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1. Abreviaturas

°C

pum
ADN
AEBSF
APS
BLAST
BSA
Bz
C-terminal
Da
DTT
dNTP
DO
EDTA

IPTG
Kb

kDa

LB

mA
N-terminal
NADH
Nfx

nm
ORF
PAGE
pb

PBS
PCR
p/v
RNAsaA
SDS
TEMED
Vv

v/v
TAE
Tm

Grado Celsius

Micrémetro

Acido desoxirribonucleico
4-(2-aminoetil)-benceno sulfonilo clorhidrato
Persulfato de amonio

del inglés Basic Local Alignment and Search Tool
Albumina de suero bovino

Benznidazol

Carboxilo terminal

Dalton

Ditiotreitol

Desoxinucledsido -5 - trifosfato

Densidad dptica

Acido etilén-diamino-tetracético

Aceleracion de la gravedad terrestre
Isopropil-B-D-tiogalactdsido

Kilobases

kilodalton

Medio de cultivo Luria Bertani

Miliamperio

Amino terminal

Nicotin adenin dinucledtido reducido
Nifurtimox

Nandmetro

Marco abierto de lectura (Open Reading Frame)

Electroforesis en gel de poliacrilamida (Poly Acrylamide Gel Electrophoresis)

Pares de bases
Tampdn salino de fosfato

Reaccién en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain Reaction)

Relacion peso a volumen
Ribonucleasa A

Dodecil sulfato sédico
N,N,N’,N’-tetrametil etilendiamina
Voltios

Relacién volumen a volumen
Tris-acetato-EDTA

Temperatura de fusiéon
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Resumen

2. Resumen

La enfermedad de Chagas es una zoonosis potencialmente letal que afecta
principalmente a la poblacién rural y marginal de Latinoamérica. Su agente etiolégico es el
pardsito protozoario Trypanosoma cruzi, un organismo unicelular digenético que se transmite al
hospedero mamifero, en el que se desarrolla la patologia, a través de insectos triatomineos
hematéfagos que funcionan como vectores. No existen vacunas disponibles ni una
farmacoterapia adecuada para el tratamiento de esta enfermedad que ha sido clasificada segun
la Organizacion Mundial de la Salud, dentro del grupo de enfermedades “descuidadas” debido a
la baja inversidn histérica por parte de la industria farmacéutica. Probablemente esto se deba al
bajo nivel econdmico de los pacientes aquejados, lo que lleva a avizorar un bajo retorno de
cualquier inversién al respecto. En consecuencia, los esfuerzos para el desarrollo de nuevos
farmacos para el tratamiento de esta enfermedad provienen principalmente del ambito
académico. Los tratamientos actuales se basan en dos farmacos desarrollados hace décadas y de
amplio espectro, Benznidazol y Nifurtimox, con severos efectos secundarios por su alta
toxicidad. La enzima fumarato reductasa NADH dependiente (FRD) resulta de gran interés como
blanco terapéutico para el disefio de farmacos antichagasicos por catalizar un importante paso
metabdlico de T. cruzi y no estar presente en las células del mamifero hospedero. En este
contexto, el grupo de la Dra. Gambino ha sintetizado complejos de paladio y platino que afectan
la actividad FRD en extractos crudos de T. cruzi. La busqueda en la base de datos TriTrypDB ha
revelado la presencia de tres isoformas de FRD en T. cruzi. El objetivo de este trabajo consistid
en la amplificacién por PCR del marco abierto de lectura de una isoforma de la proteina FRD, el
cual fue clonado en vector-T y en vectores de expresidon bacterianos para su expresién en
Escherichia coli. La proteina recombinante fue expresada de forma soluble y purificada por

cromatografia de afinidad.
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como blanco de drogas antichagasicas. Programa de Apoyo a la Investigacion Estudiantil (PAIE -
CSIC). Edicion 2013. Montevideo, Uruguay. Responsable: Florencia Mosquillo. Orientador: Leticia

Pérez. Co-orientador: Marcel Bentancor.

Mosquillo, Florencia; Gambino, Dinorah; Pérez-Diaz, Leticia. Expresion de fumarato reductasa
de Trypanosoma cruzi para ser evaluada como blanco de agentes antichagasicos. Beca de
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Diaz, Leticia. Expresidon de fumarato reductasa de Trypanosoma cruzi como posible blanco de
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Piridpolis, Uruguay. Presentacion de pdster a cargo de Florencia Mosquillo.
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Pagina | 9



Introduccién y antecedentes

3. Introduccion y antecedentes

3.1 Introduccién
3.1.1 Caracteristicas de la enfermedad de Chagas

La enfermedad de Chagas, también conocida como tripanosomiasis americana es una
zoonosis descubierta por el doctor brasilero Carlos Ribeiro Justiniano Chagas en 1909 (Chagas,
1909). Es una enfermedad potencialmente letal causada por el parasito protozoario Trypanosoma
cruzi (T. cruzi), la cual tiene dos fases clinicas claramente diferenciadas. Una fase aguda que
presenta una duracion de 4 a 8 semanas, y una fase crénica que persiste durante la vida del
afectado (WHO, 2014b). Una vez contraida la infeccién, dependiendo del sitio de la inoculacidn, el
primer signo puede ser un chancro cutdneo (chagoma) o edema orbital purpura unilateral (signo
de Romania) con linfoadenopatias locales y fiebre. Durante la fase aguda se encuentran pardsitos
circulantes en sangre y se caracteriza por una sintomatologia de intensidad y duracién variables,
entre las que se destacan dolores de cabeza, mialgias, disnea, edema en las extremidades
inferiores o en la cara, dolor abdominal y/o toracico, hepatomegalia, erupcién cutanea, nédulos
dolorosos, esplenomegalia, edema generalizado, diarrea, multiples linfoadenopatias, miocarditis
y mas raramente meningoencefalitis. La muerte se produce ocasionalmente en la fase aguda
(<5-10% de los casos sintomdticos) como resultado de la miocarditis o meningoencefalitis
severa, 0 ambos, particularmente en nifos, ancianos y pacientes inmunodeprimidos. Las
manifestaciones de la enfermedad aguda se resuelven espontaneamente en alrededor del 90%
de los individuos infectados, incluso si la infeccién no se trata con farmacos tripanocidas. Entre el
60-70% de estos pacientes nunca desarrollarda la enfermedad clinicamente aparente; estos
pacientes tienen la forma indeterminada de la enfermedad de Chagas crénica. El 30-40%
restante de los pacientes posteriormente desarrolla una determinada forma de enfermedad
cronica, por lo general de 10 a 30 anos después de la infeccién inicial. En un 5-10% de los
pacientes se ha registrado una progresidn directa de la fase aguda a una forