis) y 64 spots conteniendo solo solucion de Spotting (SSC 3x), sumando un total de 10.816
sondas. Estas sondas fueron depositadas en laminas cubiertas de poli-L-lisina y sometidas a crosslinking con luz

UV 600 mJ.

Tanto los ARNs aumentados y disminuidos en el ensayo del analisis del transcriptoma del transfectante, como los

ARN unidos a TcRBP19 en los ensayos de GST-pull down fueron identificados usando el algoritmo de analisis de
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significancia de microarreglos (SAM) [358]. Como criterio para distinguir entre ARNs blanco se usé un FDR (false
discovery rate) de 1%. Los analisis del escaneado de los microarreglo fueron realizados por Probst del Instituto

Carlos Chagas.

4.28 ENSAYO DE CAMBIO DE MOVILIDAD ELECTROFORETICA DE ARN (REMSA)

Se analizaron interacciones de TcRBP19 recombinante y nativa con ribosondas sintéticas y con ARN producto de

transcripcién in vitro (ver 4. 16).

Para el caso de las ribosondas sintéticas ricas en U (TABLA 4.29.1) el anadlisis de electroforesis en gel de retardo
de las interacciones ARN-proteina fue realizado segiin métodos estandar [359]. Las reacciones fueron llevadas a
cabo en un volumen de 20 pL con tampdn de unién para EMSA. Como competidor inespecifico se utilizd
espermidina 100 mM. En cada reaccion se utilizé 0,4 ng de oligorribonucleétido marcado (10-20.000 com) y 1 ug
de la proteina recombinante GST-TcRBP19. Los competidores especificos (sonda fria sin marcar) fueron
adicionados en un exceso molar de 10 y 100 veces a temperatura ambiente durante 10 min, antes de la adicion
de sonda marcada. Las reacciones fueron incubadas 20 min a temperatura ambiente y cargadas en geles nativos
al 6% acrilamida:bisacrilamida (30:0,36) en TBE 1X con 10% glicerol . Los geles fueron pre-corridos durante 30 min
a 200 V a 4°C y luego con las muestras durante 3-4 h a 250 V y 42C. Luego fueron secados y se analizaron por
exposiciéon a filmes de rayos X usando pantallas amplificadoras a -802C o mediante la utilizaciéon de

Phosphorimager (Fujifilm BAS-1800 ).

Sonda Secuencia
ARE 5’ - AUUUAUUUAUUUAUUUA -3’
Ccu 5’ - CUUUCUUUCUUUCUUUC -3’
GU 5’ - GUUUGUUUGUUUGUUUG -3’
U-26mer 5’ - UAAUAUUUUUUCGUUAUAUUUUUUUG -3’
NRE 5’- AUUAUUUUGUUGUCGAAAAUUGUACAUAAGCC -3’

TABLA 4.29.1 Ribonucledtidos sintéticos ricos en U usados como sonda en ensayos de REMSA.

Los ensayos de REMSA con sondas obtenidas a partir de la transcripcion in vitro se realizaron en base al trabajo
de Thomson y cols. [360]. Las reacciones se realizaron en un volumen de 20 pL usando tampodn de union para
EMSA. Como competidor inespecifico se utilizd espermidina 100 mM. Se utilizaron 40.000 cpm de los ARNs
marcados y 1 ug de la proteina recombinante. Las reacciones fueron incubadas 30 min a temperatura ambiente.

Luego se incubaron 10 min con 0,5 U de ARNasa T1 (AMBION) y por ultimo con 10 pg de heparina por 10 min
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mas. Los complejos fueron cargados en minigeles de 1,5 mm al 6% acrilamida:bisacrilamida (36:1) conteniendo
10% glicerol en TBE 1X. Los geles fueron pre-corridos durante 30 min a 200 V a 42C y luego con las muestras
durante 20 min a 200 V y 42C. Fueron secados y fijados en 10% de isopropanol y 7% de acido acético [360]. Se
analizaron por exposicidn a filmes de rayos X usando pantallas amplificadoras a -802C o mediante la utilizacion de

Phosphorimager (Fujifilm BAS-1800 ).

Para los ensayos de super-retardo las reacciones se prepararon segun lo descripto para los ensayos de REMSA y
pero las mismas fueron incubadas con anticuerpo (anti-TcRBP19) durante 10 min después de la formacion del

complejo.

4.29 ANALISIS COMPUTACIONAL

Para la busqueda y comparacidon de secuencias se utilizaron las bases de datos GeneDB [361], Genbank [362],

EMBL Nucleotide Sequence Database [363], TIGR (http://tigrblast.tigr.org/tgi/), TcruziDB [364] y TriTrypDB [365].

Se estudiaron homologias con otros genes mediante el algoritmo BLAST [366]. Se realizé BlastN y BlastP para
encontrar genes y proteinas homdlogas en otros organismos. Los alineamientos de secuencias se hicieron usando

el software T-Coffee [367].

Para el disefio y analisis de oligonucleétidos cebadores, analisis de restriccidn, predicciones de fases abiertas de
lectura, busqueda de patrones, construccion de mapas de vectores, etc. se utilizd el software Genamics
Expression (Copyright (C) 2000-Version 1.100, Genamics Software, Inc), el Vector NTI® (Invitrogen) y el programa

OligoPerfect™ Designer (Invitrogen) disponible en http://tools.invitrogen.com/content.cfm?pageid=9716.

Para analizar la estructura secundaria de las regiones 3’UTR en el ARN se uso el software Mfold [368] y el RNAfold

WebServer (http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-bin/RNAfold.cgi) [369,370]. Las estructuras formadas por

oligonucleétidos cebadores fueron analizadas con la aplicacion DNA folding form en el servidor The Mfold Web

server (http://mfold.rna.albany.edu/?q=mfold/DNA-Folding-Form) [368].

Para buscar elementos repetidos conservados en las secuencias de interés se utilizé el servicio online MEME The

Suite (http://meme.sdsc.edu/meme/intro.html) [371].

Para determinar la ontologia de los genes de interés se realizaron analisis de Blast2GO online [372].

Para el andlisis de resultados de microarreglos de ADN y generacidon de mapas de calor o heat map se usé el

programa MeV (Multi experiment Viewer) version 4.8 [373].
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Las proteinas fueron identificadas en las bases de datos del NCBInr usando el programa MASCOT

(http://www.matrixscience.com) con los parametros que se indican en cada caso [374]. Los spot obtenidos en los

geles 2D fueron analizados con el software Melanie version 6.02.0 (GE Healthcare).
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TcRBP19 es una proteina que se expresa en muy bajos niveles mayoritariamente en el estadio amastigota del
pardsito y presenta especificidad por sustrato [339,340,342]. No se conoce la funcién en T. cruzi ni tampoco la
correspondiente a los productos de los genes ortdlogos existentes Unicamente en otras especies de
tripanosomatidos. Resulta interesante su caracterizacién a nivel funcional ya que esta proteina podria estar
involucrada en algun aspecto aun no caracterizado de la dinamica del ARN que sea especifico de

tripanosomatidos.

5.1 ANALISIS DE APROXIMACIONES DE GENETICA REVERSA PARA EL ESTUDIO DE LA FUNCION
DE TcRBP19

Para dilucidar la funcién de un gen existen bdsicamente dos abordajes fundamentales de la genética reversa: la
abolicidn de su expresidon o el aumento significativo de la misma. En ambos casos se analiza luego el fenotipo

resultante, para poder inferir la funcién de dicho gen.

El bloqueo de un gen, se puede lograr por una delecion del mismo 6 interfiriendo con su expresion. En T. cruzi los
ejemplos de deleciones son escasos, de hecho, solamente 10 genes han sido caracterizados experimentalmente
por knock out en este organismo [86,375-384]. En todos estos casos, los genes fueron removidos a través de
recombinacidn homéloga usando un casette de ADN que codifica para un marcador de seleccidén de resistencia a
drogas flanqueado por la regidn codificante o las regiones UTRs del gen de interés. Este proceso requiere de
muchas etapas de digestiones y clonados lo que lo hacen un método que consume mucho tiempo [385]. Debido a
lo trabajoso de la metodologia, en 2009 el grupo de Xu y cols. disefiaron un sistema mas eficiente, mas rapido y
sencillo para generar mutantes knock out en T. cruzi basado en la tecnologia Gateway (Invitrogen) [386]. De todas
maneras y debido probablemente a la alta plasticidad del genoma de estos parasitos, los genes caracterizados
por knock out contintdan siendo escasos. Otra opcion para bloguear un gen es interferir especificamente con su
expresion. Ya desde su primer reporte en 1998, el mecanismo de interferencia por ARN o RNAi prometio ser una
herramienta versatil y muy valiosa para analizar la funcidn de un gen en un gran nimero de organismos [387].
Este mecanismo se basa en la degradacidn especifica de transcriptos celulares disparada por ARNs homalogos
doble cadena (ARNdSs). En esta ruta, los ARNds largos, derivados ya sea de transcriptos enddgenos, transgénicos o
virales, son procesados en pequefios ARNs de 20-26 nts llamados siRNAs, por una enzima del tipo ARNasa lll
llamada Dicer. Esta enzima es una proteina con multiples dominios (helicasa, PAZ, ARNasa Ill y dominios de unién
al ARNdSs) [388,389]. Los siRNAs son reconocidos por un complejo multiproteico (RISC, RNAi-induced silencing
complex) [390] que se encarga de desaparear los siRNAs y activarlos para el reconocimiento y degradacidon de los
ARNm blanco. A nivel genético, hay dos proteinas en el complejo RISC que constituyen una marca universal del

mecanismo RNAi y de los fendmenos relacionados, estas dos proteinas son Dicer y las proteinas de la familia AGO
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[389]. El mecanismo por el cual los ARNm son reconocidos y procesados por el complejo RISC aln no esta
totalmente esclarecido. Se sabe que se requiere altos grados de complementariedad de secuencia entre los
ARNm blanco y los siRNAs antisentido [389,391,392]. En 1998 se reportd por primera vez la existencia del
mecanismo de RNAi en T. brucei [393]. Desde entonces, un gran nimero de laboratorios, han generado vectores
heredables e inducibles para generar interferencia génica por RNAi [394-397]. Hoy por hoy, el mecanismo RNAI
es el método de eleccidn para estudiar la funcion génica en T. brucei disminuyendo los niveles de ARNm a niveles
muy bajos. Bdsicamente existen dos estrategias para expresar ARNds en T. brucei. La primera emplea el uso de un
fragmento del gen de interés clonado entre dos promotores y terminadores del promotor de la ARN Polimerasa
T7. La segunda aproximacién consiste en expresar el gen de interés con una estructura en forma de horquilla. Los
aspectos técnicos de esta estrategia en T. brucei, han sido revisados exhaustivamente [398]. Sin embargo, los
tripanosomadtidos T. cruzi y L. major, son considerados RNAi negativos, ya que no son capaces de utilizar ARNds
para disparar la degradacién de los ARNm blancos [399-402]. Todos los organismos que utilizan el mecanismo de
ARN(dSs para silenciar genes poseen al menos uno o mas miembros de la familia de proteinas AGO asi como uno o
mas genes que codifican proteinas del tipo Dicer, por tanto el hecho de no tener una ruta RNAi funcional podria
ser el resultado de la pérdida de genes que codifiqguen homdlogos a AGO, Dicer u otros genes claves involucrados
en el proceso RNAI [403]. En T. cruzi, el inico homélogo de AGO detectado conserva el dominio PIWI pero carece

del dominio PAZ caracteristico [404,405].

La proteina TcRBP19 y su homdlogo en T. brucei comparten un alto porcentaje de similitud e identidad (71 y 55%
respectivamente, FIGURA 5.1.1). Sin embargo, se descarté la opcion de realizar RNAi en T. brucei como primera
aproximacién para conocer la funcionalidad de TcRBP19. Esta decisidn se basé en la consideracidon de que esta
proteina podria cumplir diferentes roles en estos dos organismos, pues en T. cruzi TcRBP19 se expresa
mayoritariamente en el estadio intracelular del parasito y el ciclo de vida de T. brucei no incluye formas de vida

intracelulares, por lo que podria haber evolucionado a una funcién diferente.
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FIGURA 5.1.1 Alineamiento de la secuencia aminoacidica de la proteina TcRBP19 con su homélogo en

Trypanosoma brucei. Se resaltan los aminoacidos idénticos en gris oscuro y los aminoacidos similares se
representan con letras verdes sombreados en gris claro.
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Por otro lado, los niveles de expresiéon del homdlogo de TcRBP19 en extractos proteicos de prociclicos de T.
brucei (cedidos por el Dr. Comini, IPMont) no fueron detectables por Western blot usando un anticuerpo

policlonal anti-TcRBP19 (FIGURA 5.1.2).

T. brucei T. cruzi T cruzi
prociclicos pTexTcRBP18  epimastigotas
34 —
26 — - —
17 —

FIGURA 5.1.2 Expresién de TbRBP19 en el estadio prociclico de T. brucei. Andlisis por Western blot de las
proteinas totales correspondientes 5x10° prociclicos de T. brucei en estadio prociclico, 1x10” epimastigotas de T.
cruzi sobrexpresando TcRBP19 como control positivo y 2x10” epimastigotas salvajes de T. cruzi. Se indica con una
flecha, la banda reconocida por el anticuerpo anti-TcRBP19.

La ausencia de seiial en este ensayo puede explicarse o bien porque el anticuerpo generado para TcRBP19 no
reconozca la proteina homdloga en T. brucei, o porque ésta se exprese a muy bajos niveles en prociclicos de T.
brucei. Al no disponer de las formas sanguineas del pardsito, no se pudo estudiar el nivel de expresién de la
proteina en este estadio. Por otro lado, se ha encontrado que el nivel del transcripto correspondiente sufre poco

cambio a lo largo del ciclo de vida de T. brucei [294].

Finalmente, el grupo de Wurst y cols. en un analisis de RNAi en 37 de las 72 proteinas con RRM reportadas en T.
brucei en pardsitos en el estadio prociclico, constataron que la interferencia del homdlogo de TcRBP19 no
mostraba alteraciones en el crecimiento de estos pardsitos [406,407]

http://tritrypdb.org/tritrypdb/showComment.do?projectld=TriTrypDB&stableld=Tb927.7.1180&commentTargetl

d=gene#25680.

Como aproximacion alternativa para evaluar la funcién de esta proteina, se analiz6 el efecto de su sobrexpresidn
en parasitos transfectantes. Previamente, en el marco de mi trabajo de Maestria, se logré la expresién ectdpica
de la proteina TcRBP19 en epimastigotas mediante transfeccion de epimastigotas salvajes con el vector pTEX-
TcRBP19. Desde el punto de vista fenotipico, no se constatd ningiin cambio morfoldgico evidente ni variaciones
en las curvas de crecimiento comparando con parasitos control sin transfectar y parasitos transfectados con el

vector vacio [340].

En suma, dadas las dificultades para apagar la expresion de genes en T. cruzi y la falta de adecuacion de T. brucei
como modelo alternativo para este caso concreto, nos planteamos el estudio en profundidad de los efectos de la

sobrexpresion de TcRBP19 en la requlacion de la expresion génica.
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5.2 ANALISIS DEL EFECTO DE LA SOBREXPRESION DE TcRBP19 EN EL CICLO DE VIDA DEL
PARASITO

Los transfectantes que sobrexpresan TcRBP19, fueron generados a partir de transfecciones con el vector de
expresion para T. cruzi pTEX [349] conteniendo la ORF el gen tcrbp19 [340]. En este vector pTEX-TcRBP19 se
utilizan las regiones gendmicas que dirigen la expresion de los genes gapdh | y Il (gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa) para regular la sintesis ectopica de TcRBP19 y de la neomicina fosfotransferasa (que confiere
resistencia a neomicina) respectivamente. La ausencia de un promotor fuerte hace que la sobrexpresion del gen
de interés sea moderada. Por otra parte, al tratarse de un vector episomal, el nimero de copias del vector por
pardsito se ve modulado por la presién selectiva ejercida por la concentracién de neomicina en el medio de
cultivo [349]. Para asegurarnos que los fendmenos observados no sean el resultado de una respuesta artefactual
del parasito debido a la sobrexpresion de altos niveles de una proteina, se mantuvo siempre la presién selectiva
en niveles moderados (250 pg/mL). De todos modos, se chequed la expresiéon del ARNm tcrbpl9 en
transfectantes mediante PCR en tiempo real. Se cuantificd la cantidad de transcripto tcrbp19 relativa al gen
constitutivo gapdh usando los cebadores Tc19fw y Tc19rev y el par Ipgapdhl y Ipgapdh2 respectivamente
(FIGURA 5.2.1). Se detectd un aumento de transcripto tcrbpl9 de =100 veces en los epimastigotas y un
aumento de =475 veces en amastigotas comparado con la poblacion control transfectada con el vector pTEX

vacio.
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FIGURA 5.2.1 Cuantificacion de transcriptos del gen tcrbp19 relativa al gen gapdh en parasitos transfectantes
PTEX-TcRBP19 y pardsitos control pTEX. Se muestra el resultado de la cuantificacion de tcrbp19 relativa al ARNm
gapdh normalizando con parasitos control pTEX en epimastigotas (A) y en amastigotas (B). La cuantificacién
relativa se realizé usando el método de Livak [357]. Se muestra el resultado de tres experimentos con su
desviacidn estandar.

A su vez, se realizd un ensayo de Western blot usando un anticuerpo especifico anti-TcRBP19 previamente
generado en conejo [342]. Se estimd ademas, que la poblacién de epimastigotas transfectantes sobrexpresaba

TcRBP19 en un nivel aproximado de 1 ng de TcRBP19 por g de proteina total (FIGURA 5.1.4).
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ET pTEX-TCRBP19 (pig) ET pTEX (ug)
50 25 125 625 3,12 50 25 12,5 625 3,12
GST-TcRBP19 (ng)
50 25 12,5 10 7,5 5 25 1 05 025

FIGURA 5.2.2 Analisis estimativo de la cantidad de TcRBP19. En el panel superior se muestra un Western blot
con anticuerpo anti-TcRBP19 usando las cantidades indicadas (ug) de extractos proteicos totales (ET) de pardsitos
sobrexpresando TcRBP19 (pTEX-TcRBP19) y parasitos control transfectados con el vector pTEX vacio (pTEX). En el
panel inferior se muestran un Western blot de referencia usando el mismo anticuerpo anti-TcRBP19 con
concentraciones decrecientes (ng) de la proteina recombinante GST-TcRBP19.

Para analizar el efecto de la sobrexpresién de TcRBP19 en el ciclo de vida del parasito, en primer lugar, se realizd
el analisis del proceso de metaciclogénesis in vitro en condiciones de estrés nutricional a partir de epimastigotas
transfectantes que sobrexpresan TcRBP19 en forma comparativa con respecto a los transfectantes control
(transfectados con el vector vacio). El estudio se realizd utilizando dos réplicas biolégicas de los transfectantes

que sobrexpresan TcRBP19 (pTEX-TcRBP19-A y pTEX-TcRBP19-B).

Los epimastigotas que sobrexpresan TcRBP19 presentan una disminucién en su capacidad de desarrollar

tripomastigotas metaciclicos (TABLA 5.2.1).

% metaciclicos/total*

pTEX 40.0
pTEX-TcRBP19-A 26.0
pTEX-TcRBP19-8 28.8

TABLA 5.2.1 Metaciclogénesis de pardsitos sobrexpresando TcRBP19. Se muestra el porcentaje de pardsitos
metaciclicos obtenidos para los pardsitos transfectados con el vector pTEX vacio como control y comparado con
el porcentaje de metaciclicos obtenidos a partir de dos poblaciones independientes de transfectantes que
sobrexpresan la proteina TcRBP19 (pTEX-TcRBP19-A y pTEX-TcRBP19-B). *test estadistico y cuadrado, P<0.01.

Para el estudio del efecto de la sobrexpresion de TcRBP19 en amastigotas se infectaron células VERO con
tripomastigotas metaciclicos obtenidos in vitro. Se evalud el nimero de parasitos intracelulares por célula
infectada. Los resultados obtenidos revelan que no hay diferencias significativas (test y cuadrado) entre los

parasitos control y los que sobrexpresan TcRBP19 (TABLA 5.2.2).
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48hs 72hs 96 hs

pTEX 1.32 6.70 18.52
pTEX-TcRBP19-A 1.27 446 16.35
pTEX-TcRBP19-B | 1.14 435 17.80

TABLA 5.2.2 Proceso de amastigogénesis de parasitos sobrexpresando TcRBP19. El proceso fue evaluado como
el nimero de amastigotas por célula infectada. Se contaron los amastigotas obtenidos a partir de los
transfectantes sobrexpresando TcRBP19 y se compararon con el control pTEX a los diferentes tiempos indicados.
Test estadistico y cuadrado, diferencia no significativa (P >0,05).

Finalmente, se realizd un andlisis de la infeccion de parasitos que sobrexpresan TcRBP19 y se comparé con la
capacidad de infeccion de parasitos control (parasitos transfectados con el vector pTEX vacio). Este analisis se
llevd a cabo mediante infeccion de dos lineas celulares en cultivo: células VERO y células Hela, con
tripomastigotas metaciclicos provenientes de la diferenciacion in vitro de los epimastigotas transfectantes. La
infeccion fue seguida por microscopia dptica, observando el nimero de células infectadas en diferentes tiempos.
En todos los tiempos analizados, tanto el porcentaje de células VERO (FIGURA 5.2.3 y 5.2.4) como de células
Hela (FIGURA 5.2.4) infectadas fue significativamente menor en aquellos parasitos que sobrexpresaban la
proteina TcRBP19. Se deduce entonces que, aunque la capacidad de replicacion de los parasitos en el entorno
intracelular no se ve alterada por la sobrexpresion de TcRBP19, en términos globales, la amastigogénesis se ve

afectada debido a la disminucién de la capacidad infectiva de estos parasitos.
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FIGURA 5.2.3 Infeccién de células en cultivo con parasitos transfectantes. (A) Porcentaje de células VERO
infectadas con pardsitos sobrexpresando TcRBP19. Los transfectantes pTEX-TcRBP19-A y B se representan en gris
y negro respectivamente y el control pTEX, en blanco. (*P < 0.05). (B) Porcentaje de células Hela infectadas con
parasitos sobrexpresando TcRBP19. Los transfectantes sobrexpresando TcRBP19 (pTEX-TcRBP19-A) se
representan en negro respectivamente y el control pTEX, en blanco. (*P< 0.05).
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48h
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FIGURA 5.2.4 Imagenes representativas de células VERO infectadas en cultivo. Infeccidn con parasitos
transfectantes pTEX (a-c) y pTEX-TcRBP19-A (d-f) a los diferentes tiempos de incubacidn indicados. Los cultivos
fueron seguidos por microscopia dptica. Las flechas indican las formas intracelulares de los transfectantes.

Dado que las células de mamifero utilizadas son sensibles al antibiético neomicina, no fue posible mantener la
presion selectiva en los transfectantes amastigotas. Como control de la sobrexpresidn se realizaron ensayos de
inmunofluorescencia para chequear la sobrexpresiéon de la proteina TcRBP19 a lo largo de los diferentes estadios

del ciclo de vida (FIGURA 5.2.5).
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FIGURA 5.2.5 Expresion de TcRBP19 en amastigotas. Ensayo de inmunofluorescencia usando un anticuerpo anti-
TcRBP19 y un anticuerpo secundario Alexafluor 488. (A-F) Amastigotas intracelulares que sobrexpresan TcRBP19.
Se muestra el ADN nuclear y mitocondrial tefiido con DAPI (A y D), la sefial Alexa 488 (B y E) y superposicion de
ambas imagenes (C y F) para dos infecciones independientes con tripomastigotas metaciclicos obtenidos a partir
de epimastigotas sobrexpresando TcRBP19 provenientes de dos transfecciones independientes: pTEX-TcCRBP19-A
y pTEX-TcRBP19-B. (G-1) Amastigotas intracelulares transfectados con el vector pTEX vacio usado como control.
Se muestra la tincion con DAPI (G), la sefal Alexa 488 (H) y la superposicion de las dos imagenes (l) para la
infeccién de células Hela con tripomastigotas metaciclicos obtenidos a partir de epimastigotas transfectados con
el vector pTEX vacio.

En trabajos en paralelo, se ha evaluado la capacidad de infeccidn de parasitos sobrexpresando otra proteina de
unién al ARN pero con motivo Pumilio, TcPUF6 [333]. En este caso, no se observaron alteraciones en el proceso
de metaciclogénesis y/o amastigogénesis, lo que refuerza el hecho que la disminucién de la eficiencia del proceso
de metaciclogénesis, asi como la disminucion en el nimero de células infectadas son una consecuencia del efecto

de la expresién ectdpica de la proteina TcRBP19 en particular y no de cualquier proteina de unién al ARN.

Es interesante notar que como habiamos sefialado en el capitulo anterior, la proteina ortdloga de T. brucei no
presenta cambios significativos de expresion (a nivel de ARNm) durante el ciclo de vida. La diferencia en el perfil

de expresion entre estas dos proteinas ortélogas, podria ser entendida en funcién de los resultados aqui
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presentados, ya que el ciclo de vida de T. brucei no involucra estadios intracelulares. Para comprender mejor el
rol de esta proteina y su conservacion, resultaria de interés estudiar su perfil de expresién y efecto de la

sobrexpresién también en Leishmania, un tripanosomatido con estadio intracelular.

El efecto de la expresion forzada de TcRBP19 a lo largo del ciclo de vida de T. cruzi se resume en la FIGURA
5.2.6. La reducida cantidad de tripomastigotas metaciclicos como consecuencia de la sobrexpresiéon de TcRBP19,
podria deberse a una falla en la respuesta a los mecanismos de estrés nutricional o de diferenciacién
desencadenados causada por la expresion ectopica de TcRBP19. En este contexto, la modificacién de los niveles
de esta proteina de unién al ARN podria interferir en el funcionamiento de redes génicas regulatorias que
participen en la progresion del ciclo celular. Por otro lado, la disminucién en el nUmero de células de mamifero
infectadas debida a la expresidon forzada de TcRBP19, constituye otra evidencia del rol regulatorio de esta

proteina.
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FIGURA 5.2.6 Representacion grafica del efecto de la sobrexpresion a lo largo del ciclo de vida de T. cruzi.

En conclusion, la expresion forzada de TcRBP19 afecta la diferenciacion de epimastigotas en formas metaciclicas
exitosamente infectivas. Los resultados sugieren que el pardsito T. cruzi requiere un nivel controlado de expresion

de TcRBP19 para lograr una eficiente metaciclogénesis asi como una infeccion productiva.
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5.3 ANALISIS DE LA LOCALIZACION SUBCELULAR DE TcRBP19

TcRBP19 es una proteina que se expresa en muy bajos niveles en el estadio intracelular del pardsito. Mediante
técnicas de Western blot convencionales usando un anticuerpo policlonal anti-TcRBP19 previamente generado,
no se pudo detectar la presencia de la proteina en parasitos salvajes, en ninguno de los estadios. Solo fue posible
detectar la expresidon de TcRBP19 en ensayos de Western blot amplificando la sefial del anticuerpo mediante el

125

uso de proteina A [*l]. Esto indica que TcRBP19 es una proteina de muy baja expresién [340].

Dado que la deteccién de TcRBP19 usando técnicas convencionales solo ha sido posible en parasitos
transfectantes sobrexpresando la proteina, para el andlisis de la localizacién celular de TcRBP19 se realizaron
ensayos de inmunohistoquimica en epimastigotas y en amastigotas axénicos transfectantes sobrexpresando
dicha proteina. El uso de microscopia confocal permitié revelar una localizacién difusa con un patrén punteado

mayoritariamente citoplasmatico tanto en epimastigotas como en amastigotas (FIGURA 5.3.1 y FIGURA 5.3.2).

--

FIGURA 5.3.1 Localizacién subcelular de TcCRBP19 en epimastigotas transfectantes. TcCRBP19 muestra un patrén

de localizacidn difuso bdsicamente en el citoplasma. (A) Seccidon confocal de un epimastigota representativo
mostrando que TcRBP19 (verde) se localiza en el citoplasma. (B) ADN nuclear y kinetopldastido tefiido con DAPI
(azul). (C) Superposicidn de las imagenes A y B. (D) Imagen del contraste de fases de las imagenes anteriores
superpuestas. Las imagenes fueron obtenidas con un Microscopio confocal espectral Leica modelo TCS SP5 |l
equipado con laser UV (405 nm), laser argén multilinea (458 nm, 476 nm, 488 nm, 514 nm) y laser HeNe (543 nm,
633 nm) con sistema de barrido dual (escaner convencional de alta resolucién/velocidad variable y resonante de
alta velocidad de barrido).

93



Resultados y Discusion

2 um

FIGURA 5.3.2 Localizacién subcelular de TcRBP19. TcRBP19 muestra un patron de localizacion difuso
basicamente en el citoplasma. (A) Seccion confocal mostrando que TcRBP19 (verde) se localiza en el citoplasma
de amastigotas sobrexpresando TcRBP19. (B) ADN nuclear y kinetoplastido tefiido con loduro de propidio (rojo).
(C) Superposicion de las imagenes A y B. (D) Ampliacién del campo mostrando en detalle un solo amastigota. Las
imagenes fueron obtenidas con un Microscopio Confocal FV300 Olympus usando un lente 100x (aceite, N.A. 1.35)
con excitacién laser Argon (488nm) y HeNe (546nm).

Por otro lado, y tal como se comentd en la seccidn anterior, en amastigotas celulares obtenidos mediante
infeccion de células Hela en cultivo con parasitos transfectantes sobrexpresando TcRBP19, también se observa

una localizacion citoplasmatica de la proteina (FIGURA 5.2.5 paneles A-F).

5.3.1 ASOCIACION POLISOMAL DE TcRBP19 EN EPIMASTIGOTAS TRANSFECTANTES

Dada la localizacidn citoplasmatica de TcRBP19, consideramos que esta proteina podria estar involucrada en la
expresion de algunos transcriptos a través de la modulacion de sus vidas medias o sus tasas de traduccién (ya sea
modificando la disponibilidad o la eficiencia traduccional). Para abordar estas hipdtesis, nos planteamos, en

primer término, el analisis de la asociacién de TcRBP19 con polisomas.

Para ello se realizo el proceso de amastigogénesis in vitro [34] usando parasitos T. cruzi salvajes. Los amastigotas
obtenidos fueron tratados con cicloheximida para capturar los polisomas unidos a los ARNm vy la fraccion
enriquecida en polisomas se cargd en un gradiente de sacarosa (ver 4.15 y FIGURA 4.15.1). Las diferentes
fracciones obtenidas fueron sometidas a electroforesis en un gel de poliacrilamida SDS-PAGE, transferidas a una
membrana de nitrocelulosa y luego de la incubacién con anticuerpo policlonal anti-TcRBP19 se revelé usando un
método quimioluminiscente, que es mas sensible que el colorimétrico clasico. Se escogid el kit ECL™ Western

Blotting Analisys System recomendado por su sensibilidad en la deteccién aun de proteinas de baja abundancia.
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Lamentablemente, este sistema no fue lo suficientemente sensible como para detectar la baja concentracién de

la proteina TcRBP19 en ninguna de las fracciones polisomales obtenidas a partir de amastigotas.

Debido a las dificultades para obtener suficientes amastigotas transfectantes en nuestro laboratorio, se decidié
realizar este analisis en epimastigotas transfectantes sobrexpresando TcRBP19. Para ello, se crecieron hasta fase
exponencial epimastigotas sobrexpresando TcRBP19 y se trataron con cicloheximida para atrapar los polisomas
unidos a los ARNm. Luego, la fraccidn enriquecida en polisomas fue obtenida mediante fraccionamiento en

gradientes de sacarosa.

Las diferentes fracciones obtenidas fueron analizadas por Western blot observandose que TcRBP19 cosedimenta
con los ribosomas y los polisomas apareciendo aun en las fracciones mas densas (FIGURA 5.3.1.1A). El perfil de
fraccionamiento obtenido es tipico de una proteina asociada a polisomas. En efecto, se observé un perfil similar
para la proteina ribosomal S7 usada como control positivo [356]. Como control negativo se usd un anticuerpo

anti-Puf6, una proteina citoplasmadtica pero no se une a ribosomas [333].

Para confirmar que la presencia de TcRBP19 en las fracciones mas pesadas se debe a su asociacidn a los
polisomas y no es el resultado de su asociacién a complejos proteicos pesados, se realizé un control utilizando
EDTA para disociar los polisomas (FIGURA 5.3.1.1B). Sin embargo, algunos autores, consideran insuficiente este
control con EDTA, dado que la formacion de algunos complejos proteicos pesados pueden desensamblarse
también en ausencia de calcio promovida por la presencia de EDTA. Por este motivo, se realizé ademds un control
con puromicina. El tratamiento con puromicina causa una liberaciéon de los ARNm de los polisomas con el
consiguiente desensamblaje de los mismos [230] (FIGURA 5.3.1.1C). Se traté entonces, por un lado la fraccidn
enriquecida en polisomas antes de la centrifugaciéon con EDTA, y por otro lado, se realizd el tratamiento con
puromicina. En ambas condiciones, se puede observar el perfil de disociacidn de los polisomas, y se ve un cambio
en la distribucion de TcRBP19 que se re-localiza en las subunidades ribosomales mas livianas. Este patron se
reproduce para la proteina S7, tal como se esperaba. Si bien la sobrexpresién de una proteina podria promover
perfiles alterados en su expresion, localizandose a lo largo de todo el fraccionamiento, si la distribucién de
TcRBP19 observada fuera simplemente debida a su sobrexpresiéon, no se deberia ver afectada por la presencia de
EDTA 6 puromicina. Estos resultados indican que en epimastigotas que sobrexpresan TcRBP19, esta proteina se
asocia con los complejos polisomales sugiriendo un posible rol de la proteina en eventos de regulacién de la

traduccion.
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FIGURA 5.3.1.1 Perfil polisomal en epimastigotas transfectantes que sobrexpresan TcRBP19. Se muestra la
asociacién de TcRBP19 a polisomas en epimastigotas transfectantes (A) Perfil polisomal (Absorbancia a 254 nm)
obtenido en el gradiente de sacarosa en presencia de cicloheximida. Se sefialan con flechas la fraccién
correspondiente a la subunidad ribosomal menor (40S), a la subunidad mayor (60S) y al ribosoma (80S), a
continuacién se sefialan las fracciones polisomales. Con numeros se indican las diferentes fracciones del
gradiente de sacarosa colectadas. Debajo de los perfiles polisomales, se muestran los Western blots de las
fracciones con anticuerpo policlonal anti-TcRBP19 (a-TcRBP19), anti-proteina ribosomal S7 (a-S7) como control
positivo y anti-proteina Pufé (a-Puf 6) como control negativo. (B) Perfil polisomal del control con EDTA. Debajo,
se muestra un Western blot con anticuerpo policlonal anti-TcRBP19 (a-TcRBP19) de las fracciones colectadas a
partir del gradiente de sacarosa del control con EDTA. (C) Perfil polisomal del control con puromicina. En este
caso se trataron los polisomas con puromicina antes de realizar el gradiente de sacarosa. Como resultado, se
observan los polisomas desensamblados. Debajo se muestran los Western blots con un anticuerpo policlonal anti-
TcRBP19 (a-TcRBP19), anti-proteina ribosomal S7 (a-S7) como control positivo y anti-proteina Puf6 (a-Puf 6)
como control negativo.

La localizacion citoplasmdtica sugiere que TcRBP19 podria estar regulando la expresion de los transcriptos blanco
ya sea modulando su vida media o bien sus disponibilidades y eficiencias de traduccion. El hecho de que TcRBP19
co-sedimente ademds con los polisomas en gradientes de sacarosa es un indicio de que esta proteina podria estar
involucrada en mecanismos de regulacion de la traduccion. Como hipdtesis del mecanismo de accion de la
proteina TcRBP19 se podria plantear la interaccion especifica con ARNm particulares modulando la localizacion

polisomal, la eficiencia de traduccion, 6 ambos procesos.
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5.4 EFECTO DE LA SOBREXPRESION DE TcRBP19 EN EL TRANSCRIPTOMA DE T. CRUZI

Dado que TcRBP19 cosedimenta con los polisomas, nos propusimos estudiar globalmente la modificacion de los
ARNs traduccionalmente activos, como consecuencia de la sobrexpresion de TcRBP19. Aunque existan
mecanismos de regulacion traduccional y post-traduccional, el analisis de los ARNm asociados a polisomas es una

primera aproximaciéon que brinda un panorama de una de las etapas de regulacion post-transcripcional.

El desarrollo de la tecnologia de los microarreglos de ADN ha permitido analizar la expresién de cada gen anotado
a nivel de transcripcién. De hecho, esta técnica junto con la tecnologia de secuenciacién masiva, ha sido la
aproximacioén a gran escala de eleccidén para caracterizar eficientemente el transcriptoma de varios organismos
modelo, incluyendo T. cruzi [408]. En general, se considera que en una célula eucariota, existe una correlacién
muy pobre entre los niveles de ARNm y proteina, dado que no todo ARNm es necesariamente traducido en el
estadio/condicion de interés. Este hecho pone de manifiesto la existencia de mecanismos activos de regulacion

post-transcripcional y traduccional [409,410].

Los primeros analisis del transcriptoma de T. brucei, han revelado que solo una pequefia proporcion de los ARNm
(2-5%) son modulados a lo largo del ciclo de vida, y observaciones similares se han hecho para el transcriptoma
de Leishmania (revisado en [223]). Sin embargo, estudios posteriores, usando pardmetros menos exigentes,
sugieren que la expresién de los ARN codificantes es modulada en un porcentaje sustancialmente mayor, que
puede alcanzar hasta el 25% a lo largo del ciclo de vida de T. brucei [294]. Para el caso de T. cruzi, los analisis del
transcriptoma revelan que aproximadamente el 50% de los genes son regulados durante el ciclo de vida del
pardsito [408]. Tratdndose de organismos que carecen de regulacion a nivel de inicio de la transcripcion, se
podria considerar que el estudio de los perfiles de ARNm total no seria muy informativo. Sin embargo, se ha
reportado la existencia de un comportamiento especular entre el transcriptoma y la expresién proteica para

varios grupos funcionales de genes [408].

Para analizar los cambios en el transcriptoma causados por la sobrexpresion de TcRBP19 se usoé la tecnologia de
microarreglos de ADN. Se compararon los perfiles de ARNm polisomal en estado estacionario de parasitos que
sobrexpresan TcRBP19 con los perfiles de ARNm polisomal de parasitos control transfectados con el vector vacio
(pTEX). En una primera aproximacién, este ensayo se realizd en epimastigotas y luego en amastigotas
sobrexpresando TcRBP19. Se aislaron polisomas por ultracentrifugacién en colchdn de sacarosa y se purifico el
ARN asociado. Los ARNs obtenidos a partir del transfectante y del control fueron amplificados y marcados
diferencialmente con los fluoréforos Cy5-dCTP o Cy3-dCTP y se procedio a la hibridacién competitiva en laminas
de microarreglos de T. cruzi. Finalmente se leyd el patron de fluorescencia de las laminas y se analizaron los

resultados bioinformaticamente (ver 4.28.2 y FIGURA 4.28.2.1).
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5.4.1 ANALISIS DEL TRANSCRIPTOMA DE EPIMASTIGOTAS QUE SOBREXPRESAN TcRBP19

Dado el rol potencial de TcRBP19 en la regulacion de la expresion génica, se procedid al estudio de las diferencias
en la naturaleza y contenido de los ARNs asociados a polisomas en epimastigotas transfectantes sobrexpresando
TcRBP19. Se compard los niveles de ARNm en estado estacionario de epimastigotas control transfectados con el
vector pTEX vacio versus epimastigotas transfectados con el vector pTEX-TcRBP19 mediante hibridacién

competitiva de ARN polisomal en microarreglos de T. cruzi.

El analisis fue realizado en triplicado, es decir, se realizaron 3 extracciones de ARN polisomal para cada una de las
dos réplicas bioldgicas del transfectante pTEX-TcRBP19 (A y B). Se realizaron ademas, dos duplicado técnicos
alternando los fluoréforos del marcado de los ARNs (dye swap). Adicionalmente, cada ldmina cuenta con las

sondas del microarreglo en triplicado.

Se obtuvieron resultados similares para las dos replicas biolégicas analizadas. En la FIGURA 5.4.1.1 se muestra
la correlacion del resultado de ARN polisomal de las dos poblaciones independientes de epimastigotas

transfectantes sobrexpresando TcRBP19 (Exp Ay Exp B).

Correlacion entre dos replicas biologicas Ay B

&
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FIGURA 5.4.1.1 Gréfico de dispersidn de datos para los valores de intensidad de hibridacidn en el microarreglo
con ARN polisomal. Se muestra la correlacién en la intensidad de ARN polisomal correspondiente a dos réplicas
bioldgicas (ExpA y ExpB) de transfectantes sobrexpresando TcRBP19 se hibridé en el microarreglo de ADN de T.
cruzi usando como referencia el transfectante con el vector pTEX vacio.

Se puede apreciar que la sobrexpresién de TcRBP19 tiene un efecto marcado en la abundancia de una sub-
poblacién de genes. Considerando solo los genes que muestran cambios en los niveles de ARNm de al menos un
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factor FC (fold change) de 2 (log2 2 2), se encontraron 50 transcriptos aumentados en pardsitos sobrexpresando

TcRBP19 con respecto al control pTEX (TABLA 5.4.1.1).

Gen Log2(FC) Producto
Tc00.1047053510795.10* 3,917 Tirosin aminotransferasa
Tc00.1047053508923.10* 3,551 Aminodcido permeasa
Tc00.1047053511287.49 3,318 Aldo ceto reductasa
Tc00.1047053506053.10 3,262 Transportador de aminoacidos
Tc00.1047053507029.30 3,176 Proteina de choque térmico 70 kDa, precursor mitocondrial
Tc00.1047053507101.10* 3,072 Aminodcido permeasa
Tc00.1047053507017.120 3,050 Ubiquitin hidrolasa /cistein peptidasa
Tc00.1047053507837.20 2,896 Protein quinasa
Tc00.1047053509895.30 2,892 Proteina hipotética, conservada (dominio RNA metiltransferasa)
Tc00.1047053506633.90 2,832 Transportador folato/pteridina
Tc00.1047053506321.280 2,733 Proteina hipotética, conservada
Tc00.1047053511003.160 2,707 Proteina hipotética, conservada
Tc00.1047053504741.124 2,625 Proteina hipotética, conservada
Tc00.1047053506725.20 2,623 Proteina hipotética, conservada
Tc00.1047053508693.50 2,619 Proteina hipotética, conservada
Tc00.1047053510751.10 2,574 Ribonucleasa
Tc00.1047053506943.50 2,570 Gliceraldeido 3-fosfato deshidrogenasa
Tc00.1047053509793.10 2,542 Proteina asociada al ADN kinetoplasto
Tc00.1047053506297.260 2,514 Lanosterol 14-alfa-demetilasa
Tc00.1047053507949.250 2,462 Proteina hipotética, conservada
Tc00.1047053506279.60 2,417 trans-sialidasa
Tc00.1047053507555.80 2,408 Proteina RHS (retrotransposon hot spot)
Tc00.1047053510595.40 2,403 Proteina hipotética, conservada
Tc00.1047053508241.10 2,368 Glicerol-3-fosfato deshidrogenasa
Tc00.1047053505987.60 2,325 Proteina hipotética
Tc00.1047053503861.50 2,271 Beta galactofuranosil glicosiltransferasa
Tc00.1047053508177.40 2,253 Proteina hipotética, conservada
Tc00.1047053510187.20* 2,243 Tirosin aminotransferasa*
Tc00.1047053504929.10 2,229 Casein quinasa, isoforma delta
Tc00.1047053508257.170 2,225 Cadena pesada dineina
Tc00.1047053507933.10 2,167 Proteina hipotética, conservada
Tc00.1047053511621.50 2,159 Proteina de unidn al ARN (motivo de unién a minicirculo)
Tc00.1047053487507.10 2,140 Tryparredoxin peroxidasa

99



Resultados y Discusion

Tc00.1047053510131.30 2,131 Proteina hipotética, conservada
Tc00.1047053506817.10 2,129 Proteina hipotética, conservada
Tc00.1047053507241.30 2,123 Arginin quinasa
Tc00.1047053507713.30 2,116 Proteina de choque térmico 85
Tc00.1047053511325.40* 2,112 Aminodcido permeasa
Tc00.1047053511277.60 2,102 Alcohol deshidrogenasa
Tc00.1047053510243.30 2,092 Proteina chaperona Dnal
Tc00.1047053506357.50 2,057 Alcohol deshidrogenasa
Tc00.1047053506989.70 2,056 flagellar radial spoke protein-like
Tc00.1047053510103.24 2,040 Proteina hipotética, conservada
Tc00.1047053511801.60 2,039 Proteina mitocondrial DEAD box (RNA helicasa)
Tc00.1047053506963.10 2,033 Proteina ribosomal 60S L10a
Tc00.1047053507617.9 2,027 prostaglandin F2 alfa sintasa
Tc00.1047053508557.29 2,024 Proteina hipotética, conservada
Tc00.1047053503837.10 2,021 Proteina hipotética, conservada
Tc00.1047053508307.70 2,015 Proteina hipotética, conservada
Tc00.1047053508441.20 2,001 Fosfoenolpiruvato carboxiquinasa glicosomal

TABLA 5.4.1.1 Transcriptos aumentados en epimastigotas como resultado de la sobrexpresion de TcRBP19. Se
muestran los genes cuya expresién mostré un aumento de mas de 4 veces (Log2 FC) en la cantidad de ARN
polisomal de epimastigotas sobrexpresando TcRBP19 con respecto al control. Se sefiala con asterisco (*) los
alelos del mismo gen.

La mayoria de estos ARNm aumentados por efecto de la sobrexpresion de TcRBP19 codifican para proteinas
hipotéticas (17); todas ellas, excepto una, son proteinas hipotéticas conservadas. De los transcriptos aumentados
qgue han sido anotados se encontraron: proteinas de choque térmico (3), proteinas de superficie (1), proteinas
con dominios de unidn a 4cidos nucleicos (6), proteinas involucradas en proceso metabdlicos tales como enzimas

protein quinasas (3), transportadores (6) y otras enzimas involucradas en procesos metabdlicos (6).

Para tener un panorama general de la funcién de los transcriptos aumentados, se realizé un analisis de ontologia
por Blast2GO [411] sobre las 50 secuencias de la TABLA 5.4.1.1. El programa realiza un BLAST [366] en la base
de datos del NCBI, luego vincula los homdlogos con la anotacién funcional que proporciona el Gene Ontology
Consortium, aplica las reglas de anotacion del programa al conjunto de datos y facilita la visualizacion y analisis de
los resultados. Los resultados de estos estudios muestran diferentes agrupamientos de las secuencias
seleccionadas FIGURA 5.4.1.2. En cuanto al nivel de Proceso Bioldgico, se pudo asignar un término GO sélo a 19
transcriptos que se agrupan en tres grupos principales: proteinas involucradas en procesos de oxidacion-
reduccion, proteinas involucradas en procesos biosintéticos, y en procesos del metabolismo de proteinas
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celulares. Por otro lado, a nivel de Funcion Molecular, donde se asigné término GO a 27 transcriptos, se definen 5
grupos: dos grupos mayoritarios de proteinas con actividad transferasa y actividad oxidorreductasa, y tres grupos
de proteinas de unién (a acidos nucleicos, a ATP y a iones metdlicos. Finalmente, a nivel de Componente Celular,
el programa asignd término GO a 19 transcriptos y los clasificd en 3 grupos definidos que incluyen proteinas

citoplasmaticas, proteinas de membrana de organelos y proteinas integrales de membrana.

Proceso Biolégico Funcién Molecular
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Actividad <

__ Proceso transferasa (8)
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Procesos —_—
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metalicos (5)
b
Proceso metabdlico Actividad ——
N del metabolismo oxidorreductasa (8) ~_____ Unién a dcidos
e celular (5) nucleicos (5)

Componente Celular

Proteina unida a
membrana de

organelo (7) ~—

—— Citoplasma (8)

Protelnaintegral

e membrana (5)

FIGURA 5.4.1.2 Analisis por Blast2GO de las secuencias de los transcriptos que resultan aumentados en
respuesta a la sobrexpresién de TcRBP19 en epimastigotas de T. cruzi. Se muestran los graficos de distribucion de
secuencias de las tres categorias de ontologia.

Aunque no resulta evidente una asociacidon funcional entre los genes afectados, es posible considerar que la
distribucidn de genes en la fraccién polisomal de epimastigotas salvajes podria abarcar mas categorias en

cualquiera de los tres niveles de GO que los encontrados como consecuencia de la sobrexpresion de TcRBP19.

Teniendo en cuenta los datos de expresién de Minning y cols., en la FIGURA 5.4.1.3 se muestra el patron de
expresion en el ciclo de vida de 38 de los 50 genes aumentados como consecuencia de la sobrexpresion de
TcRBP19. Puede apreciarse una tendencia para la mayoria de los genes de expresién aumentada en los estadios

replicativos del pardsito (amastigotas y epimastigotas).
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FIGURA 5.3.1.3 Datos de expresidon de los transcriptos aumentados como resultado de la sobrexpresién de
TcRBP19 en epimastigotas. A) Mapa de calor mostrando la expresidn en el ciclo de vida del parasito de los genes
seleccionados o sus alelos. B) Grafico de expresion de dichos genes donde se representan los cuatro estadios de
izquierda a derecha: amastigotas, tripomastigotas sanguineos, epimastigotas, tripomastigotas metaciclicos. Se
muestra con una linea rosa el patron de expresién promedio de todos los genes. Los valores de expresién fueron
procesados mediante el programa MultipleExperiment Viewer version Mev v.4.8.1 [373] y los datos fueron
tomados del trabajo de Minning y cols. [408].

Visto que en este ensayo se compard el perfil de ARN polisomal en estado estacionario de parasitos
epimastigotas que sobrexpresaban TcRBP19 en comparacidén con parasitos control, era de esperar la aparicion
del ARNm que codifica para la proteina TcRBP19 en la lista de transcriptos aumentados. Sin embargo, este gen no
aparece en la TABLA 5.4.1.1 dado que para este experimento, se usé una lamina de microarreglo en la cual

dicho gen no estaba representado.

En cuanto a los transcriptos que estarian afectados negativamente por la presencia de TcRBP19, esto es,
transcriptos disminuidos con respecto al control, se encontraron solo 2 ARNm que cumplen esta condicién
considerando un criterio de disminucion en un factor FC < 2 (log2 <-2) con respecto a parasitos transfectados con
el vector vacio. Estos dos transcriptos disminuidos codifican para dos proteinas hipotéticas, ambas conservadas
(TABLA 5.3.1.2). Para ninguna de las dos proteinas hay datos de GO disponibles en ninguna de las tres

categorias (Proceso Bioldgico, Funciéon Molecular, Componente Celular).

Gen Log2(FC) Producto

Tc00.1047053506517.149 | -2,293 Proteina hipotética, conservada
Tc00.1047053509885.40 -2,110 Proteina hipotética, conservada

TABLA 5.3.1.2 ARN mensajeros disminuidos en epimastigotas como consecuencia _de la _sobrexpresiéon de
TcRBP19. Se muestran los genes cuya expresion mostré una disminucion de mas de 4 veces (Log2 FC) en la
cantidad de ARN polisomal de epimastigotas sobrexpresando TcRBP19 hibridado con respecto al control.
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Los datos de expresidon de Minning y cols. para estos dos genes indican que se expresan en estadios diferentes del

ciclo de vida (FIGURA 5.4.1.4).
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FIGURA 5.3.1.4 Datos de expresion de los transcriptos disminuidos como resultado de la sobrexpresidon de
TcRBP19 en epimastigotas. A) Mapa de calor mostrando la expresion de los dos ARNm seleccionados en el ciclo de
vida del parasito. B) Grafico de expresidn de dichos genes donde se representan los cuatro estadios analizados de
izquierda a derecha: amastigotas, tripomastigotas sanguineos, epimastigotas, tripomastigotas metaciclicos. Los
valores de expresidén fueron procesados mediante el programa MultipleExperiment Viewer version Mev v.4.8.1
[373] y los datos fueron tomados del trabajo de Minning y cols. [408].

5.4.2 ANALISIS DEL TRANSCRIPTOMA DE AMASTIGOTAS QUE SOBREXPRESAN TcRBP19

Se realizd el analisis del efecto de la sobrexpresion de TcRBP19 en la modificacion global de los ARNs polisomales,
como consecuencia de la sobrexpresion de TcRBP19 en el estadio amastigota, estadio en el cual la proteina se
expresa, aunque a muy bajos niveles. Para ello, se realizd una hibridacién competitiva de ADNc de amastigotas

control transfectados con el vector pTEX vacio contra ADNc de amastigotas sobrexpresando TcRBP19.

Para el analisis se consideraron solo los transcriptos que muestran cambios en los niveles de ARNm en al menos
un factor FC > 1,5. Los resultados obtenidos indican que la sobrexpresién de TcRBP19 en amastigotas afecta el
nivel de 25 transcriptos que corresponden a un bajo porcentaje de las secuencias presentes en el microarreglo.

De estos transcriptos, 16 se encuentran aumentados en los transfectantes sobrexpresando TcRBP19 (TABLA

5.4.2.1).
Gen Log2(FC) Producto
Tc00.1047053508213.20 3,234 TcRBP19
Tc00.1047053511407.30 2,652 Proteina hipotética
Tc00.1047053506661.80 1,989 Proteina hipotética conservada
Tc00.1047053506943.69 1,966 Proteina hipotética conservada
Tc00.1047053509053.130 1,905 Protein chaperona Dnal
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Tc00.1047053506637.110 1,86 Proteina hipotética conservada
Tc00.1047053511755.10 1,79 Proteina hipotética conservada
Tc00.1047053504575.20 1,677 Proteina hipotética conservada
Tc00.1047053508533.10 1,651 Proteina hipotética conservada
Tc00.1047053511229.20 1,621 Oxidorreductasa
Tc00.1047053511421.230 1,586 Proteina hipotética conservada
Tc00.1047053511565.20 1,577 Proteina hipotética
Tc00.1047053506145.24 1,567 Proteina hipotética conservada
Tc00.1047053506943.40 1,564 Proteina hipotética conservada
Tc00.1047053506175.10 1,525 Proteina hipotética conservada
Tc00.1047053509269.4 1,513 Proteina asociada a membrana tipo Th-291

TABLA 5.4.2.1 Transcriptos cuya expresidn se encuentra aumentada en respuesta a la sobrexpresion de
TcRBP19 en amastigotas. Se muestran los genes cuya expresion mostré un aumento de mas de 2,8 veces (log2 2
1,5) en la cantidad e ARN polisomal de amastigotas sobrexpresando TcRBP19 hibridado con respecto al control.

Tal como se esperaba, el transcripto que aparece mas aumentado en los transfectantes pTEX-TcRBP19 con
respecto al control pTEX vacio, es el transcripto que codifica para el ARNm tcrbp19 que aparece aumentado en un
FC de 3,23. A diferencia del anadlisis del transcriptoma de epimastigotas sobrexpresando TcRBP19, en este caso,
se usé una ldmina de microarreglo que si contenia el gen tcrbp19. Entre los otros ARN mensajeros aumentados
seleccionados se encuentra una proteina chaperona del tipo DNA J, una proteina oxidorreductasa con similaridad
a miembros de la familia de oxidorreductasas glucosa-metanol colina (GMC), una proteina asociada a membrana
tipo Tbh-291 y dos proteinas de la familia génica DGF-1 (dispersed gene family 1), el resto son proteinas
hipotéticas, la mayoria de ellas conservadas. Un analisis mas detallado de las proteinas hipotéticas codificadas
por los transcriptos aumentados pudo determinar similaridades con proteinas del HMG (High Mobility Group),
una ARN metiltransferasa, una Ribonucleasa H lll, una proteina con dominio dedo de Zinc del tipo C2H2 y dos
proteinas similares a cistein peptidasas. El resto de los transcriptos aumentados, codifican para proteinas
hipotéticas sin homologia con proteinas o dominios conocidos. De estas 7 proteinas hipotéticas, 4 son

conservadas.

Mediante andlisis de ontologia por Blast2GO [411] sobre los 16 ARNm aumentados por la sobrexpresidon de
TcRBP19, sdélo se pudo asignar un término Componente Celular asociado para 3 transcriptos donde se encuentran
dos proteinas celulares en general y una proteina unida a membrana de organelo. Por otro lado, a nivel de
Funcion Molecular, donde se asignaron términos GO a 7 transcriptos, se definen 2 grupos, uno de ellos
compuesto por proteinas con funcidn catalitica y otro grupo con proteinas de unidén. Entre las proteinas de unién

se encuentran proteinas con funcién de unidn a iones, a acidos nucleicos, a otras proteinas y a cofactores. El
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grupo de proteinas con funcién catalitica incluye proteinas con actividad transferasa y con actividad
oxidorreductasa. Por ultimo, a nivel de Proceso Bioldgico se asignaron término GO a 5 transcriptos observandose
una agrupacién de los mismos en 3 grupos. Estos grupos comprenden proteinas que participan en procesos

celulares en general, procesos metabdlicos y procesos de respuesta a estimulos (FIGURA 5.4.2.1).

Proceso Biolégico Funcién Molecular
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FIGURA 5.4.2.1 Andlisis por Blast2GO de las secuencias de los transcriptos que resultan aumentados en
respuesta a la sobrexpresion de TcRBP19 en amastigotas de T. cruzi. Se muestran los graficos de distribucién de
secuencias de las tres categorias: Proceso Bioldgico, Funcion Molecular y Componente Celular.

Dado que se pudo clasificar muy pocos genes y que ademas, estos se encuentran dispersos en diferentes
categorias, no fue posible establecer la existencia de un agrupamiento funcional de los genes afectados. Sin
embargo, llama la atencion la alta proporcion de genes que codifican para proteinas de uniéon a acidos nucleicos.

Este hecho podria estar sugiriendo una ubicacidn jerarquicamente alta en el rol funcional de TcRBP19.

En relacidon a los ARNm disminuidos como consecuencia de la sobrexpresion de TcRBP19 en amastigotas con
respecto al control pTEX, se seleccionaron 9 transcriptos cuya disminucién con respecto al control tiene un valor
de FC menor a -1,5 (TABLA 5.4.2.2). De estos 9 ARNm seleccionados, 6 codifican para proteinas hipotéticas
conservadas, 1 codifica para una subunidad del complejo Arp2/3, aparece también una enzima de la via de la

glicdlisis, la enolasa y una subunidad de la proteina condensina (subunidad 1).
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Gen Log2(FC) Producto
Tc00.1047053420369.40 -2,011 proteina hipotética conservada
Tc00.1047053508817.110 -1,774 proteina hipotética conservada
Tc00.1047053412435.10 -1,729 proteina hipotética conservada
Tc00.1047053511807.250 -1,727 proteina hipotética conservada
Tc00.1047053511635.30 -1,608 Subunidad del complejo Arp2/3
Tc00.1047053506677.30 -1,535 proteina hipotética conservada
Tc00.1047053507777.20 -1,530 proteina hipotética conservada
Tc00.1047053509941.110 -1,514 Subunidad 1 condensina
Tc00.1047053504105.140 -1,507 Enolasa

TABLA 5.4.2.2 Transcriptos cuyo nivel se encuentra disminuido en respuesta a la sobrexpresién de TcRBP19 en
amastigotas. Se muestran los genes cuya expresidon mostré un decaimiento de mas de 2,8 veces (log2 <-1,5) en la
cantidad e ARN polisomal de amastigotas sobrexpresando TcRBP19 hibridado con respecto al control.

Las condensinas son complejos proteicos conservados que unen los cromosomas y facilitan su segregacién,

reparacion del ADN y regulacion génica (revisado en [412,413]).

El rol central del complejo Arp2/3 en la regulacién de la dindmica de la actina en el citoplasma ha sido descripto
para una variedad de procesos celulares y del desarrollo [414,415]. En particular, el complejo Arp2/3 es uno de
los mediadores mas importantes del proceso de ensamblaje de actina [416]. El mismo consiste en dos proteinas
que estan estrechamente relacionadas en secuencia y conformacién a la actina llamadas Arp2 y Arp3 y cinco
proteinas incluyendo p41, p34, p21, p20 y p16 en humanos [417]. Existe evidencia que el complejo Arp2/3 puede
también localizarse en el nucleo y participar en la regulacion de la transcripcion aparentemente regulando la
polimerizacidn de actina nuclear y la transcripcidon dependiente de la ARN Polimerasa Il [418]. Otras funciones del
complejo Arp2/3 incluyen su participaciéon en la biogénesis y movilidad de las mitocondrias a través de su
interaccion con la proteina de unién al ARN Puf3p en levaduras [419]. Otros autores adjudican una funcion del
complejo Arp2/3 en la movilidad del proteasoma en levaduras [420] y por supuesto una funcién del complejo
Arp2/3 en diversos tipos de movilidad celular [421,422], incluyendo diversas etapas de la via endocitica [423,424]
y fagocitica [425], la cual es usada a menudo por diversos patdgenos para penetrar exitosamente en las células

[426].

Los andlisis de ontologia por Blast2GO sobre los 9 ARNm disminuidos en relacién al control pTEX mostrados en la
TABLA 5.4.2.2 adjudican un término GO a pocos transcriptos en las tres categorias. A nivel de Componente
Celular se agrupan los genes en 3 grupos: proteinas celulares en general, proteinas que forman parte de

complejos macromoleculares y proteinas de organelos. Por otro lado, a nivel de Proceso Bioldgico, el programa
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clasifica a los genes seleccionados en 4 grupos: proteinas que participan en procesos celulares en general,
proteinas involucradas en procesos metabdlicos, proteinas de organizacidn/biogénesis de componentes celulares
y proteinas de regulacion bioldgica. En cuanto a la Funcion Molecular, se asigné término GO a dos transcriptos:
uno que codifica para una proteina con actividad liasa y otro para una proteina de unién a iones metadlicos

(FIGURA 5.4.2.2).

Proceso Biolégico Funcién Molecular
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FIGURA 5.4.2.2 Andlisis de ontologia de los genes disminuidos como consecuencia de la sobrexpresién de
TcRBP19 en el estadio amastigota. Se muestra el agrupamiento de proteinas en las diferentes categorias:
Componente Celular, Proceso Biolégico y Funcién Molecular.

Se analizd el perfil de expresidn de los genes seleccionados a lo largo del ciclo de vida del parasito utilizando
datos disponibles del transcriptoma de los diferentes estadios de T. cruzi [408]. En la FIGURA 5.4.2.3 se muestra
el perfil expresion de los genes cuyos ARNm resultan aumentados y en la FIGURA 5.4.2.4 el perfil de los genes

que resultan disminuidos en su expresion como consecuencia de la expresion forzada de TcRBP19.
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FIGURA 5.4.2.3 Datos de expresion de los transcriptos aumentados como resultado de la sobrexpresion de
TcRBP19 en amastigotas. A) Mapa de calor mostrando la expresion en el ciclo de vida del parasito de los 16 genes
aumentados seleccionados o sus alelos. B) Grafico de expresion de dichos genes donde se representan los cuatro
estadios de izquierda a derecha: amastigotas, tripomastigotas sanguineos, epimastigotas, tripomastigotas
metaciclicos. Se muestra con una linea rosa el patron de expresion promedio de todos los genes. Los valores de
expresion fueron procesados mediante el programa MultipleExperiment Viewer versiéon Mev v.4.8.1 [373] y los
datos fueron tomados del trabajo de Minning y cols. [408].
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FIGURA 5.4.2.4 Datos de expresién de los transcriptos disminuidos como resultado de la sobrexpresion de
TcRBP19 en amastigotas. A) Mapa de calor mostrando la expresion en el ciclo de vida del parasito de 8 de los 9
genes disminuidos seleccionados o sus alelos. B) Grafico de expresion de dichos genes donde se representan los
cuatro estadios de izquierda a derecha: amastigotas, tripomastigotas sanguineos, epimastigotas, tripomastigotas
metaciclicos. Se muestra con una linea rosa el patron de expresion promedio de todos los genes. Los valores de
expresion fueron procesados mediante el programa MultipleExperiment Viewer version Mev v.4.8.1 [373] y los
datos fueron tomados del trabajo de Minning y cols. [408]

Tanto los transcriptos que se encuentran aumentados como los disminuidos pueden agruparse en subgrupos con
patrones de expresion similares a lo largo del ciclo de vida lo cual sugiere que podrian estar sujetos a un tipo de

regulacién coordinada FIGURA 5.4.2.5.
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FIGURA 5.4.2.5 Agrupamiento de transcriptos afectados como consecuencia de la sobrexpresién de TcRBP19 en
amastigotas. Se muestran los patrones de expresién estadio especifico disponibles en el trabajo de Minning y
cols. [408] para los transcriptos aumentados (A) y disminuidos (B) como consecuencia de la sobrexpresiéon de la
proteina TcRBP19 en amastigotas.

Todos los transcriptos aumentados y disminuidos por la sobrexpresion de TcRBP19 en amastigotas, son genes de

expresion diferencial a lo largo del ciclo de vida de T. cruzi (FIGURA 5.4.2.5).
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En general, los resultados globales de andlisis del transcriptoma de pardsitos que sobrexpresan TcRBP19
comparado con pardsitos control, indican que no existe correlacion entre los transcriptos que resultan afectados
en el estadio epimastigota y amastigota, existiendo diferencias en la abundancia de los ARNs polisomales en
ambos estadios. Este hecho podria ser el resultado de mecanismos especificos de procesamiento y/o
desestabilizacion/estabilizacion de mensajeros que estarian actuando diferencialmente en ambos estadios del
pardsito. Dada la gran cantidad de proteinas hipotéticas seleccionadas, los datos de ontologia no permiten
asignar una funcion, proceso o compartimento celular comun al grupo de genes afectados por la sobrexpresion de
TcRBP19. Los datos de expresion disponibles indican que tampoco hay una correlacion en la expresion de los

transcriptos afectados como consecuencia de la sobrexpresion de TcRBP189.
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5.5 IDENTIFICACION DE LAS DE LAS PROTEINAS DE UNION A TcRBP19

El estudio de las interacciones proteina-proteina es fundamental para entender cdmo funciona una proteina en
su contexto celular. Si bien cada proteina tiene alguna funcién “asignada” en la célula, su mecanismo de accion

depende de la formacién de complejos con otras proteinas formando redes que regulan innumerables procesos.

Para analizar los companeros de accion de TcRBP19, decidimos abordar diferentes técnicas como
inmunoprecipitacion, GST pull down y cromatografias de afinidad. Dada la gran cantidad de material proteico de
partida necesario para este tipo de experimentos, estos ensayos se realizaron en el estadio epimastigota, algo
inviable de realizar en nuestro laboratorio con el estadio amastigota. Se utilizé la proteina recombinante GST-
TcRBP19 acoplada a una columna de afinidad y extracto total de pardsitos salvajes, o en el caso de las

inmunoprecipitaciones, se utilizé un extracto proteico total de epimastigotas sobrexpresando TcRBP19.

5.5.1 CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD DE TcRBP19 ACOPLADA A AFFI GEL-10™

Para identificar proteinas que interaccionan con TcRBP19 se adsorbid la proteina recombinante GST-TcRBP19 a
un soporte de Affi Gel-10™ en las condiciones descritas (ver 4.25.1). Brevemente, se empaquetd la matriz en una
columna y se realizdé una cromatografia de afinidad con extractos proteicos totales de epimastigotas de T. cruzi.
Las proteinas retenidas fueron eluidas a concentraciones crecientes de KCl y analizadas en geles de SDS-PAGE
tefiidos con nitrato de plata. Las bandas de interés fueron recortadas y sometidas a analisis por espectrometria
de masas MALDI-TOF usando el servicio UByPA del IPMont. Como control negativo se realizd el mismo
experimento acoplando la proteina recombinante de fusién GST-Tc38, una proteina de unién a acidos nucleicos
especifica de T. cruzi previamente caracterizada en nuestro laboratorio [427]. Las bandas comunes entre los dos
experimentos fueron consideradas inespecificas. Los espectros obtenidos no fueron de buena calidad, lo que hizo

que los resultados no fueran concluyentes.

5.5.2 GST-PULL DOWN DE PROTEINAS

Los ensayos de GST-pull down de proteinas se realizaron con extractos proteicos totales de pardsitos salvajes. Se
incubaron dichos extractos con la proteina GST-TcRBP19 y luego de sucesivos lavados, se eluyeron los complejos
resultantes de la interaccién con TcRBP19. Dichas proteinas fueron precipitadas y separadas por SDS-PAGE. Las
bandas diferenciales correspondientes a proteinas presentes en el pull down con la proteina GST-TcRBP19 vy
ausentes en el control con la proteina GST, fueron recortadas y sometidas a analisis por espectrometria de masas

MALDI-TOF usando el servicio UByPA del IPMont.
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Los péptidos tripticos identificados en el analisis de espectrometria de masas fueron ingresados en el servidor
Mascot para su identificacién usando la base de datos del NCBI. En la TABLA 5.5.2.1 se muestran las proteinas

identificadas.

Proteina Score Cobertura (%) Peso molecular tedrico (Da)
3 tubulina 217 30 49668
o tubulina 77 20 46927
Glutation S-transferasa GST 69 32 29469
Histona H2B 215 51 12353
Histona H3 67 36 14753
Histona H4 128 32 11163

TABLA 5.5.2.1 Proteinas de epimastigotas salvajes retenidas por interaccidén con la proteina recombinante GST-
TcRBP19. La identificacién se realizd con el programa Mascot usando los siguientes parametros: oxidacién de
Metioninas y carbamidometilacion de Cisteinas como modificacién variable; valores de masas monoisotdpicos;
Tolerancia de Péptidos de £ 0,05 Da; Tolerancia de fragmentos de + 0,8 Da y permitiendo que la tripsina se saltee
no mas de un sitio de corte. En todos los casos se usaron datos de MS y MS/MS. “El Score corresponde a -10"e?)
donde P es la probabilidad de que el hallazgo de la proteina sea un evento al azar. Los scores mayores a 80 se
consideraron significativos (P < 0.05).

Dado que TcRBP19 es una proteina de expresion diferencial que no se expresa en niveles detectables en
epimastigotas salvajes, a través de esta aproximacién, solo estarian identificandose las interacciones que
eventualmente tengan lugar con proteinas que se expresan en epimastigotas. Para identificar proteinas que
interaccionan con TcRBP19 y que se expresan exclusivamente en amastigotas, deberia repetirse el mismo
experimento usando extractos proteicos totales de amastigotas salvajes. Esto no pudo ser posible debido a la
limitante de obtener grandes cantidades de amastigotas en el laboratorio. Por tanto, las proteinas identificadas
en la TABLA 5.5.2.1 son el resultado del uso de una aproximacién in vitro en la cual podrian observarse
interacciones “forzadas”. Por este motivo y en forma complementaria, decidimos abordar la identificacién de los

compafieros de accién de TcRBP19 utilizando una estrategia in vivo.

5.5.3 IDENTIFICACION DE PROTEINAS DE UNION A TcRBP19 MEDIANTE AFINIDAD EN TANDEM:
TAP-TAG.

Se utilizo el sistema de purificaciéon en tandem de afinidad (TAP) [350]. La técnica consiste en la unién de la
proteina de interés a dos TAGs (proteina A y CBP) y su posterior expresidn en el organismo de T. cruzi, para luego
preparar extractos y purificar los complejos formados in vivo mediante cromatografias de afinidad con los TAGs

empleados. La combinacién del TAP y el analisis por espectrometria de masas se ha utilizado con éxito en T.
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bruceij para la identificacidon de varios complejos proteicos (por ejemplo ver [161,195,428-433]). Para la expresion
de proteinas fusionadas al TAG en T. cruzi se ha disefiado un vector episomal (pTEX-TAP-tag cedido por el Dr.
Esteban Serra de la Facultad de Ciencias Bioquimicas y Farmacéuticas. Universidad Nacional de Rosario.
Argentina) basado en el vector pTEX [349]. La ventaja de este sistema frente al GST-pull down radica en que se
esta evaluando la interaccidn in vivo de la proteina de interés con sus compafieros de accion. Este hecho reviste
especial importancia en el caso supuesto de que TcRBP19 estuviera sometida a modificaciones post-

traduccionales.

Se cloné en fase la proteina TcRBP19 al vector pTEX-TAP-tag y se secuencié en el servicio de secuenciacion
automatica de Macrogen (Seul, Corea) para verificar que el clonado hubiera quedado efectivamente en fase

(FIGURA 5.5.3.1).

210 220 230 240 250 260 27
AAGCTTTCCATGG AAAAGAGAAGATGG AAAAAGAATTTCATAGCCGTC TCAGCAGCCAACCGC TTTAA

ol

FIGURA 5.5.3.1 Secuencia nucleotidica del vector pTEX-TcRBP19-TAP-tag. El clonado en fase de TcRBP19 con la
fusién proteina A-CBP fue confirmado por secuenciacidon automatica. Se sefiala en negro el final de la secuencia
codificante del gen tcrbp19.

Una vez confirmada la secuencia del vector, se transfectaron epimastigotas de T. cruzi (ver 4.21) y se
seleccionaron los transfectantes. La verificacion de la expresion de la proteina de fusidn se realizé por Western

blot con un anticuerpo anti-TcRBP19 y un anticuerpo anti-Proteina A (FIGURA 5.5.3.2).

o-TcRBP19 a-Proteina A
Tc19TAP-tag Tc19 Tc19TAP-tag Tc19
—55 —55
—43 —43
* *

—34 —34
—26 —26
*

FIGURA 5.5.3.2 Expresién de la fusidn TcRBP19-CBP-Proteina A en epimastigotas de T. cruzi. Western blot de
extractos totales de parasitos transfectantes sobrexpresando la proteina TcRBP19 (Tc19) y la fusién TcRBP19-
TAP-tag (Tc19TAP-tag). Se muestra el resultado de la hibridacién con un anticuerpo anti-TcRBP19 (a-TcRBP19) y
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anti-Proteina A (a-Proteina A). Con un asterisco se marcan las bandas correspondientes a la fusién TcRBP19 con
el tag Proteina A-CBP (=38 kDa) y la proteina TcRBP19 (=17 kDa).

Se usaron los extractos totales de transfectantes pTEX-TcRBP19-TAP-tag y se purificaron por afinidad los
complejos proteicos. En una primera purificacién, se acoplaron los complejos proteicos unidos a TcRBP19
fusionado a la proteina A-CBP en una columna de IgG Sefarosa. Luego de sucesivos lavados, las proteinas unidas a
la fusion TcRBP19 fueron eluidas junto con TcRBP19 mediante incubacién con la proteasa TEV. De esta forma, el
CBP queda unido a la proteina TcRBP19 junto con el complejo y la proteina A queda retenida en la columna. En la
segunda purificacion, este Ultimo complejo es retenido en una columna de calmodulina Sefarosa. El propésito de
las dos purificaciones en tandem es el de evitar interacciones inespecificas. En nuestro caso, luego de la segunda
purificacién, no se recuperaron cantidades significativas de proteinas unidas a la fusién TcRBP19 por lo que solo
se realizd la primera purificacion. Seria interesante, y queda para un futuro, realizar este experimento partiendo
de un ndmero mayor de parasitos (por lo menos 5x10™ parasitos) para poder realizar las dos purificaciones

sucesivas.

Como control negativo se utilizé una poblacién de parasitos transfectados con el vector pTEX-TAP-tag vacio. Las
bandas eluidas de la purificacion fueron analizadas mediante SDS-PAGE y tefiidas con plata. Las bandas
diferenciales que no aparecian en el experimento control fueron purificadas y enviadas al Servicio del UByPA del
IPMont para su andlisis por espectrometria de masas. En la TABLA 5.5.3.1 se muestran las tres proteinas de T.
cruzi que pudieron ser identificadas, aunque solamente para una de ellas (cruzipaina) el score resultd
significativo. Las otras dos proteinas que aparecen con un score no significativo igualmente fueron consideradas
dado que si bien no se obtuvieron datos de MS/MS, la cobertura obtenida era buena y correspondian a proteina

de T. cruzi.

Proteina Score*  Cobertura (%) Peso molecular tedrico (Da)
Cruzipaina 112 33 42182
Adenilil ciclasa 70 31 22444
Factor de elongacién 1-y 45 43 11214

TABLA 5.5.3.1 Proteinas de epimastigotas que sobrexpresan TcRBP19 TAP-tag retenidas en columna de afinidad
IgG Sefarosa. Se muestran tres proteinas de interaccidn con la proteina TcRBP19 fusionada al tag proteina A-CBP
identificadas con el programa Mascot usando los siguientes parametros: oxidacién de Metioninas vy
carbamidometilacion de Cisteinas como modificacién variable; valores de masas monoisotdpicos; Tolerancia de
Péptidos de + 0,05 Da; Tolerancia de fragmentos de + 0,8 Da y permitiendo que la tripsina se saltee no mds de un
sitio de corte. En todos los casos se usaron datos de MS y MS/MS. “El Score corresponde a —10L°g(P), donde Pes la
probabilidad de que el hallazgo de la proteina sea un evento al azar. Los scores mayores a 80 se consideraron
significativos (P < 0.05). En gris se muestran los scores menores a 80 obtenidos para dos proteinas igual fueron
considerados en el andlisis.
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5.5.4 INMUNOPRECIPITACION DE PROTEINAS DE UNION A TcRBP19

En forma paralela y alternativa al GST-pull down de proteinas y a las cromatografias de afinidad TAP-tag, se
realizd otro abordaje para identificar proteinas de interaccién con TcRBP19 in vivo mediante
inmunoprecipitaciéon. Dada la dificultad de obtener amastigotas puros en grandes cantidades requeridas para
estas metodologias y que TcRBP19 se expresa en niveles no detectables en epimastigotas, estos experimentos
fueron realizados con parasitos en estadio epimastigota donde se forzé ectépicamente la expresion de TcRBP19.
Esta estrategia tiene ventajas sobre el GST-pull down por ser una aproximacién in vivo. Ademas, es ventajosa
sobre la metodologia TAP-tag ya que en este caso, la proteina TcRBP19 se expresa sin fusionarse a grandes
maddulos proteicos, como ser proteina A-CBP, que resultan de mayor tamafo que la proteina misma. Estos
voluminosos dominios adicionales podrian interferir impidiendo alguna modificacion post-traduccional a la que

podria estar sometida la proteina o con la interaccidén con otras proteinas en el parasito.

Para la inmunoprecipitacion, se inmovilizd el anticuerpo anti-TcRBP19 en un soporte usando dos metodologias
diferentes. Por un lado se usé una resina de proteina A Sefarosa. La columna proteina A Sefarosa-anticuerpo fue
incubada durante toda la noche con un extracto total de T. cruzi correspondiente a 1x10° parasitos
sobrexpresando TcRBP19. Como control, se realizaron en paralelo experimentos idénticos en los que se usd un
anticuerpo policlonal anti-Tc38 [427]. Las bandas comunes entre los dos experimentos fueron consideradas

inespecificas.

Por otro lado, se usé el sistema Dynabeads protein A® para inmovilizar el anticuerpo anti-TcRBP19 a la proteina A
(ver 4.25.2). En este caso, se incubd un extracto total de T. cruzi correspondiente a 1x10° parasitos
sobrexpresando TcRBP19 vy, por otro lado, se realizé el experimento con pardsitos transfectantes pTEX control.
Ademads, se realizaron los mismos experimentos con extractos totales de parasitos sobrexpresando TcRBP19 y
pardsitos control pTEX en presencia de un anticuerpo pre-inmune.Como control de la inmunoprecipitacién, se
realizé un Western blot con las diferentes fracciones obtenidas a fin de identificar la inmunoprecipitaciéon de la

proteina TcRBP19 (FIGURA 5.5.4.1).

control negativo

) > >
K
& RO & &
& 4© 3 4L 9
+ §° F & F &
o T s &
& & S { < N < <

FIGURA 5.5.4.1 Control de inmunoprecipitacién de TcRBP19 mediante el sistema Dynabeads ™ Ensayo de
Western blot de la inmunoprecipitacion de proteinas totales de pardsitos epimastigotas control (pTEX) vy
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sobrexpresando TcRBP19 (pTEX-TcRBP19) con anticuerpo anti-TcRBP19 (a-Tc19) o anticuerpo preinmune (PI). ET:
extracto total; IPP: fraccidén proteica inmunoprecipitada por el anticuerpo indicado.

Luego de analizar la electroforesis de proteinas, las bandas diferenciales presentes en las muestras provenientes
de la inmunoprecipitacion de parasitos sobrexpresando TcRBP19 y ausentes en los controles fueron analizadas
mediante espectrometria de Masas Maldi-TOF en el UByPA del IPMont. El andlisis de péptidos resultantes en el
servidor Mascot permitié identificar las proteinas que se listan en la TABLA 5.5.4.1. En todos los casos se usaron

datos de MS y MS/MS.

Proteina Score*  Cobertura (%) Peso molecular teérico (Da)
Prostaglandin F2 o sintasa (Trypanosoma cruzi) 112 33 42182
Deshidrogenasa (Trypanosoma cruzi) 134 38 42258
B-tubulina (Trypanosoma cruzi) 293 41 49668
Tirosin aminotransferasa (Trypanosoma cruzi) 125 26 46123
Piruvato fosfato diquinasa 1 (Trypanosoma cruzi) 179 32 100749
a-tubulina (Trypanosoma cruzi) 214 49 49768
Tc52 tiol transferasa (Trypanosoma cruzi) 92 17 48914
Factor de elongacion 2 (Trypanosoma cruzi) 146 24 94129
Triparredoxina peroxidasa (Trypanosoma cruzi) 83 11 25490

TABLA 5.5.4.1 Proteinas presentes en el inmunoprecipitado de proteinas totales de epimastigotas que
sobrexpresan TcRBP19 con anticuerpo anti-TcRBP19. La identificacion se realizé con el programa Mascot usando
los siguientes pardmetros: oxidacién de Metioninas y carbamidometilaciéon de las Cisteinas como modificacion
variable; valores de masas monoisotépicos; Tolerancia de Péptidos de + 0,05 Da; Tolerancia de fragmentos de +
0,8 Da y permitiendo que la tripsina saltee hasta un sitio de corte. "El Score corresponde a -10"%") donde P es la
probabilidad de que el hallazgo de la proteina sea un evento al azar. Los scores mayores a 80 se consideraron
significativos (P < 0.05).

Los espectros obtenidos a partir de las bandas recortadas de geles de poliacrilamida resultaron ser bastante
complejos de analizar pues en cada banda habia varias proteinas que resultaban en una mezcla de diferentes
péptidos. Este hecho hace que en la identificacidn de los mismos, puedan perderse ciertas proteinas de
interaccidon con TcRBP19 que quedaran enmascaradas. Para tener una mejor resolucién y obtener proteinas
aisladas, las proteinas inmunoprecipitadas junto a TcRBP19 fueron analizadas en geles bidimensionales. Los geles
bidimensionales han sido el método de eleccion en la deteccidn, caracterizacion y cuantificacidn de proteinas
[434-436]. En la electroforesis de geles de poliacrilamida en dos dimensiones (2D-PAGE), las proteinas son

separadas por isoelectroenfoque en la primera dimension y por SDS-PAGE en la segunda dimensidn. Dado que las
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proteinas se separan por punto isoeléctrico y por tamafo en general se ve cada proteina como una mancha o

spot Unico en el gel.

Se realizé la inmunoprecipitacion con el sistema Dynabeads protein A® inmovilizando el anticuerpo anti-TcRBP19
utilizando extractos proteicos totales correspondientes a 1x10° parasitos sobrexpresando TcRBP19. Se realizaron
dos controles, por un lado se realizéd el mismo experimento usando la misma cantidad de parasitos control
transfectados con el vector pTEX vacio y por otro lado se realizd la inmunoprecipitacién con anticuerpo pre-
inmune usando extractos de parasitos sobrexpresando TcRBP19. Las proteinas inmunoprecipitadas con este
sistema fueron sometidas a geles bidimensionales, servicio ofrecido por la UByPA del IPMont. Para la primera
dimensidn, se usaron tiras con un rango de pH entre 3 y 10. La segunda dimension se realizé en un minigel SDS-

PAGE al 12,5% (FIGURA 5.5.4.2).

Se recortaron los spots diferenciales presentes en los geles correspondientes a la inmunoprecipitacion con
parasitos sobrexpresando TcRBP19 y ausentes en los controles, para ser analizadas en el espectrémetro de Masas
Maldi-TOF en el UByPA del IPMont. Se identificaron las proteinas que se listan en la TABLA 5.5.4.2. En todos los

casos se usaron datos de MS y MS/MS.

PAGINA SIGUIENTE:

FIGURA 5.5.4.2 Geles bidimensionales de |la inmunoprecipitacion de TcRBP19 con el sistema Dynabeads protein
A®. (A) Inmunoprecipitacion con anticuerpo anti-TcRBP19 usando extractos totales de parasitos sobrexpresando
TcRBP19. (B) Inmunoprecipitacion con anticuerpo anti-TcRBP19 usando extractos totales de pardsitos control
transfectados con el vector pTEX vacio. (C) Inmunoprecipitacidon con anticuerpo pre-inmune usando extractos
totales de parasitos sobrexpresando TcRBP19. Los geles fueron tefiidos con Coomassie. Se sefialan en rojo las
proteinas correspondientes a los spots recortados y sometidos a espectrometria de masas Maldi-TOF. Marcador
de Peso molecular: Amersham Low Molecular Weight Calibration Kit for SDS Electrophoresis (GE Healthcare).
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Proteina Score*  Cobertura (%) Peso molecular teérico (Da)
TcRBP19 167 50 17235
HSP85 598 42 80707
HSP83 159 39 33942
2-hidroxiacid-deshidrogenasa 339 67 38486
Cadena corta 3-hidroxiacil-Coa deshidrogenasa 121 7 35509
Arginin-quinasa 90 20 40458
o tubulina 158 28 49768
B tubulina 182 33 49630
Actina 254 55 42201

TABLA 5.5.4.2 Proteinas presentes en el inmunoprecipitado con proteinas totales de epimastigotas que
sobrexpresan TcRBP19 con anticuerpo anti-TcRBP19. La identificacion se realizé con el programa Mascot usando
los siguientes parametros: oxidacion de Metioninas y carbamidometilacién de las Cisteinas como modificacién
variable; valores de masas monoisotdpicos; Tolerancia de Péptidos de + 0,05 Da; Tolerancia de fragmentos de +
0,8 Da y permitiendo que la tripsina saltee hasta un sitio de corte. “El Score corresponde a -10"¢") donde P es la
probabilidad de que el hallazgo de la proteina sea un evento al azar. Los scores mayores a 80 se consideraron
significativos (P<0.05).

En la FIGURA 5.5.4.2 se observan dos spots que corresponden a TcRBP19 (TcRBP19-1 y TcRBP19-2) indicando
que dicha proteina estaria sometida a alguna modificacion post-traduccional que altera el punto isoeléctrico y el
peso molecular de la misma. El hecho que TcRBP19 se presente en la célula en dos isoformas, no habia sido
constatado en electroforesis en geles 1D lo cual sugiere que dicha modificacidon no altera significativamente el
tamafio de la misma. En el espectro de la tripsinizacion de TcRBP19-2, se genera un péptido extra
correspondiente a TcRBP19 que no estd presente en el espectro para TcRBP19-1 (FIGURA 5.5.4.4). Se realizo la
fragmentacién de dicho péptido con el fin de identificar la modificacion que hace la diferencia en la migracién en
los geles 2D pero los datos de MS/MS resultantes no fueron concluyentes. Los otros picos no sefialados en el
espectro de TcRBP19-1 que no aparecen en TcRBP19-2 corresponden a la fragmentacion de la tripsina y a

gueratina humana.
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FIGURA 5.5.4.4 Espectro MALDI-TOF MS de los spots correspondientes a las dos isoformas de la proteina TcRBP19:
TcRBP19-1 (parte superior) y TcRBP19-2 (parte inferior). Los espectros fueron obtenidos en modo Reflector Positivo. Se
sefialan los picos y sus péptidos correspondientes identificados por fragmentacion de iones. Con una flecha gruesa se indica
el pico diferencial entre ambas proteinas que no corresponde ni a queratina ni a tripsina.

El significado de esta modificacidn es incierto y algunas opciones son posibles. Por un lado, se puede interpretar
que la sobrexpresion conlleva a mecanismos de modificacion tendientes a degradar la proteina. El hecho de

Ill

tratarse de una proteina que estd siendo expresada ectépicamente, podria desencadenar que el “exceso” de la
misma fuera marcada para degradacion para evitar concentraciones de proteina altas que resulten téxicas para la
célula. Por otra parte, podria tratarse de una modificacion con sentido fisioldgico que resulta limitada en el
contexto de la sobrexpresion. Es tentador especular que esta modificacion podria a su vez modular la

funcionalidad de TcRBP19 asi como también la interaccion con otros compafieros de accion.

5.5.5 RESUMEN DE LAS POSIBLES INTERACCIONES DE TcRBP19 CON PROTEINAS DE
EPIMASTIGOTAS

Los datos obtenidos con las diferentes aproximaciones in vitro (GST-pull down) e in vivo (Cromatografia de
afinidad TAP-tag e inmunoprecipitacién) se resumen en la TABLA 5.5.5.1. Las proteinas identificadas

corresponden a probables compafieros de accidn que se expresan en epimastigotas.
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In vivo In vitro
Proteina ID IPP  IPP Tap- GST-pull
iD 2D tag down
HSP85 Tc00.1047053507713.30
HSP83 Tc00.1047053509643.139
Piruvato fosfato diquinasa 1 Tc00.1047053506297.190 X
2-hidroxiacido-deshidrogenasa Tc00.1047053506263.10
Cadena corta 3-hidroxiacil-Coa deshidrogenasa Tc00.1047053509717.90
Arginin quinasa Tc00.1047053411235.9
Adenilil ciclasa Tc00.1047053511893.30 X
Tirosin aminotransferasa Tc00.1047053510571.30 X
Prostaglandin F2 a sintasa Tc00.1047053508461.80 X
Tc52 tiol transferasa Tc00.1047053509105.70 X
Triparredoxina peroxidasa Tc00.1047053504839.28 X
Cruzipaina Tc00.1047053507537.20 X
o tubulina Tc00.1047053411235.9 X
B tubulina Tc00.1047053506563.40
Actina Tc00.1047053503419.30
Histona H4 Tc00.1047053510351.31
Histona H3 Tc00.1047053507817.18
Histona H2B Tc00.1047053506779.150
Factor de elongacién de la traduccién Tc00.1047053510963.90/Tc00.1047053510275.180 X X
TcRBP19 Tc00.1047053508213.20 X

TABLA 5.5.5.1 Proteinas identificadas como posibles compafieros de accidén de TcRBP19 en epimastigotas a
partir de las diferentes aproximaciones in vivo é in vitro implementadas. Se indica con una cruz el experimento a
partir del cual fueron identificadas las proteinas listadas. Las aproximaciones in vivo se realizaron en condiciones
de sobrexpresidn de la proteina TcRBP19.

Se analizaron los antecedentes de las proteinas identificadas aunque los resultados no fueran en general
reproducibles por los diferentes métodos. Las mismas comprenden proteinas de choque térmico HSP83 y HSP85.
Estas proteinas asisten al plegamiento, localizacién y degradacién de proteinas para mantener la homeostasis
proteica en respuesta a un estrés como consecuencia de un cambio de temperatura [437]. Este fendmeno podria
tener que ver con el pasaje de un estadio del parasito a otro, ya que durante la diferenciacién a lo largo de su
ciclo de vida, T. cruzi debe atravesar dos hospederos que implican dos entornos de temperatura diferentes (28 y
379C para el insecto vector y el mamifero respectivamente). Se ha reportado que en este proceso se inducen
varias proteinas de choque térmico [438,439]. De hecho, andlisis proteémicos durante la diferenciacién de T.
cruzi han revelado un aumento en la sintesis de HSP60, HSP70 y de las HSP70 y HSP90 mitocondrial [131]. Sin
embargo, aln no esta claro si la expresién aumentada de las HSP es parte del proceso de diferenciacidn en si

mismo o es un fendmeno asociado a la adaptacion al nuevo entorno al que esta sometido el parasito. De todas
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formas, esta hipodtesis se correlaciona con el hecho previamente descripto de que TcRBP19 tiene un rol en el ciclo
de vida del parasito (ver 5.2). Dado que las HSP tienen también un rol en asistir en el ensamblaje de complejos

proteicos, no se descarta la posibilidad que TcRBP19 sea parte de un complejo multiproteico.

Se identificaron también proteinas relacionadas con diferentes aspectos del metabolismo tales como
deshidrogenasas, la enzima piruvato fosfato diquinasa, la arginin quinasa, la adenilil ciclasa y la tirosin
aminotransferasa asi como proteinas que participan en el metabolismo oxidativo del parasito como ser la

prostaglandin o sintasa, la Tc52 y la triparredoxina peroxidasa.

La piruvato fosfato diquinasa es una enzima glicosomal que cataliza la conversion reversible de fosfoenolpiruvato
a piruvato en la glicdlisis. La piruvato fosfato diquinasa de T. cruzi ha sido caracterizada como una proteina de
=100 kDa y un punto isoeléctrico de 8,4 que se expresa en los estadios epimastigota, tripomastigota y amastigota
del parasito [440,441)]. Dado que esta enzima no estd presente en mamiferos pero si en tripanosomatidos, la
misma ha sido propuesta como un nuevo blanco quimioterapéutico para tratamiento de la enfermedad de
Chagas [442]. Hasta el momento ningun reporte en la literatura, ha descripto que esta proteina tenga algun rol

en el ciclo de vida de T. cruzi o en la interaccidn con otras proteinas de unién al ARN o con el ARN mismo.

La proteina arginin quinasa es una enzima involucrada tanto en proveer energia al pardsito a través de la
formacién de fosfoarginina como en mecanismos de respuesta al estrés nutricional y de pH [443]. El hecho que
esta proteina sufra un aumento de expresion en condiciones de estrés podria llevar a pensar que también
aumenta su expresion en los estadios del pardsito en que esta sometido a condiciones de estrés, por ejemplo
cuando penetra en la célula en la vacuola parasitoéfora. Dicha proteina se localiza en el citosol en foci discretos
[444] y también constituye un interesante blanco quimioterapéutico dado que no estd presente en tejidos de

mamiferos.

La adenilil ciclasa es otra de las proteinas que precipita con TcRBP19 en estas condiciones. Se ha descripto una
funcién en la regulacion de la division celular para esta proteina en T. brucei [445]. Por otro lado, se ha visto un
aumento en las concentraciones de AMPc en el proceso de invasion de T. cruzi a la célula hospedera
[49,446,447]. Este hecho junto con la observacién de una disminucién en la capacidad de infectar células por
parte de pardsitos sobrexpresando TcRBP19 llevan a plantear la hipdtesis de que la probable interaccion de

TcRBP19 con la adenilil ciclasa resulta en una inhibicion de la funcién de la adenilil ciclasa de parte de TcRBP19.

La tirosin aminotransferasa es una enzima que cataliza la transaminacion de tirosina y otros aminodacidos
aromaticos y que también se asocia con la resistencia del parasito al estrés oxidativo contribuyendo con su

supervivencia dentro de la célula hospedera [448,449].
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Finalmente, mediante este tipo de metodologias se identificaron proteinas con funcidon oxidorreductasa tales
como la prostaglandin F2o. sintasa, la Tc52 y la triparredoxina peroxidasa como posibles candidatos de

interaccion con TcRBP19.

La prostaglandin F2a sintasa es una NAD(P)H flavin oxidorreductasa que cataliza la sintesis de prostaglandina F2a
y la reduccién de algunas drogas tripanocidas [450]. La proteina Tc52 comparte propiedades estructurales y
funcionales con las proteinas de la familia tiorredoxina y glutarredoxina implicadas en reacciones redox que
involucran tioles. Estudios inmunoldgicos han demostrado que la Tc52 es una proteina considerada un factor de
virulencia en T. cruzi [75,451]. La triparredoxina peroxidasa, al igual que la Tc52 y la prostaglandin F2q. sintasa
[452], cumple un rol en la detoxificacién del pardsito frente a especies reactivas de oxigeno que se expone el
pardsito al invadir la célula hospedera [453-455]. La interaccidon de TcRBP19 con la triparredoxina peroxidasa fue
analizada por Western blot. En este caso, contdbamos con un anticuerpo policlonal anti-triparredoxina
peroxidasa citopldsmica cedido por la Mag. M2 Laura Chiribao del IPMont (FIGURA 5.5.5.1). Mediante esta
técnica y en las condiciones ensayadas, no pudo confirmarse la interaccién observada dado que no se detectd la

presencia de triparredoxina peroxidasa en el inmunoprecipitado de TcRBP19.

PTEX PTEX-TcRBP19

ET FT E ET FT E

-T2
—55
—43

—34

—26

—17

FIGURA 5.5.5.1 Andlisis de la interaccién Triparredoxina peroxidasa-TcRBP19. Ensayo de Western blot en la
inmunoprecipitacion con parasitos epimastigotas control (pTEX) y parasitos sobrexpresando pTEX-TcRBP19. ET:
Extracto total; FT: Flow through; E: eluato. Con un asterisco se indica el lugar de la banda de triparredoxina
peroxidasa esperada.

Otra proteina interesante candidata a interaccionar con TcRBP19 es la cruzipaina. La cruzipaina es la principal
cistein proteasa de T. cruzi y juega un rol muy importante en la invasion a la célula hospedera ademas de

participar en los mecanismos de evasion del sistema inmune del hospedero [67,456].
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Segun los datos de espectrometria de masas, TcRBP19 interactuaria también con o y 3 tubulina y con actina. Los
heterodimeros de a/p tubulina son la unidad estructural que forma los microttibulos, componentes basicos del
citoesqueleto de las células eucariotas junto con la actina. Los microtubulos son importantes en la movilidad
celular ya que estan presentes en cilios y flagelos [457], en divisidn celular porque forman parte de las fibras del
huso mitdtico, en el transporte de complejos ribonucleoproteicos en la célula y en el establecimiento de la
arquitectura celular que reviste especial interés en el proceso de invasién de la célula hiesped por parte de

pardsitos [458,459].

Por otro lado, se identificaron Histonas como posibles candidatos a interaccionar con TcRBP19. Este hecho llama
la atencién dado que estas proteinas son de localizacidn nuclear y TcRBP19 se localiza en el citoplasma. De todas
formas se ha reportado en Plasmodium falciparum que la histona H3 modificada por acetilacidon y metilacion en
aminoacidos especificos localiza en la vacuola parasitdfora sugiriendo que dicha proteina ha evolucionado hacia
una nueva funcién asociada directamente con la invasion del parasito y/o su interaccion con la célula hospedera

[460].

Es de sefialar que son cada vez mas las proteinas identificadas como proteinas “moonlighting”. Las proteinas
moonlighting comprenden un grupo de factores multifuncionales en las cuales, una sola cadena polipeptidica
cumple mas de una funcién [461,462]. En levaduras por ejemplo, muchas proteinas con actividad de unién al ARN
cumplen roles duales como enzimas metabdlicas y RBPs a pesar de su falta de motivo de unién al ARN

[256,463,464].

No se descarta la idea de que TcRBP19 pueda actuar promoviendo la traduccién de ciertos ARNm blancos. Esta
hipdtesis se desprende de dos resultados obtenidos en este trabajo: la cosedimentacién de TcRBP19 con
fracciones polisomales pesadas, y los resultados de la inmunoprecipitacién de dicha proteina con factores de

elongacion de la traduccion.

Se analizé el perfil de expresion de los transcriptos que codifican para las proteinas seleccionadas utlizando los
datos de transcriptoma de Minning y cols. [408]. Para los casos que hay datos de transcripcion, se aprecia un
perfil similar de expresién aumentado en los estadios amastigota y epimastigota y disminuidos en estadios

tripomastigota y metaciclico del parasito (FIGURA 5.5.5.2).
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FIGURA 5.5.5.2 Datos de expresidon de transcriptos gue codifican para las proteinas identificadas como posibles
companieras de accidon de TcRBP19. Se muestra el mapa de calor mostrando la expresion los mismos o de sus
alelos, en el ciclo de vida del pardsito. Los valores de expresion fueron procesados mediante el programa
MultipleExperiment Viewer version Mev v.4.8.1 [373] y los datos fueron tomados del trabajo de Minning y cols.
[408].

Con respecto a las proteinas prostaglandin F2a sintasa, triparredoxin peroxidasa, hsp85 y arginin quinasa, es de
destacar que en el andlisis del transcriptoma de parasitos epimastigotas que sobrexpresan TcRBP19 se vio que
sus correspondientes transcriptos resultan aumentados en su expresion en un factor de FC > 2 (TABLA 5.4.1.1).
Por tanto, no queda claro si la interacciéon con TcRBP19 es el resultado del aumento del ARNm y el consiguiente
aumento en la cantidad de proteina traducida, o si efectivamente existe una interaccidn funcional. Vale la pena
sefialar que por la metodologia utilizada, no podemos asegurar si existe una interacciéon directa entre estas

proteinas, o si la misma es mediada por otra proteina, e incluso por ARN.

Si bien con las diferentes aproximaciones se lograron identificar algunas proteinas, en muchos casos se
obtuvieron masas tripticas que no coincidian con ninguna proteina de la base de datos de T. cruzi. Esto podria
deberse a la presencia de modificaciones post-traduccionales que incluyen desde simples modificaciones tales
como fosforilacion y metilacién hasta modificaciones mas complejas como la glicosilacién y sumoilacion. Ademas,
la interaccion de TcRBP19 con las proteinas de la TABLA 5.5.5.1, debera ser confirmada por otras técnicas a fin
de descartar falsos positivos. Este tipo de interacciones proteina-proteina pueden ser confirmados mediante
ensayos de doble hibrido en levadura, y si se dispone de un anticuerpo que reconozca la proteina de interaccion
con TcRBP19, podrian realizarse inmunoprecipitaciones cruzadas, co-localizacidon por inmunofluorescencia, etc.

[465].

En suma, se identificaron mediante espectrometria de masas algunas proteinas de interaccion con TcRBP19, con
un score significativo. Sin embargo se obtuvieron varios espectros tripticos que no pudieron asignarse a ninguna
proteina conocida de T. cruzi. Esto puede deberse a modificaciones post-traduccionales que alteren el espectro
esperado haciendo mads dificil la identificacion. Entre las proteinas identificadas, se elaboraron dos hipdtesis que

deben ser confirmadas. La primera propone la interaccion de TcRBP19 con proteinas involucradas en la invasion y
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supervivencia del pardsito en la célula huésped y la segunda hipdtesis adjudica un rol de TcRBP19 en la traduccion
de los ARNm en los polisomas interactuando con factores de elongacidn de la traduccion. Finalmente, se vio que

TcRBP19 podria estar sujeta a una modificacion.
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5.6 IDENTIFICACION DE LOS ARN BLANCO DE UNION DE TcRBP19

Segun los resultados presentados anteriormente (ver 5.4), la sobrexpresion de TcRBP19 afecta una sub-poblacion
de ARNm aumentando o disminuyendo los niveles de los mismos en los estadios estudiados. Estos cambios, o
algunos de ellos, podrian ser debidos a una interaccién directa con la proteina. Sin embargo, es también posible
gue su aumento o disminucion sea el resultado de una cascada regulatoria, desencadenada por TcRBP19 al
regular unos pocos ARNms. Consideramos que la identificacion de los ARN blanco de TcRBP19 constituye una

aproximacién poderosa para entender su rol funcional en el parasito.

El mapeo masivo de sitios blancos de proteinas de unién a ADN o ARN, se vio facilitado con el uso de ensayos de
inmunoprecipitacion de cromatina o RBPs asociados a la metodologia de microarreglos (ChIP-Chip o RIP-Chip)
[466,467]. La integracion de estos datos ha permitido la descripcién de una compleja red transcripcional
regulatoria que involucra grandes grupos de genes que controlan respuestas globales en programas fisiolégicos y
del desarrollo celular [468-470]. La ribondmica, identificacion masiva de los ARN blanco de una RBP, puede incluir
tanto la purificacidn por afinidad como la inmunoprecipitaciéon, seguida del analisis de los ARNs asociados ya sea
por hibridacidn con microarreglos de ADN (RIP-CHIP) o secuenciacidn masiva (RIP-Seq). El grupo de Keene y cols.
[471] fue pionero en usar esta aproximacién para estudiar ARNs asociados con tres RBPs en una linea celular de
cancer. Aunque usaron microarreglos de baja densidad, se pudo asociar a cada RBP distintos sets de ARNm
presentes en un lisado celular total. Estos resultados llevaron a proponer la existencia de grupos de ARNs
mensajeros que codifican para proteinas relacionadas formando “operones post-transcripcionales” o regulones
[472]. Anadlogamente a los operones procariotas, este modelo predice que RBPs especificas pueden coordinar la
expresion de grupos de ARNm que codifican para proteinas funcionalmente relacionadas en eucariotas. Existen
varios trabajos que refuerzan esta hipdtesis. Un ejemplo son las proteinas Pumilio-Fem-3 (PUF) en levaduras
[289,473] que conforman una familia de RBPs estructuralmente emparentadas que regulan negativamente la
expresion génica de ARNm especificos relacionados funcional o espacialmente [474]. Desde entonces, las
aproximaciones ribondmicas estan siendo usadas exitosamente para la caracterizacion de muchas RBPs [256,267-
289,471,473,475-494]. Los resultados de estos trabajos validan la propuesta del modelo del operén post-
transcripcional. Cada RBP analizada tiene un espectro de ARNs unidos que comprende entre 20 y mds de 1000
transcriptos diferentes, que a menudo comparten una funcionalidad relacionada. Cada uno de estos grupos de
ARNs blanco se solapa parcialmente con el de otras RBPs, sugiriendo una unidn combinatoria de diferentes RBPs
a elementos especificos en un mismo ARNm. Usando herramientas bioinformaticas se pueden identificar

elementos estructurales o secuencias compartidas entre los diferentes ARNs blanco.
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Considerando estos antecedentes, decidimos proceder a realizar una aproximacion ribondmica para identificar
los ARNm unidos a TcRBP19, aproximaciones andlogas fueron llevadas a cabo en paralelo para otras proteinas de

unién a ARN en T. cruzi [329,333,335,495].

Para el analisis de los ARNs blancos de TcRBP19 se usé la metodologia del GST-pull down usando la proteina
recombinante GST-TcRBP19 acoplada a una columna de glutation Sefarosa y el ARN total de parasitos salvajes
(ver 4.28.2.1). Este ensayo se realizé por un lado con ARN total de amastigotas, el estadio en el cual se expresa
TcRBP19. En paralelo, se analizé la interaccion de GST-TcRBP19 con el ARN total de epimastigotas, el estadio del
pardsito que se cultiva de rutina en el laboratorio. En ambos casos, se realizé el experimento con la proteina GST
acoplada a la columna como control negativo. Los ARNs capturados in vitro por la proteina, fueron identificados
en un microarreglo de ADN en el cual se hibridé competitivamente el ARN capturado por TcRBP19 y el ARN no

capturado.

Para ello, se amplificé el ARN retenido en la columna como consecuencia de su interaccion con TcRBP19 y se
marco con Cy3. Por otro lado, se amplificd el ARN eluido, no retenido en la columna y se marcé con Cy5. Ambas
poblaciones fueron usadas para hibridar competitivamente sobre microarreglo de ADN de T. cruzi (FIGURA

4.28.2.2).

5.6.1 IDENTIFICACION DE LOS ARNm QUE INTERACCIONAN CON TcRBP19 EN EPIMASTIGOTAS

Se realizaron dos experimentos independientes usando ARN total de epimastigotas. En cada uno de ellos se
realizaron duplicados con los respectivos dye swaps. Se seleccionaron los genes retenidos por afinidad en la
columna de glutatién Sefarosa enriquecidos en un FC de 2 (log2 > 2) para un experimento y en un factor de 3
para el segundo experimento’. De esta manera, se identificaron 23 sondas que hibridaban con los transcriptos
purificados en los dos experimentos independientes y que no aparecian en el control realizado con GST (TABLA
5.6.1.1). De estos 23 transcriptos, 15 codifican para proteinas hipotéticas, 13 de las cuales son proteinas
conservadas. Aparecen también transcriptos que codifican para: 1 proteina de superficie, 2 proteinas de unién a

acidos nucleicos, 1 proteina de choque térmico y algunas enzimas metabdlicas.

Gen Producto PD1 Log2(FC) PD2 Log2(FC)
Tc00.1047053507873.34 Proteina hipotética conservada 3,700 3,323
Tc00.1047053508213.20 TcRBP19 ND 2,524
Tc00.1047053507801.144 Proteina hipotética conservada 5,582 2,457

! La diferencia de criterio entre los dos experimentos de pull down (PD1 y PD2) se debe a que se usaron dos laminas de
microarreglos diferentes para cada experimento tal como se describe en Materiales y Métodos 4.28.2.
128


http://tritrypdb.org/tritrypdb/showRecord.do?name=GeneRecordClasses.GeneRecordClass&project_id=TriTrypDB&source_id=Tc00.1047053508213.20

Resultados y Discusion

Tc00.1047053506825.210 Proteina hipotética conservada 3,855 2,422
Tc00.1047053505945.80 Proteina hipotética conservada 4,362 2,270
Tc00.1047053511201.40 Proteina hipotética conservada 4,600 2,259
Tc00.1047053503673.18 Proteina hipotética conservada 4,804 2,209
Tc00.1047053506825.70 Proteina tipo treonina deshidratasa 4,414 2,198
Tc00.1047053511671.140 Proteina hipotética 4,516 2,185
Tc00.1047053509103.20 Tubulin-tirosin ligasa 5,034 2,151
Tc00.1047053506783.39 | Proteina de superficie asociada a mucinas (MASP) 4,641 2,146
Tc00.1047053508909.200 Proteina hipotética 4,324 2,134
Tc00.1047053510651.10 Proteina hipotética conservada 4,196 2,125
Tc00.1047053506831.30 Proteina hipotética conservada 4,496 2,116
Tc00.1047053503527.40 Proteina de biosintesis ancla GPI (GPI anchor) 4,898 2,106
Tc00.1047053508181.30 Proteina hipotética conservada 4,243 2,103
Tc00.1047053507513.50 Proteina de choque térmico hsp70kDa 6,890 2,103
Tc00.1047053508277.180 Proteina de reparacién de mismatch MSH3 4,151 2,087
Tc00.1047053508545.20 Proteina hipotética conservada 3,830 2,078
Tc00.1047053510755.19 Proteina hipotética conservada 4,009 2,053
Tc00.1047053511753.90 Proteina hipotética conservada 3,649 2,037
Tc00.1047053511111.30 Proteina hipotética conservada 3,600 2,027
Tc00.1047053507611.370 Proteina disulfuro isomerasa 3,306 2,009

TABLA 5.6.1.1 ARNs de epimastigotas salvajes que copurifican con TcRBP19. Genes seleccionados a partir de la
hibridacidon competitiva sobre microarreglo de ADN de T. cruzi, usando ARN total de epimastigotas retenidos en
la columna de afinidad por la proteina de fusion GST-TcRBP19 versus ARN no retenido. Se muestran aquellos
ARNs seleccionados en dos experimentos independientes.

Se realizaron analisis con el paquete de software MEME para identificar sefiales especificas reconocidas por
TcRBP19 en los transcriptos seleccionados. Para ello se usé el largo promedio de las 3’UTRs (264 nucleétidos)
definido en el trabajo de Campos y cols. [496]. En este trabajo se investigaron los requerimientos a nivel de
secuencia primaria implicados en el procesamiento del ARNm en T. cruzi en base a las EST disponibles (TcruziDB y
NCBI) conteniendo en sus cola poliA y miniexdn. Los autores determinaron un tamano promedio de las regiones
5’UTRy 3’UTR en T. cruzi que resulta en 35 y 264 nucledtidos respectivamente (FIGURA 5.6.1.1). Estos tamarios
concuerdan con varios estudios que revelan la presencia de secuencias regulatorias principalmente para la regién
3'UTR [257,272,274,497]. Ademas, se establecid una distancia media entre los sitios de adicién del miniexén vy el
tracto precedente de polipirimidinas (poliPy) que debe contener al menos 9 residuos permitiendo solo una purina
interna de 18 nucledtidos (max. 50 nts) y una distancia entre el sitio de adicién de la cola poliA y el poliPy

corriente abajo de 40 nucleédtidos en promedio (max. 100 nts). El sitio de poliadenilacién debe encontrarse
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rodeado de dos regiones ricas en poliPy. El primer trecho coincide con el sitio de poliadenilacién y esta
compuesto principalmente por timinas seguido por una regidn con un aumento en el contenido de adeninas. Por
otro lado el segundo trecho rico en poliPy se encuentra aproximadamente 100 nucleétidos corriente abajo del

final del transcripto.
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FIGURA 5.6.1.1 Tamafio promedio de las regiones 5’ y 3’ UTRs y distancias de sefiales de procesamiento de los
ARNm de T. cruzi segin Campos y cols. Los histogramas A y B muestran el largo de la distribucién de diferentes
regiones 5’ y 3’ UTR respectivamente. En C y D se muestran las distancias entre el trecho de poliPy y el sitio
aceptor del miniexdn corriente abajo, y las distancias entre el trecho de poliPy y el sitio de poliadenilacién
corriente arriba respectivamente. En los paneles E y F se muestran los largos de los motivos ricos en poliPy
localizados corriente arriba del sitio de adicion del miniexdn y corriente abajo del sitio de poliadenilacién
respectivamente. Debajo, se representa esquematicamente el procesamiento del ARN pre mensajero en T. cruzi.
Los numeros bajo las lineas punteadas indican la mediana de los largos de las regiones 5’UTR, 3’ UTR y regiones
intergénicas. La mediana de las distancias desde el tracto de polipirimidinas hasta el sitio de adicién del miniexén
o del sitio de poliadenilacion se indica por encima de las lineas punteadas. Los tractos de polipirimidinas se
representan con un triangulo gris con un numero arriba que denota su largo. Entre paréntesis se indica el valor de
la media. ORF: marco abierto de lectura. SL: miniexdn. (A)n: sitio de poliadenilacién. Tomado y modificado de
Campos y cols. [496].
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Con los pardmetros de analisis utilizados en el analisis de MEME (tamafio 2 5 bases), se pudo identificar la
presencia de un elemento conservado rico en U en estas regiones (FIGURA 5.6.1.2). Dicho motivo consta de 22

nucledtidos y aparece 27 veces en las secuencias 3’"UTR en 15 de los 23 transcriptos

A B Name ot Motif Location
Tc00.1047053507873.34 2.78e-08 — 1 —
Tc00.1047053508213.20 1.19e-07 — —
T¢00.1047053505945.80 1.71e-08 =
Tc00.1047053511201.40 5.70e-09 —
Tc00.1047053503673.18  7.69e-11 e S e—
Tc00.1047053511671.140 8.94e-08 = —
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SR SUR S G B e S 8 R 7000.1047053508277.180 7.21e.09 — —
Tc00.1047053511753.90 8.94e-08 E— I— |

Tc00.1047053511111.30 2.95e-07
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FIGURA 5.6.1.2 Motivos ricos en U/T presentes en las regiones 3’UTR de los ARN de epimastigotas capturados
por TcRBP19. (A) Motivo consenso encontrado por el programa MEME (E value: 1,6x10™°). El tamafio de cada
letra representa la probabilidad de aparecer en cada posicidn indicada. (B) Con cajas celestes se representa la
ocurrencia del motivo en las secuencias indicadas.

De los ARNm afectados en el perfil del transcriptoma de los epimastigotas sobrexpresando TcRBP19 solamente el
ARNm que codifica para una HSP70 fue retenido directamente en los experimentos de GST-pull down (comparar
TABLA 5.6.1.1 con TABLAS 5.3.1.1 y 5.3.1.2). Esto sugiere que TcRBP19 estaria involucrada en algln proceso

temprano en la regulacién génica.

Los andlisis de ontologia por Blast2GO solo pudieron asignar un término GO a la mitad de los transcriptos
(FIGURA 5.6.1.3). En el analisis del Proceso Bioldgico se asignaron términos GO a 9 transcriptos formando 4
grupos de proteinas involucradas en regulacion bioldgica, proceso celular, proceso metabdlico y respuesta a
estimulos. A nivel de Funcion Molecular se asignaron términos GO a 11 transcriptos seleccionados agrupandose
en 2 grandes categorias: una de proteinas con actividad catalitica (dentro de las que se encuentran proteinas con
actividad transferasa, actividad hidrolasa, actividad isomerasa, actividad ligasa y actividad oxidorreductasa) y otra
categoria de proteinas de unién (tales como unidn a cofactores, a acidos nucleicos, y a pequefias moléculas).
Finalmente, el andlisis a nivel de Componente Celular reveld informacién para Unicamente 3 transcriptos que
codificaban para proteinas anotadas como componente celular, componente de membrana, componente de

organelo y de organelo unido a membrana.
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FIGURA 5.6.1.3 Andlisis de ontologia de los genes seleccionados en el GST-pull down con ARN de epimastigotas.
Se muestra el agrupamiento de proteinas en las diferentes categorias: Componente Celular, Proceso Bioldgico y
Funcidn Molecular.

Probablemente, estos datos no permiten definir la existencia de algin operdn post-transcripcional potencial
[201] debido a la cantidad de transcriptos que codifican para proteinas hipotéticas para las cuales no hay datos

de ontologia asignados.

Interesantemente, en un experiment de GST-pull down (PD2), fue retenido el ARNm que codifica para la proteina
TcRBP19 (Tc00.1047053508213.20) aumentado en un FC de 2,5. Esto sugiere un mecanismo de auto-regulacién
de la expresion de la proteina TcRBP19. La ausencia del gen tcrbp19 en la ldmina de microarreglo de ADN usada

para la hibridacién en el PD1 justificaria la discrepancia.

Existen datos de expresiéon para 16 de los 23 ARNm seleccionados en el GST-pull down con ARN total de

epimastigotas [408], los mismos se resumen en la FIGURA 5.6.1.4.
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FIGURA 5.6.1.4 Datos de expresidon de los transcriptos retenidos en el GST-pull down con ARN total de
epimastigotas salvajes. A) Mapa de calor mostrando la expresion en el ciclo de vida del parasito de 16 de los 23
ARNmM capturados in vitro o sus alelos. La barra verde horizontal sefiala el gen que codifica para la proteina
TcRBP19 que resulta aumentado cuando se sobrexpresa TcRBP19 en amastigotas. B) Grafico de expresiéon de
dichos genes donde se representan los cuatro estadios analizados por Minning y col, de izquierda a derecha:
amastigotas, tripomastigotas sanguineos, epimastigotas, tripomastigotas metaciclicos. Los valores de expresion
fueron procesados mediante el programa Multiple Experiment Viewer versién Mev v.4.8.1 [373] y los datos
fueron tomados del trabajo de Minning y cols. [408].

Consideramos que el analisis de GST-pull down con ARN total del estadio epimastigota es una aproximacion
valida para identificar los ARNs que interaccionan con TcRBP19, aun siendo esta una proteina que se expresa en
amastigotas. Al no existir regulacién a nivel de inicio de la transcripcidén para los genes que codifican proteinas,
estos se transcriben constitutivamente. Por tanto, en el estadio epimastigota, se pueden encontrar ARNs que
codifican para proteinas que se expresan mayoritariamente en otros estadios del parasito. Sin embargo, los
mecanismos de regulacién de la estabilidad de los mensajeros, podrian actuar en la célula lo suficientemente
rapido como para que no se puedan detectar algunos ARNm blanco de TcRBP19 en este estadio. Por tanto, para
no perder estos blancos estadio especificos de la proteina, se procedié a realizar el mismo ensayo en idénticas

condiciones, pero esta vez con ARN total del estadio amastigota.

5.6.2 IDENTIFICACION DE LOS ARNm QUE INTERACCIONAN CON TcRBP19 EN AMASTIGOTAS

Se analizd la interaccion in vitro de la proteina TcRBP19 con los ARNs en estadio amastigota usando la misma
metodologia descrita anteriormente para el GST-pull down con ARN de epimastigotas. Tal como se describid, se
utilizé la proteina recombinante GST-TcRBP19 acoplada a una columna de glutatién Sefarosa y se amplificé el
ARN retenido en la columna. Este ARN fue amplificado y luego marcado con los fluoréforos Cy3 o Cy5 para
realizar la hibridacion competitiva con el ARN no retenido en microarreglos. Este ensayo se realizd6 por
cuadruplicado usando ARN total de amastigotas, cada uno con su respectivo dye swap. Se seleccionaron los

transcriptos enriquecidos en un FC mayor a 2,5 con respecto al ARN no unido. Con este criterio, se identificaron

133



Resultados y Discusion

14 sondas que hibridaban con los transcriptos purificados en los cuatro experimentos independientes y que no

aparecian en el control realizado con GST (TABLA 5.6.2.1).

Gen Producto PD3 Log2(FC)
Tc00.1047053508213.20 TcRBP19 8,9
Tc00.1047053510155.30 proteina hipotética, conservada 4,4
Tc00.1047053504035.84 | Subunidad SDH11 del complejo mitocondrial Il [353] 4,3
Tc00.1047053507981.40 proteina hipotética 4,0
Tc00.1047053506367.50 proteina hipotética, conservada 3,9
Tc00.1047053506825.210 proteina hipotética, conservada 3,6
Tc00.1047053509453.30 proteina tipo GCN5 3,6
Tc00.1047053506469.139 Homdlogo Dph3 (ver texto) 3,3
Tc00.1047053506247.74 proteina hipotética, conservada 3,2
Tc00.1047053506419.69 proteina hipotética, conservada 3,0
Tc00.1047053506661.100 proteina hipotética, conservada 2,9
Tc00.1047053508545.20 proteina hipotética, conservada 2,9
Tc00.1047053507801.144 proteina hipotética, conservada 2,9
Tc00.1047053508737.194 Subunidad complejo ARP2/3 2,6

TABLA 5.6.2.1 ARNs de amastigotas salvajes que copurifican con TcRBP19. Se listan los genes seleccionados a
partir de la hibridacion competitiva sobre microarreglo de ADN de T. cruzi, usando ARN total de amastigotas
retenidos en la columna de afinidad por la proteina de fusion GST-TcRBP19 versus ARN no retenido. Se muestra el
resultado promediado de cuatro experimentos independientes.

Entre los ARNm unidos a TcRBP19, el representado con el score mas alto es el que codifica para la proteina
TcRBP19 sugiriendo, al igual que en el experimento PD2 con ARN de epimastigotas, que la proteina modula de

alguna forma la expresiéon de su propio transcripto.

El mecanismo de auto-regulacidén, ha sido descripto para otras proteinas de uniéon al ARN que modulan
diferentes procesos celulares. Por ejemplo, se ha reportado en células de mamifero que la proteina de unién a
polipirimidinas (PTB) controla su propia expresion alterando el splicing del pre-ARNm que la codifica, lo que
conlleva al decaimiento por el sistema NMD (non sense mediated decay) [498]. Existen otros reportes de
proteinas RBP que autorregulan su procesamiento, tales como las proteinas hnRNP M [499] y Sl (sex lethal
protein) en Drosophila [500] y la proteina tra2-B1 [501] en humanos. Estas RBPs también se unen a sus

respectivos pre-ARNm y alteran su splicing. Ademas de factores de splicing, otras RBPs modulan su propia
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expresion afectando otros mecanismos, por ejemplo la proteina anexina A2 que se asocia con su ARNm
afectando su traduccidn [502]. Otro ejemplo de auto-regulacion, es la proteina TTP (tritetraprolina) en raton que
se une a su propio ARNm promoviendo su decaimiento [503] o la proteina AUF1, un factor de unién a secuencias

ricas en AU, cuya expresion correlaciona con el decaimiento del ARNm que la codifica [504,505].

Busquedas in silico de regiones conservadas en las regiones 3’UTR de los genes seleccionados mediante el
software MEME, lograron identificar la presencia de un elemento conservado rico en U en estas regiones
FIGURA 5.6.2.1. Este elemento es muy semejante al descripto para la regién 3’'UTR de los ARNm blanco
identificados en epimastigotas. Para el andlisis se consideraron regiones 3’UTRs de 264 nucleétidos siguiendo los
criterios definidos por Campos y cols. [496]. El motivo encontrado consta de 22 nucledtidos y aparece 27 veces

en las secuencias 3’"UTR en 12 de los 14 transcriptos reconocidos por TcRBP19.
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FIGURA 5.6.2.1 Motivos ricos en U/T presentes en las regiones 3’"UTR de los ARN de amastigotas capturados por
TcRBP19. (A) Motivo consenso encontrado por el programa MEME (E value: 3,4x10™"). El tamafio de cada letra
representa la probabilidad de aparecer en cada posicion indicada. (B) Con cajas celestes se representa la
ocurrencia del motivo en las secuencias indicadas.

Se realizaron analisis de ontologia con el fin de encontrar agrupamientos correspondientes a una localizacion
celular o funcién comun de estos ARNm capturados por TcRBP19 in vitro. Al igual que anteriormente, se realizé
un Blast2GO para buscar ontologia génica [411]. De los 14 genes seleccionados en este pull down solo pudo
asignarse un término GO a muy pocos genes clasificandose en categorias dispersas de Funcion Molecular, Proceso

Biolégico y Componente Celular (FIGURA 5.6.2.2).
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FIGURA 5.6.2.2 Andlisis de ontologia de los genes seleccionados en el GST-pull down de amastigotas. Se
muestra el agrupamiento de proteinas en las diferentes categorias: Componente Celular, Proceso Bioldgico y
Funcién Molecular.

El hecho de que no exista una clara tendencia de distribucién de Funcién Molecular, ni de Componente Celular, o
Proceso Biolégico comun entre los transcriptos seleccionados por TcRBP19, puede deberse a la cantidad de
proteinas hipotéticas cuya funcion/localizacion celular se desconoce y no puede asignarse un término ontoldgico

para la clasificacion.

Sin embargo, se puede apreciar que todos los ARNm seleccionados son de expresion diferencial en los diferentes
estadios y que existe una tendencia comun de expresién a lo largo del ciclo de vida entre algunos de los ARNm

seleccionados (FIGURA 5.6.2.3).
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FIGURA 5.6.2.3 Datos de expresidn de los transcriptos retenidos en el GST-pull down con ARN total de
amastigotas salvajes. A) Mapa de calor mostrando la expresion en el ciclo de vida del parésito de 10 de los 14
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ARNm seleccionados o sus alelos. La barra verde horizontal sefiala el gen que codifica para la proteina TcRBP19
gue resulta aumentado cuando se sobrexpresa TcCRBP19 en amastigotas y que aparece también enriquecida en el
GST-pull down con ARN de epimastigotas. La barra roja horizontal indica ademds, los genes
Tc00.1047053507801.144 y Tc00.1047053508545.20 que resultan capturados también en el GST-pull down con
ARN de epimastigotas al igual que TcRBP19 (Tc00.1047053508213.20). B) Grafico de expresion de dichos genes
donde se representan los cuatro estadios, de izquierda a derecha: amastigotas, tripomastigotas sanguineos,
epimastigotas, tripomastigotas metaciclicos. Los valores de expresién fueron procesados mediante el programa
Multiple Experiment Viewer version Mev v.4.8.1 [373] y los datos fueron tomados del trabajo de Minning y cols.
[408].

Entre los otros ARNm unidos, se encontraron ademads, 8 transcriptos que codifican para proteinas hipotéticas,
todas ellas conservadas. Es interesante sefalar que tres de estos transcriptos también fueron seleccionados,

junto con el transcripto para tcrbp19, como blanco de unién en los ensayos en epimastigotas (TABLA 5.6.2.2).

Gen Descripcion Expresion
28
- -2
- - 14 E'
T I [ D 5
Tc00.1047053508545.20 Proteina hipotética, conservada - - 142
. L. -
2.8
AMA TRP ®l MET
28
— -2
— - 14 E'
s 105
Tc00.1047053508213.20 TcRBP19 i 14z
. .
2.8
AMA TRP Pl MET
28
- - 2
- - 14 %
| e— - D =
Tc00.1047053507801.144 | Proteina hipotética, conservada ~ _| ——— N | 14T
=
| .
2.8
AMA TRP Pl MET
Tc00.1047053506825.210 | Proteina hipotética, conservada ND

TABLA 5.6.2.2 Genes correspondientes a ARNm gue fueron capturados en el pull down con ARN total de
epimastigotas y de amastigotas. En la columna de la derecha se muestran los datos de expresidon de cada

transcripto segun los datos de Minning y cols. [408] extraidos del TriTrypDB (http://tritrypdb.org/tritrypdb/). ND:
dato no determinado.

Analizando las regiones 3'UTR de estos transcriptos mediante la herramienta informatica MEME, no se encontro
ningun elemento conservado con un score significativo. Por otro lado, estos ARNs no se encontraron en ninguno

de los analisis de transcriptoma con ARN polisomal realizados. Esto sugiere que el efecto de la sobrexpresion de
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TcRBP19 no afectaria su abundancia en estado estacionario o bien, afectaria la abundancia del ARN no movilizado
a polisomas. Finalmente, dado que los microarreglos utilizados fueron generados por personal del Instituto Carlos
Chagas, y no tenemos a nuestra disposicion la lista de genes depositados en ellos, no tenemos certeza que estos

genes de interés estuvieran incluidos en la lamina.

En cuanto a los demds transcriptos retenidos por TcRBP19 en amastigotas, se identificd al producto del gen
Tc00.1047053504035.84 que codifica para la Subunidad SDH11 del complejo mitocondrial Il [353]. Los
tripanosomatidos se caracterizan por una incompleta oxidacidén de la glucosa con secrecidon de productos finales
tales como succinato, alanina, etanol, acetato, piruvato y glicerol [506,507]. En la mitocondria de los
tripanosomatidos, el ciclo de Krebs es ineficiente y el piruvato es convertido en acetato via la acetato:succinato
CoA transferasa. El Complejo Mitocondrial Il (succinato:quinona reductasa (SQR) y succinato deshidrogenasa
(SDH)) es un complejo proteico de =550 kDa, unido a la membrana, que sirve como enzima del ciclo de Krebs.
Todas las subunidades del complejo Mitocondrial Il (excepto la SDH11) son especificas de tripanosomatidos [353]
y se postula que este complejo juega un importante rol en la adaptacidn del parasito al hospedero [508,509] por

lo que constituye un blanco potencial interesante para el desarrollo de nuevas drogas.

Se encontré ademas, como blanco de unidon de TcRBP19 en amastigotas, el transcripto Tc00.1047053509453.30
que codifica para una proteina del tipo GCN5. Estas proteinas tienen actividad acetil transferasa y se les ha

adjudicado un rol en la regulacién de la activacidn transcripcional en levaduras [510].

Por otro lado, se identific6 entre los transcriptos seleccionados, el ARNm producto del gen
Tc00.1047053506469.139 que codifica para una proteina hipotética conservada cuyo ARNm estd aumentado en
tripomastigotas sanguineos [408]. Dicha proteina contiene un motivo dedo de zinc conservado (CSL zinc finger).
Hay evidencia experimental, de que este dominio puede unir un dtomo de Zn*" a partir de cuatro residuos
cisteina conservados [511]. El homdlogo de esta proteina en S. cerevisiae es la proteina Ktillp/Dph3. La
diftamida (Dph) es una modificacién post-traduccional de un residuo de histidina que se encuentra
exclusivamente en el factor de elongacion de la traduccién 2 (eEF-2). Esta modificacion se encuentra en las
arquebacterias y eucariotas pero no en eubacterias y es el blanco de la toxina diftérica y de la exotoxina A de
Pseudomonas [512]. Se sabe que estas toxinas catalizan la transferencia de ADP-ribosa a la Dph en el factor eEF-2
inactivandolo y deteniendo la sintesis proteica causando muerte celular. La proteina Dph3 participa en un
complejo multiproteico formado por 5 proteinas conservadas que cataliza la formacidn de esta curiosa
modificacion post-traduccional [513]. De estas 5 proteinas requeridas para la biosintesis de la diftamida, Dph3 es
la Unica a la cual se le ha asignado un rol en otros procesos. Mutantes de este gen en S. cerevisiae han
manifestado defectos en el crecimiento y son mas sensibles a la temperatura y a drogas [513,514]. En ratones, la

pérdida de los dos alelos dph3 llevaron a un retardo en el desarrollo embriénico [515]. Estas, y otras
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observaciones llevan a pensar que esta proteina tiene un rol en otros importantes procesos bioldgicos celulares
[516]. El rol de esta proteina, a la que llamaremos TcDph3, no ha sido estudiado ni en T. cruzi ni en otros

tripanosomatidos.

TcRBP19 interactua también con el ARNm Tc00.1047053508737.194 que codifica para un componente del
complejo Arp2/3. Este ARNm resultd estar disminuido en amastigotas sobrexpresando TcRBP19 con respecto a
pardsitos control del mismo estadio (TABLA 5.4.2.2). Estos hechos aunados podrian ser evidencia de que la
union de TcRBP19 a este ARNm en particular, estuviera afectando su estabilidad reduciendo la abundancia del

transcripto en la célula probablemente, induciendo su degradacion.

Dada la relevancia potencial del involucramiento de TcRBP19 en mecanismos de auto-regulacién, se abordaron
diferentes técnicas para confirmar la interaccion de TcRBP19 con su propio ARNm. En primer lugar, el ARN de
amastigotas purificado a partir del pull down con GST-TcRBP19 fue retrotranscripto usando un cebador oligo(dT)
y amplificado con oligonucledtidos especificos para TcRBP19 (TABLA 4.20.2.1). Como control se realizdo un PCR

sobre ADNc obtenido a partir de ARN no retenido en la columna (FIGURA 5.6.2.4).
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FIGURA 5.6.2.4 Interaccion in vitro de TcRBP19 con su propio ARNm. PD: ADNc generado a partir de ARN
retenido por -pull down con GST-TcRBP19; SN: ADNc generado a partir de ARN eluido en el-pull down con GST-
TcRBP19; MPM: marcador de peso molecular 1kb ladder Fermentas®.

La interaccion in vitro de la proteina TcRBP19 con el ARNm que la codifica fue ademas analizada in vivo mediante
inmunoprecipitacion de ARN (ver 4.27.1). Para ello se realizé un crosslinking en un extracto total de 1x10°
pardsitos sobrexpresando TcRBP19 vy luego se incubd con anticuerpo anti-TcRBP19. Los complejos
ribonucleoproteicos capturados por el anticuerpo fueron purificados y se verificd la presencia de transcripto
tcrbp19 en el complejo mediante RT-PCR usando cebador Oligo(dT)s y un oligo especifico TcCRBP19fw (LP1)

(FIGURA 5.6.2.5).
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FIGURA 5.6.2.5 Esquema de la region amplificada con los oligos LP1 y Oligo(dT) a partir del ADNc generado con
el ARN retenido en la inmunoprecipitacion de TcRBP19.

Los resultados mostrados en la FIGURA 5.6.2.6 verifican la interaccién in vivo de TcRBP19 con su propio ARNm
dado que en la reaccion de RT-PCR se observd un producto del tamafio esperado (=360 pb). Este amplicdn no se

observa en el control sin anticuerpo.

control  ipp MPM
- oTcRBP19

FIGURA 5.6.2.6 Inmunoprecipitacién de ARN confirmando interaccién de TcRBP19 con su ARNm. Electroforesis
en gel de agarosa del producto de RT-PCR, usando oligonucledtidos especificos para el transcripto de tcrbp19, a
partir de ARN de epimastigotas sobrexpresando TcRBP19. En el carril de la izquierda se muestra el resultado de la
amplificacidn, luego de realizar el procedimiento sin el agregado del anticuerpo anti-TcRBP19. En el carril del
medio, idem pero usando anticuerpo anti-TcRBP19. En el carril de la derecha se muestra el marcador de peso
molecular GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder (Fermentas®).

Por ultimo, se realizé la comparacion cuantitativa de la cantidad de ARNm tcrbp19 capturado en el pull down con
GST-TcRBP19 con la cantidad de ARNm de tcrpb19 en ARN total de amastigotas (TABLA 5.6.2.3 y FIGURA
5.6.2.7). Las medidas se realizaron relativas al transcripto de gapdh. Se observa que la cantidad relativa
del ARNm que codifica para la proteina TcRBP19 estd enriquecida =29 veces en la fraccidn retenida en la columna
de afinidad a TcRBP19, comparado con el ARN total de amastigotas. Como control negativo, se cuantificd
también la cantidad relativa del transcripto de tcpuf6. Estos datos confirman la interaccion especifica de la

proteina TcRBP19 con su propio ARNm.
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En paralelo, se verificd también la interaccion de TcRBP19 con otros transcriptos identificados en el pull down,

mediante gRT-PCR, cuantificando la cantidad de ARNm retenido relativo al ARNm para gapdh. Los transcriptos

elegidos para confirmar por qRT-PCR fueron aquellos que tenian funcién asignada por homologia con otros genes

y provenian ademas del ensayo en amastigotas: Tc00.1047053504035.84, la subunidad SDH11 del complejo

mitocondrial 1l [353]; Tc00.1047053509453.30, la proteina tipo GCN5; Tc00.1047053506469.139, el homdlogo de

Dph3 al que llamamos TcDph3 y Tc00.1047053508737.194, la subunidad complejo ARP2/3 (FIGURA 5.6.2.7 y

TABLA 5.6.2.3). La interaccion con TcRBP19 no se verificd para el ARNm que codifica para la proteina del tipo

GCN5. En cambio, se observd que la poblacién de ARN retenido en la columna de afinidad a TcRBP19, estd

enriquecido en los transcriptos que codifican para TcDph3, SDH11, y Arp2/3, con respecto al ADNc obtenido a

partir de ARN total. Esto confirma su interaccidon con TcRBP19 y valida los resultados obtenidos a partir de la

hibridacion del microarreglo.

TcRBP19

total amastigotas

pD amastigotas

total amastigotas

TcDph3

pD amastigotas

1,01 26,17
1,17 32,00
1,04 26,35 1,46 227,02
0,90 30,91 0,85 213,29
1,06 31,56 0,80 135,92
1,03 +0,01 29,39 +2,89 1,03 +0,36 192,07 £ 49,11
GCNS5 like SDH11
total amastigotas pD amastigotas total amastigotas pD amastigotas
1,00 105,42
1,22 0,14 1,02 171,25
0,82 0,01 0,98 172,45
1,02 £ 0,28 0,075 + 0,09 1,00 £ 0,02 149,71 + 38,35

total amastigotas

pD amastigotas

total amastigotas

ARP2/3 TcPufé

pD amastigotas

1,52 4030,29 1,00 0,30

0,72 3460,26 0,92 0,00

0,92 1097,50 1,08 0,00
1,05+0,41 2862,68 + 1555,03 1,00 £0,08 0,1+£0,17

TABLA 5.6.2.3 Interaccién de TcRBP19 con algunos ARNm. Se cuantificé por gRT-PCR la cantidad de ARN de

interés relativa al ARN de gapdh en el ARN total de amastigotas y en el retenido en la columna de afinidad a

TcRBP19.
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FIGURA 5.6.2.7 Interaccién de TcRBP19 con algunos ARNm. Se cuantificé por qRT-PCR la cantidad de ARN de
interés relativa al ARN de gapdh en el ARN total de amastigotas y en el retenido en la columna de afinidad a
TcRBP19. Los datos fueron evaluados mediante anadlisis de varianza (ANOVA). Se aplicé el test t para determinar
la significancia estadistica. (* P < 0.05; **P < 0.005; ***P< 0.0001).

Estos transcriptos comparten el motivo conservado rico en U en su regidn 3’UTR. Ademas, aunque son todos de

expresion diferencial FIGURA 5.6.2.8, no se observa un perfil comin de expresion.

PAGINA SIGUIENTE:

FIGURA 5.6.2.8 Datos de expresién de cuatro ARNm blanco de TcRBP19 a lo largo del ciclo de vida de T. cruzi.
Resultados de ARN de tres réplicas bioldgicas de cada estadio sometida a analisis de expresidon en microarreglos
de ADN conteniendo sondas para todo el genoma anotado de T. cruzi. Se representa el FC de datos de un estadio
en particular comparado con el control representado por una poblacién conteniendo mezclas iguales de parasitos
en los cuatro estadios analizados. Amastigotas (AMA), Tripomastigotas (TRP), Epimastigotas (EPI), Metaciclicos
(MET). Los datos son extraidos de la base de datos TriTrypDB [365] (http://tritrypdb.org/tritrypdb/) a partir de
valores obtenidos en el trabajo de Minning y cols. [408].
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Mediante el andlisis de GST-pull down se identificaron diferentes transcriptos que corresponderian a blancos de
union de TcRBP19 en epimastigotas y amastigotas. En ninguno de los dos casos se pudo asignar una funcion o
localizacion celular comun a los mensajeros seleccionados. Sin embargo en el caso del andlisis con ARN de
amastigotas, se puede ver un patrdn de expresion comun a lo largo del ciclo de vida entre los genes seleccionados.
Se identificaron cuatro transcriptos (incluyendo el que codifica para la proteina TcRBP19) que aparecen tanto en
los ensayos con ARN de estadio epimastigota como con ARN de amastigota. Se confirmo por PCR en tiempo real,
RT-PCR e inmunoprecipitacion de ARN la interaccion de TcRBP19 con el ARNm que lo codifica. Por PCR en tiempo
real se verificd la interaccion de TcRBP19 con otros ARNm blanco en amastigotas: un ARNm que codifica para una
subunidad del complejo ARP2/3, una proteina con motivo dedo de Zinc (TcDph3) y una subunidad SDH11 del

complejo mitocondrial Il.
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5.7 IDENTIFICACION DE LAS REGIONES REGULATORIAS RECONOCIDAS POR TcRBP19

5.7.1 DELIMITACION DE LAS REGIONES UTRS DE LOS GENES BLANCO DE TcRBP19
SELECCIONADOS EN EL ESTADIO AMASTIGOTA

Teniendo en cuenta que las sefiales responsables de la regulacion de la vida media, localizacion y destino del
ARNm se localizan a menudo en las regiones transcriptas no traducidas UTRs, principalmente en la regién 3'UTR.
Considerando ademds, que la regulacidn post-transcripcional depende en gran parte de las mismas
[202,326,517], se buscé delimitar las regiones regulatorias no traducidas de los genes seleccionados en el
experimento con ARN de amastigotas para poder estudiar la existencia de sefales conservadas contenidas ya sea

de secuencia primaria o secundaria en el ARN.

Las regiones 5’ y 3’"UTR de tcrbp19 fueron determinadas por RT-PCR a partir de ARN total de amastigotas. Los
productos de amplificacién fueron clonados en pGem-T easy y secuenciados. Para la region 3’UTR se determind la
existencia de 3 productos de amplificacién de diferente largo, que podrian corresponder a 3 sitios de

poliadenilacién alternativa (FIGURA 5.7.1.1). En forma analoga se determind la regién 5’UTR.

10 20 0 40 50 80

e s ool e Pak smame e s | oocme vnitl sem sued vamiee ) suame wilxe wew ool veme i svese D sew ]
TcRBP19 3'UTR_1 AAAGGAAAUGCGUUGCCUGCUGCUUUUUUAUUUVUAUUUUUGUCAUUCAGCAUGCGUGUUGU &80
TcRBP193'UTR_.2 AAAUGAAAUGCGUUGCCUGCUGCUUUUUUAUUUAUUUUUGUCAUUCAGCAUGCGUGUUGU 60
TcRBP193'UTR_.3 AAAUGAAAUGCGUUGCCUGCUGCUUUUUUAUUUAUUUUUGUCAUUCAGCAUGCGUGUUGU 60
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TcRBP193'UTR.1 UCCCUUCACAUGGCGGGGAGUGGGAUUGCCAAGCCAAUGAAUGACGGAAUGAGAAGGACG 120
TcRBP193'UTR_.2 UCCCUUCACAUGGCGGGGAGUGGGAUUGCCAAGCCAAUGAAUGACGGAAUGAGAAGGACA 120
TcRBP193'UTR_.3 UCCCUUCACAUGGCGGGGAGUGGGAUUGCCAAGCCAAUGA 100

130 140
W O (%o N A T N Tl (AP
TcRBP193'UTR_.1 GUGAAAUGUUGGGUGCGGCAGA 142
TcRBP193'UTR_.2 GUGA 124
TcRBP19 3'UTR_3

FIGURA 5.7.1.1 Regién 3’UTR del ARNm que codifica para la proteina TcRBP19. Se muestra la secuencia de los
tres largos obtenidos por RT-PCR para la region 3’UTR del transcripto tcrpb19.

El hecho de que pueda existir regulacion de la expresién del transcripto tcrbp19 a nivel de mecanismos de
poliadenilacién alternativa resulta sumamente interesante en este parasito y abre nuevas interrogantes para
futuros estudios en el marco de la regulacidén post-transcripcional. Si los diferentes ARNm que contienen las

diferentes 3’UTR son traducibles, es un hecho que queda por demostrar.

Sin embargo, datos de RNA-Seq de UTRs de amastigotas y tripomastigotas, usando la tecnologia Illumina®

confirman la presencia de la region 3'UTR de 142 nucledtidos tanto en tripomastigotas como en amastigotas (Dr.
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Najib El-Sayed comunicacién personal). Curiosamente en amastigotas, la regidon 3’UTR del transcripto que
codifica para tcrbp19 aparece formando parte de la regién 3'UTR del transcripto Tc00.1047053508213.30 que
codifica para el gen que se encuentra corriente arriba en el genoma de T. cruzi. La regién 3’UTR de este gen

abarca 860 nucleétidos que incluyen la region codificante de TcRBP19 y su regidn 3’UTR de 142 nucledtidos.

Las regiones 3’'UTR de los transcriptos Tc00.1047053508737.194 y Tc00.1047053504035.84 que codifican para la
subunidad del complejo ARP2/3 y la subunidad SDH11 del complejo mitocondrial Il respectivamente fueron

identificadas también mediante RT-PCR con cebadores especificos (TABLA 4.18.1 y FIGURA 5.7.1.2).

Con la excepcién de la determinaciéon de la region 5’UTR del gen Tc00.1047053506469.139, para la cual se pudo
identificar el sitio de adicion del miniexdn por comparacion de la secuencia genémica y de las EST en la base de
datos TriTrypDB, los largos de las UTRs se definieron adoptando los promedios propuestos por Campos y cols,

previamente discutidos [496].
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FIGURA 5.7.1.2
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Como se indicd anteriormente, mediante el analisis de las UTRs de los genes antemencionados, se identificé la
presencia de un elemento conservado rico en U en las regiones 3’'UTR de la mayoria de los ARNm blanco de
TcRBP19. La mayoria de dichos genes contienen trechos ricos en U también en las regiones 5. Andlisis de
estructura secundaria, modeladas in silico con el software RNAfold (FIGURA 5.7.1.3) predicen que estas
secuencias ricas en U se localizarian tanto en regiones de simple hebra como de doble hebra de las horquillas

formadas por las UTRs para las conformaciones termodinamicamente mas favorables.
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FIGURA 5.7.1.3 Estructuras secundarias predichas de las regiones UTR seleccionadas. Se muestran las
estructuras correspondientes a la minima energia libre para los ARNm blancos de TcRBP19 seleccionados
modeladas con el software RNAfold web server. (A) Regiones 5’UTR (B) Regiones 3’UTR. Se sefiala en azul algunas
regiones ricas en U.

Dentro de los tramos ricos en U de estas regiones UTRs, se destaca la presencia de repetidos GU y CU
imperfectos, asi como también del pentdmero conservado del elemento ARE (AUUUA). Las secuencias ARE son
los elementos regulatorios mejor caracterizados y se han encontrado en ARNm eucariotas de corta vida media
[282,518]. Los ARE pueden regular la estabilidad de un ARNm en particular, promoviendo su degradacién o
inhibiéndola. Estos elementos se han encontrado en los ARNm de proto-oncogenes (ej. c-FOS) y de mediadores
inflamatorios (ej. el factor de necrosis tumoral TNF-q, las interleuquinas IL-1, IL-2, IL-3 y el factor de estimulacidn
de colonias de macrofagos granulocitos GMCSF) [284,519,520] que constituyen proteinas cuyo nivel debe estar
fuertemente regulado (revisado en [240]). Se ha visto que algunos ARNm que contienen uno o mas elementos
ARE sufren un decaimiento acelerado bajo diferentes condiciones, y otros no. Esto podria ser el resultado de la
contribucidn de otros elementos regulatorios en cis presentes en la region, de estructuras secundarias que
podrian formarse y/o de la presencia de diferentes proteinas o ARNs pequefios no codificantes que interaccionan

con dicha secuencia alterando su estabilidad. Muchas de las proteinas de unidn a ARE caracterizadas pueden
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determinar diferencialmente el destino del ARNm dependiendo del contexto ambiental y celular [521]. Por
ejemplo, para la proteina de unidon a ARE Tritetraprolina (TTP) se han caracterizado varios ARNm blanco
fisiolégicos [522]. También se han identificado al menos 300 ARN blanco potenciales para la proteina TIA-1 (T-cell

intracellular antigen 1), muchos de ellos conteniendo motivos ricos en U [268].

La via regulatoria que involucra este elemento rico en U parece ser bien conservada, ya que la sobrexpresion de
la proteina de unién a ARE HuR de mamiferos, causa en T. brucei un aumento en la estabilidad de ciertos ARNm
qgue codifican para algunas proteinas estadio especificas tales como las proteinas EP: la principal proteina de
superficie de prociclicos, PGKB (fosfoglicerato quinasa citosdlica) y PPDK (piruvato fosfato diquinasa) y proteinas
gue contienen elementos ricos en U parecidos al elemento ARE en sus regiones 3’UTR [523]. En T. cruzi se ha
demostrado ademads que los elementos ARE median la regulacion estadio especifica de los ARNm para TcSMUG

[272].

5.7.2 INTERACCION IN VITRO DE LA PROTEINA TcRBP19 CON REGIONES 3’UTR DE TRES GENES
SELECCIONADOS

Mediante GST-pull down de ARN y analisis de microarreglos de ADN, y en paralelo, mediante PCR en tiempo real e
inmunoprecipitaciéon pudimos verificar que efectivamente la proteina TcRBP19 es capaz de interaccionar con el
ARNm que la codifica. Teniendo en cuenta los antecedentes en cuanto a la relevancia de la region 3’UTR en la
regulacién de la expresion génica, nos preguntamos si TCRBP19 era capaz de interaccionar con su propio ARNm a
través de su regién 3’'UTR. Para ello se realizaron ensayos de retardo en gel (REMSA) con la proteina de fusion

GST-TcRBP19 vy la region 3'UTR del ARNm tcrbp19 obtenida mediante transcripcion in vitro (FIGURA 4.16.1).

En la FIGURA 5.7.2.1 se muestra, a modo de ejemplo, el producto de transcripcion in vitro en condiciones no
radiactivas. Se observa una banda de alto peso molecular correspondiente al plasmido lineal pGem-T Easy
conteniendo la regidon 3’UTR de tcrbp19, usado como molde. Con una migracién entre 200 y 300 bases se
encuentra una banda difusa correspondiente al ARN de =150 bases transcripto in vitro. Esta sefial es especifica de
la transcripcion ya que no se observa en el plasmido pGem-TcRBP19 3’UTR usado como molde. El aumento en el
tamafio aparente del producto de transcripcidn probablemente se deba a las estructuras secundarias que se

forman al usar geles de agarosa en condiciones nativas.
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FIGURA 5.7.2.1 Transcripcion in vitro de la regién 3’UTR de tcrbp19. (A) Electroforesis en gel nativo de
agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio mostrando el plasmido pGem-T Easy conteniendo la regién 3'UTR del
ARNm tcrbp19 linealizado con la enzima Spe | previo a la transcripcién. (B) Electroforesis en gel nativo de
agarosa al 2% tefido con bromuro de etidio del producto de la transcripcidn in vitro de la regiéon 3’"UTR del ARNm
tcrbp19. MPM: el marcador de peso molecular: 1kb ladder y 100 pb ladder Fermentas® en el gel de la izquierda y
derecha respectivamente.

A través del ensayo de REMSA, se pudo constatar que la proteina recombinante GST-TcRBP19 (=46 kDa) es
capaz de formar un complejo in vitro con la regién 3'UTR del ARNm tcrbp19 marcado radiactivamente (FIGURA

5.7.2.2).

GST-TCRBP19 - . +
GST - —+ -
B

sonda libre

FIGURA 5.7.2.2 |Interaccidn in vitro de la proteina recombinante TcRBP19 con la regidn 3'UTR del ARNm
tcrbp19. Ensayo de REMSA usando como sonda la regién 3’UTR (141 nucledtidos) del ARNm que codifica para la
proteina TcRBP19. La sonda fue sintetizada un presencia de [*’P]a-UTP (50.000 cpm), y se usaron 500 ng de
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proteina GST-TcRBP19 6 1 ug de proteina GST recombinante. Con una flecha se sefiala el complejo ARN-proteina
formado. Se indica ademas, la presencia/ausencia de proteina (+/-) y la migracién de la sonda libre.

Por otro lado, se analizd la interaccién de TcRBP19 con la regidon 3’UTR de otros dos de los ARNm blanco de
TcRBP19. De igual manera que para la 3’"UTR de tcrbp19, se cloné y marcé mediante transcripcidén in vitro la
region 3’UTR de los ARNm que codifican para la subunidad del complejo succinato deshidrogenasa SDH11 y de la

subunidad complejo ARP2/3.
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FIGURA 5.7.2.3 Transcripcién in vitro de la regién 3’UTR de dos genes blanco de TcRBP19. (A)
Electroforesis en gel nativo de agarosa al 2% teilido con bromuro de etidio mostrando el plasmido pGem-T Easy
conteniendo la region 3’UTR del los ARNm arp2/3 y sdh11 linealizado con la enzima Spe I. (B) Electroforesis en
gel nativo de agarosa al 2% tefido con bromuro de etidio del producto de la transcripcidn in vitro de las
correspondientes regiones 3'UTR. MPM: el marcador de peso molecular: 1kb ladder y 100 pb ladder Fermentas®
en el gel de la izquierda y derecha respectivamente.

A modo de ejemplo, se muestra en la FIGURA 5.7.2.3 una electroforesis en gel con el ensayo realizado “en frio”.
Se observa un conjunto de bandas difusas con una migracién de entre 150 y 500 bases correspondientes a las
diferentes estructuras del ARN transcripto para la regién 3'UTR tanto del ARNm que codifica para la subunidad
Arp2/3 como del que codifica para la subunidad del complejo succinato deshidrogenasa mitocondrial SDH11 de T.
cruzi. Las regiones 3’UTR de estos ARNm fueron transcriptas en presencia de ribouridina marcada con *P y
sometidas a REMSA en presencia de proteina recombinante GST-TcRBP19. En la FIGURA 5.7.2.4 puede
apreciarse que la proteina recombinante GST-TcRBP19 es capaz de formar complejos con las dos 3’UTR

ensayadas.
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FIGURA 5.7.2.4 Interaccién in vitro de |la proteina recombinante TcRBP19 con la regién 3’'UTR de dos ARNm
seleccionados. Ensayo de REMSA usando como sonda la regién 3’UTR del ARNm que codifica para la subunidad
SDH11 del complejo mitocondrial succinato deshidrogenasa (A) y para la subunidad del complejo ARP2/3 (B). La
sonda fue sintetizada en presencia de [**P]a-UTP (50.000 cpm), y se usaron 500 ng de proteina GST-TcRBP19 6 1
png de proteina GST recombinante. Con una flecha se sefiala el complejo ARN-proteina formado. Se indica
ademas, la presencia/ausencia de proteina (+/-) y la migracion de la sonda libre.

5.7.3 INTERACCION DE LA PROTEINA TcRBP19 CON ELEMENTOS RICOS EN U

Dado que las secuencias ricas en U contenidas en las regiones 3’UTR de los transcriptos blanco de TcRBP19
podrian constituir sefiales en cis, surge el interés en analizar estos elementos como posibles blancos de unién a
TcRBP19. Como primera aproximacion, se realizaron ensayos de retardo en gel con diferentes ribosondas
sintéticas ricas en U disponibles en el laboratorio (TABLA 4.29.1). La sonda NRE es una sonda rica en U que posee
un sitio de unién a proteinas de union al ARN del tipo Pumilio [332]. La sonda ARE contiene cuatro trechos del
pentamero ARE (AUUUA) presente en la regién 3’'UTR de varios ARNm blanco de TcRBP19 incluyendo el ARNm
tcrbp19. El elemento U-rich 26mer es el responsable de la inestabilidad del ARN EP1 en formas sanguineas de T.
brucei confiriendo regulacion a lo largo del ciclo de vida [524]. Las sondas CU y GU contienen repetidos del
elemento (CUUU), y (GUUU), respectivamente. En la FIGURA 5.7.3.1A puede observarse la formacion de
complejo de GST-TcRBP19 con las ribosondas GU, U-26mer y NRE. Para determinar la especificidad de la unién in
vitro TcRBP19-NRE y U-26mer, se realizaron competiciones con las ribosondas especificas e inespecificas que se
indican (FIGURA 5.7.3.1B). Se deduce de este ensayo que TcRBP19 es capaz de formar un complejo especifico
con la sonda NRE y que dicho complejo es desplazado por la adicion de sonda NRE fria en un exceso de 10y 100
veces. Por otro lado, la adicién de sonda ARE fria en un exceso molar de 10 veces no es capaz de desplazar dicho
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complejo y la competencia con sonda CU, GU y U-26mer fria en un exceso de 10 veces logra desplazar parte de
este complejo, por lo que se necesitarian mayores cantidades para desplazarlo completamente. Para el caso de
los ensayos con sonda U-26mer marcada, se observa que el complejo formado no es desplazado completamente
con un exceso de sonda fria especifica U-26mer, en un exceso molar de 100 veces. Sin embargo, el complejo GST-
TcRBP19 con la ribosonda marcada U-26mer es desplazado completamente con la sonda NRE fria en un exceso
molar de 10 veces. Esto estaria indicando una capacidad discriminatoria de la proteina TcRBP19 por diferentes
sondas ricas en U y una preferencia por la sonda NRE frente a la U-26 mer. En todos los casos puede apreciarse

que la formacién de complejo se debe a la presencia de TcRBP19 ya que el mismo no aparece en el control con

GST.
GST-TcRBP19 - + - + - + -+ - +
-

ARE Cu GU U-26mer NRE

competidor frio - - - NRE NRE ARE CU GU U-26mer - - - U-26mer U-26mer NRE  NRE

10x 100x 10x 10x 10x 10x 10X 100x 10x 100x

GST-TcRBP19 - - + + o+ + + o+ + - -+ + + + +

GST e -+ - - - - -
e # g

sonda NRE sonda U-26mer

FIGURA 5.7.3.1 Interaccidn in vitro de la proteina recombinante TcRBP19 con diferentes ribosondas ricas en U.
(A) Ensayo REMSA utilizando los oligonucleétidos sintéticos que se indican marcados con [*’P]y-CTP (approx.
15.000 cpm) y 500 ng de proteina recombinante GST-TcRBP19 (+). (B) Ensayo REMSA usando 500 ng de proteina
recombinante GST-TcRBP19 en presencia de sonda NRE (izquierda) é U-26mer marcada con [32P]y-CTP (approx.
15.000 cpm). Se agregaron competidores especificos e inespecificos frios (ARE, CU, GU 6 U-26mer) en un exceso
molar de 10 6 100 veces (10x y 100x) en los carriles indicados. Se realizé un control con GST para las sondas NRE y
U-26mer.

Andlisis de competencia usando diferentes sondas que delimitan subregiones dentro de la regién 3’UTR de
tcrbp19, podrian esclarecer las caracteristicas del elemento reconocido. Sin embargo, es comun que las RBPs
requieran de sefales dispersas en regiones relativamente amplias [525] y, en muchos casos, se definen

elementos de varias decenas de pares de bases [279].
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Las regiones 5’ y 3’ no traducidas de algunos ARNm blanco de la proteina TcRBP19 fueron determinadas de forma
experimental y tedrica. Todas las UTRs analizadas contienen trechos ricos en Uridinas, aunque no se encontro
ningun elemento conservado. Se modelaron in silico las regiones 5’ y 3’UTR de dichos ARNm y se constato la
presencia de estos trechos ricos en U tanto en regiones simple hebra como en regiones doble hebra en la
estructura secundaria del ARN. Los ARNm analizados que contienen trechos ricos en U son todos de expresion
diferencial a lo largo de su ciclo de vida. La proteina TcRBP19 es capaz de establecer interacciones con las
regiones 3’UTR de por lo menos tres de los genes seleccionados. En particular es capaz de unirse a la region 3’'UTR
del gen que la codifica. Finalmente, la proteina TcRBP19 es capaz de reconocer in vitro diferencialmente algunas

ribosondas sintéticas ricas en U.
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5.8 ANALISIS DE LA FUNCION REGULATORIA DE LA REGION 3’UTR DE tcrbp19

5.8.1 CUANTIFICACION DEL ARNm REPORTERO cat

Para investigar la funcidn regulatoria de la region 3'UTR del gen tcrbp19 se construyd un vector reportero (pTEX-
CAT-3’UTR) en donde se inserté la regién en estudio corriente abajo del gen reportero cat (cloranfenicol acetil
transferasa) en el vector de expresion de T. cruzi pTEX [349]. Se realizaron dos construcciones diferentes, una con
la region 3’UTR de tcrbp19 de 142 y otra de 124 nucledtidos (FIGURA 5.7.1.1) para generar los plasmidos pTEX-
CAT-3’UTR-1 y pTEX-CAT-3’UTR-2. Con estas construcciones (FIGURA 5.8.1.1) se transfectaron epimastigotas de
T. cruzi y se seleccionaron los transfectantes con neomicina. Como control se usaron parasitos transfectados con
el pldasmido control pTEX-CAT donde la expresion del reportero estd dirigida por las regiones 5’ corriente arriba y

y 3’ corriente abajo del gen gapdh presentes en el vector original [349].
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FIGURA 5.8.1.1 Esquema del vector pTEX-CAT conteniendo la regién 3’"UTR del ARNm tcrpb19.

Los parasitos conteniendo el vector pTEX-CAT y pTEX-CAT-3’UTR fueron crecidos con bajas concentraciones de
antibiotico (250 pg/mL) para que, a la vez de mantener la presién selectiva evitando la pérdida del vector
episomal, se puedan minimizar los efectos causados por la sobrexpresion del vector. En ambos casos, se
cuantificd el nimero de copias de vector en la poblacién de parasitos transfectados para normalizar los
resultados en funcién del mismo. Para ello, mediante gPCR a partir de ADN total, se analizé la cantidad de gen cat
relativa al gen gapdh usado para normalizar. En todos los casos, la cantidad de cat correspondia a =0,5 veces la
cantidad de gapdh, presente en dos copias por genoma diploide, por lo tanto, se estimé un pldsmido por parasito

en la poblacién total de transfectantes (TABLA 5.8.1.1 y 5.8.1.2).
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N2 de copias relativo a

(acT) ° . A
CcT CcT ACT 2 gapdh N2 de copias plasmido
PTEX-CAT gapdh 7,11 cat 839 -1,28 0,41 0,44 + 0,04 0,88 £ 0,09
gapdh 5,57 cat 6,82 -1,25 0,42
gapdh 5,39 cat 6,42 -1,03 0,49
PTEX-CAT-UTR-1 gapdh 6,75 cat 7,51 -0,76 0,59 0,46 +0,12 0,92 £0,23
gapdh 5,36 cat 6,68 -1,32 0,40
gapdh 5,93 cat 7,32 -1,39 0,38
PTEX-CAT-UTR-2 gapdh 12,28 cat 13,65 -1,37 0,39 0,43 + 0,06 0,86 £0,13

gapdh 5,8 cat 6,87 -1,07 0,48

TABLA 5.8.1.1 Numero de copias de plasmido en poblaciones de pardsitos epimastigotas transfectados.
Resultado de experimentos de PCR en tiempo real con ADN de pardsitos transfectados con el plasmido control
PTEX-CAT, y dos transfecciones independientes con los pldsmidos pTEX-CAT-UTR-1 y 2 conteniendo la regién
3’UTR del ARNm tcrbp19. Se cuantificd la cantidad de copias del plasmido relativo al gen gapdh presente en dos
copias por genoma diploide. Para las tres transfecciones se obtuvo un promedio de 1 copia de plasmido por
pardsito en la poblacidn analizada. Se muestra el resultado de triplicados técnicos con su error para cada
transfeccion. Para el caso de la transfecciéon pTEX-CAT-UTR-2 se realizaron duplicados técnicos

N2 i lati
CcT CcT ACT 2 een de copias relativo a N2 de copias plasmido
gapdh
PTEX-CAT gapdh 956 «cat 8,39 -1,17 0,44 0,44 0,88
PTEX-CAT-UTR-1 gapdh 10,68 cat 9,53 -1,15 0,45 0,45 0,90
PTEX-CAT-UTR-2 gapdh 1347 cat 12,16 -1,31 0,40 0,40 0,80

TABLA 5.8.1.2 Numero de copias de plasmido en poblaciones de pardsitos amastigotas transfectados en cultivo.
Resultados de experimentos de PCR en tiempo real con ADN total de células infectadas con pardsitos
transfectados con el plasmido control pTEX-CAT, y dos transfecciones independientes con los plasmidos pTEX-
CAT-UTR-1 y 2 conteniendo la regién 3’"UTR del ARNm tcrbp19. Se cuantificd la cantidad de copias del plasmido
relativo al gen gapdh presente en dos copias por genoma diploide. Para las tres transfecciones se obtuvo un valor
de 1 copia de plasmido por parasito en la poblacién analizada. Se muestra el resultado de un ensayo de qPCR
para cada transfeccion.

A continuacion, se analizé el efecto de la presencia de la region 3’UTR sobre la abundancia del ARNm reportero
cat en estado estacionario. Se cuantificd por qRT-PCR la cantidad de ARNm cat relativa a gapdh en parasitos
conteniendo el vector pTEX-CAT-3’UTR normalizando con parasitos conteniendo el vector control pTEX-CAT. Este
ensayo se realizd de forma comparativa tanto en epimastigotas como en pardsitos amastigotas (FIGURA
5.8.1.2). Se encontré que los dos largos ensayados de la regidén 3’UTR (124 y 142 nts. respectivamente)
promueven una reduccidén del nivel de transcripto en estado estacionario del reportero en el estadio

epimastigota en niveles similares. En cambio, en el estadio amastigota se observa que esta regidn regulatoria
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provoca una estabilizacidon del mensajero reportero (FIGURA 5.8.1.2). Es de hacer notar que no se encontrd

diferencias significativas entre los dos largos de las 3’"UTR ensayados (test y cuadrado).
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FIGURA 5.8.1.2 Efecto de la regién 3’'UTR del ARNm tcrbp19 en la expresion del reportero CAT. Resumen de la
cuantificacién del ARNm en estado estacionario del ARNm cat relativa a la cantidad de ARNm para gapdh usado
como gen constitutivo de referencia. Cada barra representa el promedio de los valores representados en la
TABLA 5.8.1.4 con su desvio estandar. Los valores de ARNm cat en estos transfectantes fueron normalizados a 1
contra el transfectante pTEX-CAT usando el método 2%*“" [357]. Los datos fueron evaluados mediante analisis de
varianza (ANOVA). Se aplico el test t para determinar la significancia estadistica. (**P < 0.005).

En conclusion, la region 3'UTR de tcrbpl9 promueve una disminucion del mensajero bajo su control, en
epimastigotas. Por el contrario, en amastigotas esta region regulatoria promueve un aumento del estado

estacionario del transcripto del gen reportero.
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5.9 EFECTO DE LA SOBREXPRESION DE TcRBP19 EN LA ESTABILIDAD DE LOS ARNm BLANCO

La expresién de genes que codifican para proteinas en eucariotas se regula a multiples niveles, incluyendo, tal
como se ha comentado previamente, la sintesis del ARN pre mensajero en el nucleo, el procesamiento nuclear de
este transcripto primario a ARNm, el transporte del mismo al citoplasma, su disponibilidad para la traduccién y su
degradacion en el citoplasma. Todas estas etapas deben estar fuertemente reguladas para garantizar la adecuada

traducibilidad del ARNm, la cual determinard la cantidad de proteina resultante.

El control de la estabilidad de los ARNm constituye el principal mecanismo implicado en la regulacién de la
expresion génica diferencial en T. cruzi [223]. La regulacion de este proceso, junto con los demds procesos post-
transcripcionales, define la funcionalidad de un mensajero, dependiendo de la existencia de elementos
reguladores en cis y factores en trans con los que interaccionan. Teniendo en cuenta que el 3’UTR de tcrbp19
afecta el nivel de estado estacionario del ARN reportero que se encuentra corriente arriba y que la proteina
TcRBP19 es capaz de interaccionar con esa region, surge la hipdtesis de que dicha proteina constituya un factor
en trans que tenga un efecto en la abundancia de los transcriptos a los cuales reconoce. Para evaluar esta
posibilidad, nos propusimos el estudio de los cambios en la abundancia, del ARNm tcrbp19, como consecuencia

de la sobrexpresion de TcRBP19.

Por otra parte, se analizé también el efecto de la sobrexpresion de TcRBP19 sobre los niveles de algunos otros
ARNm blanco seleccionados (sdh11, arp2/3 y dph3) comparando con el nivel de los mismos en parasitos salvajes.
La cuantificacion mediante gRT-PCR de dichos ARNm se realizd relativa al gen gapdh usado como control. Tanto
para tcrbp19 como para los otros tres transcriptos, se observd, una disminucién en la cantidad de ARNm en
estado estacionario en condiciones de sobrexpresion de TcRBP19 comparado con la cantidad en parasitos
salvajes (FIGURA 5.9.1). Este resultado sugiere que TcRBP19 actuaria como un factor potencializador de la
disminucién de la cantidad en estado estacionario de estos ARNm blanco en epimastigotas. La disminucién de
estos ARNm sugiere que los mismos no estarian siendo movilizados a polisomas en este estadio, dado que segun
los andlisis de transcriptoma de ARN polisomal, estos genes no parecen estar afectados. Sin embargo, vale la
pena destacar que para este analisis de transcriptoma, se usé una lamina de microarreglo de ADN generada en el
Instituto Carlos Chagas, Curitiba y no tenemos acceso a la identidad de los genes depositados en la misma. Por
tanto desconocemos si estos transcriptos de interés estaban presentes. Por otro lado, la disminucién de la

abundancia del transcripto para la subunidad del complejo Arp2/3 como resultado de la expresidn forzada de
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TcRBP19 si habia sido evidenciada en analisis del transcriptoma usando ARN polisomal de amastigotas

transfectantes® (TABLA 5.4.2.2).

E=) pTEX-TcRBP19
wt

Concentracion relativa de ARNm

FIGURA 5.9.1. Cuantificacién de algunos potenciales ARNm blanco de TcRBP19 en epimastigotas que
sobrexpresan esa proteina. Se analizd por qRT-PCR la cantidad de ARNm blanco relativa al ARNm gapdh en
pardsitos salvajes y pardsitos epimastigotas sobrexpresando TcRBP19. Se muestra el promedio de tres
experimentos y de dos experimentos para el caso del ARNm sdh11 con el error expresado como SEM. Los datos
fueron evaluados mediante analisis de varianza (ANOVA). Se aplicd el test t para determinar la significancia
estadistica (P < 0.05).

Este efecto negativo en la abundancia de los ARN blanco causado por sobrexpresién de TcRBP19 en el estadio
epimastigota y el hecho de que en tripanosomatidos parece no existir control transcripcional, sugieren que
TcRBP19 pueda tener un efecto en la estabilidad de los transcriptos a los cuales se une promoviendo su
degradacion y por tanto afectando su abundancia. Para testar esta hipétesis, se analizé la cinética de degradacion
del transcripto tcrbp19 (y luego de los otros ARNm de interés) en presencia de la droga actinomicina D que inhibe

la transcripcién afectando la elongacion del nuevo ARNm transcripto [526].

Se cultivaron los pardsitos en presencia de actinomicina D y se tomaron alicuotas a diferentes tiempos. Se
cuantific6 mediante qRT-PCR la cantidad de ARNm de interés relativo al ARNm gapdh en las alicuotas

correspondientes a los diferentes tiempos. Para poder cuantificar los niveles de ARNm tcrbp19 enddgeno, se

’No se dispone de este tipo de datos para los genes sdh11y tcDph3.
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utilizaron cebadores que hibridan con la regién 5’UTR del transcripto. Esta region estd ausente en los transcriptos
tcrbp19 que provienen del vector pTEX-TcRBP19 usado para alcanzar la sobrexpresién. De esta forma, se
cuantificd mediante gRT-PCR la cantidad de transcripto tcrbp19 enddgeno relativo al transcripto gapdh usado
como control. En la FIGURA 5.9.2 se puede observar una clara caida en la estabilidad del ARNm tcrbp19

enddgeno en parasitos que sobrexpresan TcRBP19 con respecto a los parasitos control pTEX.
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FIGURA 5.9.2 Estabilidad del ARN tcrbp19 en epimastigotas que sobrexpresan de TcRBP19. Se analizé por qRT-
PCR la cantidad de ARNm tcrbp19 relativa al ARNm gapdh a distintos tiempos en presencia de ActinomicinaD en
parasitos que sobrexpresan TcRBP19 y en parasitos control (transfectados con pTEX). Se muestra el promedio de
tres experimentos con el error expresado como SEM.

Para confirmar la directa interaccién de la proteina TcRBP19 ectdpicamente expresada en epimastigotas con la
region 3’UTR del ARNm tcrbpl9, se realizaron ensayos de REMSA con los extractos proteicos totales de
epimastigotas sobrexpresando TcRBP19 y la regidn 3'UTR de tcrbpl9 marcada radiactivamente mediante
transcripcién in vitro (FIGURA 5.9.3). En las condiciones ensayadas puede apreciarse la presencia de un
complejo. A su vez, la incubacién previa del extracto proteico con un anticuerpo anti-TcRBP19 impide la
formacién del mismo. Por tanto, el retardo en la sonda correspondiente a la regidon 3’UTR de tcrbp19 puede

atribuirse a su interaccién con la proteina TcRBP19.
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FIGURA 5.9.3 Interaccidén in vitro de la proteina TcRBP19 expresada ectdépicamente en epimastigotas con la
regiéon 3'UTR del ARNm tcrbp19. Ensayo de REMSA usando extractos proteicos totales (2 pg) de epimastigotas
sobrexpresando TcRBP19, en presencia y ausencia de anticuerpo anti-TcRBP19 policlonal, y se incubaron con la
sonda correspondiente a la regién 3’UTR marcada con [*’P]a-UTP (50.000 cpm) y obtenida por transcripcién in
vitro.

A continuacién, nos propusimos analizar si este efecto desestabilizador de la proteina TcRBP19 sobre su propio
ARNmM en epimastigotas se podia extender a los otros ARNm blanco seleccionados (sdh11, arp2/3 y dph3). En la
FIGURA 5.9.4 se muestra el efecto de la sobrexpresidon de TcRBP19 sobre la estabilidad de los mensajeros en el
estadio epimastigota. Para los tres transcriptos blanco analizados se ve una disminucion de la cantidad de ARN

mas acelerada cuando se sobrexpresa la proteina TcRBP19.

Se ha reportado que los transcriptos que codifican para proteinas metabdlicas y estructurales tienen tendencia a
tener vidas medias mayores, mientras que los transcriptos que codifican para factores de transcripcion o factores
de biogénesis de ribosomas tienen vida media mas corta [527,528]. Este hecho podria explicar la tendencia
observada para los genes analizados en los parasitos salvajes. Como control se analizé la estabilidad del ARNm
gcn5-like, un ARN que no parece ser blanco directo de la proteina TcRBP19, ya que si bien fue seleccionado en el
ensayo de GST-pull down, dicha interaccidon no se verificdé por gRT-PCR ni por REMSA (dato no mostrado). La
estabilidad de este gen en presencia de sobrexpresién de TcRBP19 no difiere significativamente de la observada

en parasitos salvajes tal como se esperaba para un gen cuyo ARNm no se une TcRBP19.
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FIGURA 5.9.4 Estabilidad de ARN blanco de la proteina TcRBP19 en condiciones de sobrexpresidén de la misma.
Se analizé por gRT-PCR la cantidad de ARNm relativa al ARNm gapdh a distintos tiempos en parasitos salvajes y
pardsitos epimastigotas sobrexpresando TcRBP19 en presencia de ActinomicinaD por diferentes tiempos. Se
muestra el promedio de tres experimentos con el error expresado como SEM. Se muestra la cinética de
decaimiento del ARNm que codifica para (A) la subunidad del complejo ARP 2/3, (B) la proteina homéloga a
Dph3, (C) la subunidad del complejo mitocondrial succinato deshidrogenasa y (D) el factor GCN-5 like.

Mediante cuantificacion relativa de la cantidad de algunos ARNm blanco, en el estadio epimastigota, se constato
que dichos ARNm estaban disminuidos en pardsitos que sobrexpresaban la proteina TcRBP19 con respecto a
pardsitos control. Se pone de manifiesto entonces una posible funcion desestabilizadora de parte de dicha
proteina en epimastigotas transfectantes. Dicho rol desestabilizador fue analizado en epimastigotas mediante
ensayos de estabilidad. Se encontré que la tasa de decaimiento, tanto del mensajero que codifica para tcrbp19
como para otros tres ARNm blanco de TcRBP19, resulta mds acelerada en pardsitos que sobrexpresan TcRBP19

con respecto al control.
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La proteina TcRBP19 es una proteina exclusiva de kinetoplastidos que presenta un dominio conservado de unién
al ARN del tipo RRM. La funcidn de esta proteina no ha podido ser inferida por homologia. Estudios previos de
nuestro grupo, indican que TcRBP19 es capaz de unirse a ARN in vitro discriminando entre diferentes ribosondas.
En ensayos de Western blot se pudo detectar la presencia de TcRBP19 en el estadio amastigota en niveles
sumamente bajos [339,340]. Surge entonces la hipétesis de que, dada la baja expresion de esta proteina, la
misma podria ser catalogada como un regulador que actla en etapas tempranas o especificas de diferentes
procesos. Por otro lado, dado que TcRBP19 presenta una expresion diferencial durante el ciclo de vida
expresandose en el estadio intracelular del parasito, podria estar regulando procesos relacionados con el
desarrollo del ciclo de vida de T. cruzi. Este hecho, junto con la observacidn de que TcRBP19 se expresa
Unicamente en tripanosomatidos, hacen que esta proteina pueda ser considerada ademds, como un blanco para
disefo racional de drogas. Finalmente, el hecho de que en T. cruzi, la regulacién de la expresion génica opera
principalmente a nivel post-transcripcional, confiere especial interés a las proteinas de unién al ARN y demas
moléculas que modulan el destino de los ARNm. Por lo antes expuesto, nos propusimos el estudio de la
funcionalidad de esta proteina de unidon a ARN para comprender los eventos de regulacién génica en estos

parasitos.

Para acercarnos a conocer la funcién de TcRBP19, analizamos el ciclo de vida de T. cruzi usando pardsitos que
sobrexpresan la proteina TcRBP19. La expresion ectdopica de TcRBP19 afecta el desarrollo del ciclo de vida de T.
cruzi. Parasitos epimastigotas expresando ectépicamente la proteina TcRBP19 tienen una capacidad disminuida
de desarrollar el proceso de metaciclogénesis in vitro. Por otro lado, los metaciclicos sobrexpresando esta
proteina, tienen una capacidad de infeccion disminuida comparado con pardsitos control. Este hecho, sugiere la
participacion de TcRBP19 en la regulacion temprana y especifica de mecanismos de respuesta a cambios
ambientales, que desencadenan el proceso de metaciclogénesis y vinculados con la invasion de célula
hospedera. El estudio de la infectividad disminuida de estos parasitos transfectantes en organismos modelo

vivos, es un desafio que nos proponemos abordar en futuros trabajos.

Se adjudicé una localizacidn citoplasmatica para TcRBP19. Mediante fraccionamiento subcelular en epimastigotas
sobrexpresando TcRBP19, se observa ademads una co-sedimentacién de la proteina TcRBP19 con los polisomas.
Este hallazgo sugiere que TcRBP19 podria estar involucrada en mecanismos de localizacién de ARNm al pool de
ARNs traduccionalmente activos, o en la modulacion del propio proceso de traduccion. El efecto de la proteina
en ensayos de traduccidn in vitro usando parasitos sobrexpresando TcRBP19 podria ayudar a esclarecer esta

hipdtesis.

La sobrexpresion de TcRBP19 afecta los niveles de ciertos ARNs traduccionalmente activos en estado estacionario

de estadios epimastigota y amastigota. Los transcriptos afectados identificados en epimastigotas son diferentes a
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los afectados en amastigotas. No se pudo definir ningin agrupamiento entre los genes afectados referente a
funcidn, localizacién o expresién a lo largo del ciclo de vida. De cualquier manera, estos resultados sugieren que
TcRBP19 estaria participando en cascadas regulatorias a través de diferentes mecanismos que involucrarian
factores auxiliares estadio especificos. En este contexto TcRBP19 podria unirse a los ARNm movilizandolos
selectivamente a los polisomas o podria regular indirectamente la abundancia de los ARNm afectados
mediante asociacidn con factores especificos capaces de alterar la tasa de degradacion de dichos ARNm. Seria
interesante entonces, analizar también mediante el uso de la misma tecnologia usada o de técnicas de
secuenciaciéon masiva, el cambio en la abundancia de los ARNs totales como resultado de la sobrexpresion de

TcRBP19.

Se identificaron por espectrometria de masas diferentes proteinas candidatas a interaccionar directa o
indirectamente con TcRBP19. Se abordaron diferentes estrategias donde se analizé por un lado, la interaccion de
TcRBP19 in vitro con proteinas provenientes de extractos proteicos de epimastigotas salvajes. Por otro lado, se
estudio la interaccién in vivo de TcRBP19 con proteinas de epimastigotas sobrexpresando TcRBP19. Las proteinas
identificadas como compafieras de accién de TcRBP19 incluyen proteinas de choque térmico, proteinas del
metabolismo, proteinas involucradas en mecanismos redox de detoxificacion, proteinas estructurales, histonas
y factores de elongacion de la traduccidon. Los resultados de espectrometria de masas indican que TcRBP19
podria estar sujeta a algun tipo de modificacion post-traduccional. Por las caracteristicas de las proteinas de
interaccion identificadas, surgen dos hipdtesis. En primer lugar, se podria plantear la interaccion de TcRBP19 con
proteinas relacionadas con el proceso de invasién del pardsito a la célula hospedera. La segunda hipdtesis
propone un rol en la traduccién mediante la interacciéon de TcRBP19 en los polisomas con factores de elongacién
de la traduccidn. Queda pendiente para futuros proyectos analizar la modificacion a la que esta sujeta la proteina
TcRBP19 y estudiar si ambas isoformas son efectivamente activas en epimastigotas, y si cumplen la misma
funcion. Como perspectiva resta la confirmacion de las interacciones con las proteinas identificadas mediante
otras metodologias alternativas. Seria ademds interesante, realizar estos experimentos con proteinas de

amastigotas para identificar los eventuales compafieros de accidn especificos de estadio.

Aproximaciones ribonédmicas con ARN de epimastigotas y de amastigotas permitieron identificar diferentes
transcriptos capaces de interaccionar in vitro con TcRBP19. Estos se caracterizan por poseer regiones ricas en U
en sus 3'UTR. En particular, los transcriptos seleccionados a partir de ARN de amastigotas pueden clasificarse en
pequefios grupos con un patrén de expresion comun a lo largo del ciclo de vida lo que sugiere que existiria una
co-regulacién de los mismos. Los datos obtenidos indican que TcRBP19 es capaz de unirse a su propio ARNm
sugiriendo la existencia de un posible mecanismo de auto-regulacion. TCRBP19 constituye el primer ejemplo en

tripanosomatidos de una RBP capaz de interaccionar con el ARN que la codifica. Se identificaron ademads, otros
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tres transcriptos que también son capturados por TcRBP19 en experimentos con ARN de epimastigotas y de
amastigotas. Todos ellos codifican para proteinas hipotéticas conservadas cuyo perfil de transcripcién a lo largo
del ciclo de vida es semejante entre si. Por otro lado, se confirmdé ademas usando otras metodologias, la
interaccion in vitro de TcRBP19 con otros tres ARN para los cuales existen datos asignados por homologia: un
ARN que codifica para una subunidad del complejo ARP2/3, una proteina con motivo dedo de Zinc (TcDph3) y una
subunidad SDH11 del complejo mitocondrial Il. En base a los resultados anteriores, resultaria importante para
conocer la funcién de TcRBP19, estudiar si estos ARNm blanco estan siendo movilizados por TcRBP19 para ser
traducidos en los polisomas o para ser degradados. Queda pendiente ademas, la confirmacidn del resto de los
ARNm seleccionados asi como también el analisis del perfil de expresién de los mismos en condiciones de

sobrexpresién de TcRBP19.

La proteina TcRBP19 recombinante es capaz de interaccionar in vitro con las regiones 3’'UTR de al menos tres
de los transcriptos seleccionados en el GST-pull down con ARN de amastigotas (tcrbp19, arp2/3 y sdh11) y con
algunas ribosondas sintéticas ricas en U. La proteina TcRBP19 expresada ectopicamente en epimastigotas, es
también capaz de interaccionar con la regién 3’UTR del ARNm que la codifica. Como perspectiva a futuro nos
planteamos delimitar los elementos estructurales o de secuencia presentes en la regién 3'UTR de tcrbp19y de los
otros ARN blanco responsables de la interaccion. Se pretende también analizar si existe interaccion de TcRBP19

con las regiones 5’UTR y regiones codificantes.

Mediante el uso de un gen reportero, se pudo inferir que la regién 3’UTR de tcrbpl19 confiere regulacion
diferencial a lo largo del ciclo de vida. Se observé que la presencia de esta regidon provoca un aumento de la

abundancia de transcripto en estado estacionario en amastigotas y una disminucion en epimastigotas.

El andlisis del nivel de estado estacionario de algunos transcriptos blanco, en condiciones de sobrexpresion de
TcRBP19, sugiere que esta proteina podria tener una funcién de regulacidon negativa en epimastigotas. Ensayos
de estabilidad permitieron concluir que la expresion ectépica de TcRBP19 afecta negativamente la estabilidad
de los ARNm blanco testados en epimastigotas. Seria interesante estudiar la estabilidad de los ARNm blanco de
TcRBP19 en amastigotas y ver si existe un fendmeno asociado a este estadio. Por otro lado, resta analizar la
variacion en la estabilidad de los demas ARNm seleccionados como consecuencia de la expresién forzada de
TcRBP19. En este aspecto, no se descarta la realizacidon de estudios de estabilidad a gran escala usando ARN total

en lugar de ARN polisomal.

Basandonos en estos hallazgos, podemos plantear un modelo para la funcion de TcRBP19 en epimastigotas de T.
cruzi (FIGURA 6.1). TcRBP19 interacciona con el ARNm que la codifica, mas precisamente con su region 3'UTR.

Esta interaccidon provoca una disminucion de los niveles de este ARNm. Sin embargo, no hay evidencia de que
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TcRBP19 tenga por si misma capacidad degradativa ni pudo comprobarse la interaccién directa de TcRBP19 con la
maquinaria de degradacién. Podriamos estar entonces frente a una interaccidn transitoria, 6 que alguna de las
proteinas identificadas como compafiera de accion actle como proteina moonlighting, actuando como nexo y/o
convocando magquinaria de degradacion. Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en los ensayos con
reporteros a nivel proteico, en este modelo se incluye una posible actividad reguladora de la traduccion dirigida
por elementos presentes la regiéon 3'UTR (FIGURA 6.2). En este contexto, es tentador proponer una funcién dual
de TcRBP19 en epimastigotas que incluya, ademads del rol en la regulacién de la abundancia de mensajero, la
inhibicién de la traduccién directa o indirectamente, al unirse a la regién 3’UTR de ciertos ARNm en los
polisomas. Esta propuesta se basa en dos hallazgos, en primer lugar estd el hecho que TcRBP19 se asocie a
polisomas en epimastigotas y por otro lado se identificaron factores de elongacién de la traduccion como
proteinas de interaccién con TcRBP19. Estos dos mecanismos aunados serian responsables de mantener un
estricto control de la cantidad de proteina TcRBP19 en epimastigotas que debe mantenerse en niveles

sumamente bajos.

I__| TcRBP19 Jg :

(o)
AUG @ 3'UTR

FIGURA 6.1 Modelo propuesto para la funcién de TcRBP19 en epimastigotas. La proteina TcRBP19 unida a la
region 3'UTR promueve la degradacion del ARNm tcrbp19 en epimastigotas reclutando directa o indirectamente
la maquinaria de degradacién de ARN. Por otro lado, esta region 3'UTR podria regular de alguna forma la
eficiencia traduccional, proceso que podria estar mediado por la proteina TcRBP19.

Son varios los mecanismos regulatorios que afectan la traduccidn [529]. Se ha postulado también que los
ribosomas no serian simples maquinas de traduccién, sino que constituyen elementos regulatorios que pueden
influenciar selectivamente la traduccion de varios ARNm, y en algunos casos los ribosomas pueden disparar el
decaimiento de los ARNm a los cuales estan unidos [530]. Por tanto, la presencia de TcRBP19 en la fraccidon
polisomal, podria deberse a la interaccién con la regidon 3'UTR del ARNm tcrbp19 que esta siendo traducido en los
polisomas. Esta interaccién podria darse en etapas tempranas, cuando TcRBP19 es recién sintetizada, y no
necesariamente involucra una asociacion directa de TcRBP19 con la maquinaria traduccional (FIGURAG6.2).
Sustentando esta hipotesis, existe evidencia a través de datos de RNA-Seq de andlisis de perfil de ribosomas, que

el ARNm tcrbp19 se encuentra en los polisomas traduccionalmente activos existiendo huellas de ribosomas en
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epimastigotas, y que ademds, existen pausas en la traduccién hacia el extremo 3’ del ARNm tcrbp19 (Smircich,
comunicacion personal). Estas pausas en la traduccion podrian ser causa o consecuencia, directa o indirecta, de la
interaccion con TcRBP19. Las mismas contribuirian a un enlentecimiento de la traduccién que permitiria que la
proteina TcRBP19 recientemente traducida, se una a la region 3’"UTR del ARNm tcrbp19 reclutando la maquinaria
de degradacion del ARNm y eventualmente reclutando maquinaria de degradacion de la proteina y afectando la

traduccion.

FIGURA 6.2 Modelo propuesto de auto-regulacidn negativa. Este modelo explicaria la presencia de TcRBP19 en
la fraccién polisomal y su posible rol en la regulaciéon de la traduccidn y degradacién de su propio ARNm en
epimastigotas. La proteina TcRBP19 recientemente sintetizada se uniria a la regién 3’UTR del ARNm que la
codifica. Desde alli, interaccionaria de manera directa o indirecta con el ensamblaje de la maquinaria traduccional
inhibiendo la traduccion. Por otro lado, mediante la interaccion de TcRBP19 con factores de elongacién de la
traduccién y/o con otros factores aun desconocidos, no se puede descartar que se promuevan pausas en la
traduccidn, que podrian inducir alguna sefial que convoque la maquinaria de degradacion de proteina, y/o de
degradacion del ARNm.

En este trabajo se identificd un mecanismo post-transcripcional de regulacion, hasta ahora no descripto en
tripanosomadtidos. La auto-regulacion negativa, puede proveer un estricto control particularmente relevante en un
organismo donde estd ampliamente aceptado que la regulacion de la expresion génica se da a nivel de
mecanismos post-transcripcionales. Mediante este mecanismo los niveles de TcRBP19 pueden ser mantenidos en

niveles no detectables en epimastigotas.
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Anexo

CEBADORES UTILIZADOS

Los oligonucledtidos cebadores utilizados fueron disefados usando el programa OligoPerfect™ Designer

(Invitrogen) disponible en (http://tools.invitrogen.com/content.cfm?pageid=9716) y se sintetizaron en IDT

Integrated DNA Technologies, Eurofins MWG Operon o la compafiia Macrogen. Las secuencias de los mismos se

detallan en la TABLA A.1.

Oligonucleétido Secuencia Uso
Ingapdh1 5’ -cgacaacgagtggggatact-3’ qRT-PCR
Ipgapdh2 5’ -ctacaaccttgccgaacgat-3’ qRT-PCR
Ipcati 5’ -gcgtgttacggtgaaaacct-3’ gRT-PCR
Ipcat2 5’ -ggattggctgagacgaaaaa-3’ gRT-PCR
5’°UTRfw 5’ -ggtgacggttggtgcttctggce—3’ qRT-PCR
5’UTRrev 5’ -gcacccgatttgcegttcttg-3' qRT-PCR
Tc19fw 5’ -aggcattcagcgttacaagaac-3’ gRT-PCR
Tc19rev 5’ -cgatttgccaagaagtttgtg-3’ gRT-PCR
ARP2/3-11Fw 5’ -ccgcctatttgecttactacg-3' gRT-PCR
ARP2/3-11rev 5" -gctccacggtacatgaaggat-3’ gRT-PCR
GCN5-12Fw 5’ -ccaccgttgttgtctccatc-3’ qRT-PCR
GCN5-12rev 5’ -gatcaaaccttccagcactga-3’ qRT-PCR
ZincFinger-6Fw 5’ -tttcactacgaggaggtgcag-3’ qRT-PCR
ZincFinger-6rev 5’ -ccgaaagctcgaatagatcg-3’ gRT-PCR
1-84Fw 5’ -gcaggttcgccactttacttce-3" qRT-PCR
1-84rev 5’ -cggtaaaataccgtgcattcc-3’ gRT-PCR
SDH11fw 5’- ggattgactgcgggattttc -37 Clonado de 3'UTR sdh11
ARP2/3fw 5’- cacgaggaagtagaaacaatgc -3’ Clonado de 3'UTR arp2/3
TcRBP19fw (LP1) 5’ - tgaggactatcgcagcgccatac -3 Clonado de 3'UTR tcrbp19
Miniexon 5’- cgctattattgatacagtttctg -3’ Clonado de 5’UTR tcrbpq9
TcRBP19rev 5’ - cgatttgccaagaagtttgtg -3’ Clonado de 5’UTR tcrbp19

tc19-1REV_Xho
tc19-2REV_Xho

tc19-1FW_Hind

tc19-2FW_Hind

5’ -cctecgagctgccgcacccaacatttcaccg-3'
5’ —cctecgagcactgtccttctcattcegte-37
5’ —caaagcttaaaggaaatgcgttgcctgce-3’

5’ -caaagcttaaatgaaatgcgttgcctgc-3’

Clonado de 3’UTR tcrbp19 para reportero CAT
Clonado de 3'UTR tcrbp19 para reportero CAT
Clonado de 3'UTR tcrbp19 para reportero CAT
Clonado de 3’UTR tcrbp19 para reportero CAT

TABLA A1l Cebadores

utilizados en este trabajo
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ANALISIS DE LOS CEBADORES UTILIZADOS EN gPCR

La secuencia de los cebadores fue chequeada con diferentes programas disponibles, constatandose la ausencia
de dimeros de cebador o estructuras secundarias termodinamicamente estables que puedan formarse. Para ello

se utilizé el servidor web de la compaiiia IDT (http://www.idtdna.com/site) y el programa Genamics Expression

(Copyright (C) 2000-Version 1.100, Genamics Software, Inc).

Para el modelado de estructura secundaria, se usé ademas la aplicacién DNA folding form en el servidor The

mfold Web Server (http://mfold.rna.albany.edu/?g=mfold/mfold-references) usando los parametros por defecto.

Solo se representan las estructuras con valores de energia libre negativa. Ninguno de los cebadores forma

estructuras secundarias con valores de energia libre significativamente bajo a 372C (FIGURA Al).

PAGINA SIGUIENTE:

FIGURA A1 Estructuras secundarias predichas para los cebadores utilizados en este trabajo. Se indica junto al
nombre de cada cebador el valor de energia libre de Gibbs.
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{3 Ly

Ipgapdh1 AG: -1.33 kcal/mol Ipgapdh2 AG: -0.09 kcal/mol Ipcat1 AG: -4.38 kcal/mol
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Ipcat2 AG: -0.51 kcal/mol 5’UTRfw AG: -2.25 kcal/mol 5’UTRrev AG: -1.01 kcal/mol
Te19fw AG: -1.29 kcal/mol Tc19rev AG: -1.29 kcal/mol  Arp2/3-11fw AG: -0.41 kcal/mol
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Arp2/3-11rev AG: -1.25 kcal/mol  GCN5-12Fw AG: -0.11 kcal/mol GCN5-12rev AG: -0.28 kcal/mol
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1-84rev AG: -4.09 kcal/mol 1fwH AG: -2.03 kcal/mol 2revX AG: -0.86 kcal/mol
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SDH11fw AG: -0.25 kcal/mol Arp2/3fw AG: -0.44 kcal/mol TcRBP19fw (LP1) AG: -1.18 kcal/mol
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Miniexén AG: -0.34 kcal/mol TcRBP19rev AG: -0.53 kcal/mol  tc19-1REV_Xho AG: -1.35 kcal/mol
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tc19-2REV_Xho AG: -0.86 kcal/mol tc19-1FW_Hind AG: -2.03 kcal/mol  tc19-2FW_Hind AG: -2.08 kcal/mol
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Se realizd un andlisis de BLAST con los cebadores utilizados en la base de datos del TriTrypDB y en el NCBI

constatandose que los mismos no hibridan con otras secuencias en el genoma de T. cruzi.

Para aplicar el método AACT, las eficiencias de amplificaciéon del gen blanco y el gen de referencia utilizados
deben ser muy similares. Se analizé entonces la eficiencia de reaccion de amplificaciéon para cada par de

cebadores usados en el gPCR. La eficiencia fue calculada a partir de la pendiente del grafico CT vs log [] donde la

1
eficiencia Ef = (10 (Pendienfe)) — 1. Para los cebadores analizados se muestran en la TABLA A2 los valores

obtenidos a partir de los graficos CT vs log[] donde []= 40, 20, 10 y 5 ng de ADN total de T. cruzi por reaccién.

Par de cebadores Eficiencia (%) Curva
e —
Ipgapdhly Ipgapdhi 97 —
5 :D ‘\\\1
,_\.\k.\r
Ipcatly Ipcat2 103 ! A
e ﬁ\r\""‘«
- B
5’UTRfw y 5’UTRrev 101 [~ _
204-mnreeeas xn,__h‘_\_
10 77-&1"--,\__-\
Tcl9fwy Tcl9rev 102 et
5 : k-\v\\‘rn.
24 . -‘i\\;;\
ARP2/3-11Fw y ARP2/3-11rev 108 u —
GCN5-12Fw y GCN5-12rev ND ND
ZincFinger-6Fw y ZincFinger-6re\ 96 3 & H‘“‘\-\ﬂ
5 e —
; v S

1-84Fw'y 1-84rev 107

Concentracion

TABLA A2 Eficiencia de los pares de cebadores utilizados. Se muestra los valores de eficiencia para los pares de
cebadores indicados. A la izquierda se muestra la curva estandar a partir de cuya pendiente se desprende el valor
de eficiencia. ND: no determinado
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Para analizar si dos amplicones tienen la misma eficiencia, se estudié la variacién ACT con la dilucién del molde.
Se graficd la variacion ACT (CT gen blanco-CT gen de referencia) para diferentes diluciones seriadas de ADN total
de T. cruzi en concentraciones menores a 40 ng. Si el valor absoluto de la pendiente es cercano a cero, las

BT ) 0s cebadores

eficiencias de los genes blanco y de referencia son similares y puede usarse el método 2
testados utilizados para qPCR son adecuados para el analisis pues sus pendientes son cercanas a 0 (FIGURA A2),
de hecho todas las pendientes obtenidas resultaron menores a 0,03 lo cual es un valor aceptable segin Livak y
cols. [357]. Para simplificar los estudios, se escogié el mismo gen de referencia (gapdh) para todos los ensayos
realizados y se usaron los oligonucleétidos cebadores Ipgapdhl y Ipgapdh2 para amplificar una regién de dicho

gen.

Eficiencia primers 5°UTRfw y 5’UTRrev vs [pgapdhl y [pgapdh2

13

ACT

{ * ]- y=-0,0032x + 17,289
16

| !

1] 5 10 15 20 25 ] 35 40 a5

concentracidn ADN [ng)
Eficiencia primers ZincFinger-6Fw y ZincFinger-6rev vs Ipgapdhl y lpgapdh2

12

- y=-0,0027x + 10,968
— .
BCT 10 {
o
0 5 10 15 20 25 30 35 a0 45
concentracién ADM (ng)
Eficiencia primers 1-84Fw y 1-84rev vs [pgapdhl y Ipgapdh2
18
acr 16 +
= s e 4
14
0 +
0 5 10 15 20 25 30 35 a0 a5
concentracion ADN (ng)
10 Eficiencia primers Arp2/3Fw y Arp2{3rev vs Ipgopdhl y lpgapdh2
8
aCT p— — 3
} y= 0,018+ 7,5046 *
0
0 5 10 15 20 L] 30 35 40 a5

concentracidn ADN (ng)

FIGURA A2 Validacién del método 2™*“" para algunos cebadores utilizados en gPCR. Se muestra el grafico de la
comparacion de la amplificaciéon de diferentes genes de interés con los cebadores indicados con el gen de
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expresion constitutiva gapdh utilizado como control interno a partir de diferentes concentraciones de ADN
gendmico de T. cruzi. En el eje de las y se representa el valor de ACT (CT gen de interés-CT gen de referencia
gapdh).
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ABREVIATURAS

1D 1 dimensidn
2D 2 dimensiones
ADN Acido desoxirribonucleico

ADNCc ADN copia
ADNss ADN simple hebra
AEBSF 4-(2-Aminoetil) bencenosulfonil fluoride hydrochloride

APS Persulfato de amonio
ARE Elemento rico en AU
ARN Acido ribonucleico

ARNm ARN mensajero
ARNnp ARN nucleares pequefios

ARNr ARN ribosomal

ARNt ARN de transferencia

ATP Adenosin tri-fosfato

BrEt Bromuro de etidio

BSA Seroalbumina bovina

CAT Cloranfenicol acetil transferasa

CBP Proteina de unidn a calmodulina

cm Centimetro

cpm Cuentas por min

CTP Citidin tri-fosfato

Da Dalton

DAP| 4' 6-diamidino-2-fenilindol

DEPC Dietilpirocarbonato

DGC cluster génico divergente (divergent gene cluster)
DGF-1 Familia dispersa génica-1 (Dispersed gene family-1)
dNTPs Desoxinucledtidos trifosfato

dsRBD Dominio de unidén al ARN doble hebra
DTT Ditiotreitol

EDTA Acido etilenbis(oxyetilenitrilo)tetracético
Ef Eficiencia

EGTA Acido etilen glicol tetracético

EMSA Ensayo de retardo en gel (electrophoretic mobility shift assay)
G Gramos

GAPDH Gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa
GRE Elemento rico en GU

GST Glutation S transferasa

GTP Guanosin tri-fosfato

h Hora

Ipp Inmunoprecipitacion

IPTG Isopropil tio galactdsido

K-ADN ADN del kinetoplasto

kb Kilobase
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kDa

LIT

mA
MASP
max.
uCi
MCS
MES
ug
mg
ug
min
mM
uL
uM
pm
uM
MOPS
nm
NMD
nmol
NP-40
NRE
NTC
nts
ORF
PAGE
PARP
pb
PBS
PBS-T
PCR
Pend
PEPCK
PFR
PGC
gPCR
RBP
RNP
rpm
RRM
RT
SDS

Kilodalton

Litro

Medio liquido de infusién hepatica y triptosa
Molar

Miliamperios

Proteina asociada a Mucina

Maximo

Micro Curie

Sitio de clonado multiple

Acido morfolino etanosulfénico

Microgramo

Miligramos

Microgramos

Minutos

Milimolar

Microlitros

Micromolar

Micras

Micromolar

Acido 3-(N-morfolino)propanosulfénico
Nandémetro

Decaimiento mediado por ARN sin sentido (Nonsense Mediated Decay)
Nanomoles

Nonidet P-40

Elemento de respuesta a la proteina Nanos (Nanos Response Element)
Control sin molde (NonTemplate Control)
Nucledtidos

Marco abierto de lectura

Electroforesis en geles de poliacrilamida
Proteina Procyclic acidic repetitive

Pares de bases

Tampodn fosfato salino

PBS Tween

Reaccién en cadena de la polimerasa
Pendiente

Fosfoenolpiruvato carboxiquinasa

Baston paraflagelar (ParaFlagelar Road)
Cluster de genes policistrénicos

PCR cuantitativo

Proteina de unidn al ARN (RNA Binding Protein)
Ribonucleoparticula

Revoluciones por min

Motivo de reconocimiento al ARN (RNA Recognition Motif)
Retrotranscripcién

Dodecil sulfato de sodio

211



Anexo

seg Segundo

SiARN ARN pequeiio interferencia

SL Spliced leader 6 Miniexdn

SSC Citrato de sodio salino

SSR Region de cambio de hebra (Strand Switch Region)
TA Temperatura ambiente

TAE Tris-Acetato-EDTA

TAP Purificacién en tandem de afinidad
TBE Tris-Borato-EDTA

TCA Acido tricloroacético

TEMED N,N,N’,N’-tetrametil etilendiamina
TFA Acido Trifluoroacético

Tris Tris(hidroximetil) aminometano

Tritryps Tripanosomatidos representativos (Trypanosoma brucei, Trypanosoma cruzi, Leishmania major)
TS Trans-sialidasa

U Unidades de enzima

uTP Uridin tri-fosfato

UTR Regién transcripta no traducida

uv Ultravioleta

\Y Voltios

v/v Volumen/volumen

VSG Glicoproteina variable de superficie
w/v Peso sobre volumen

ZFP Proteina con motivo dedo de Zinc
ZnF Motivo dedo de Zinc
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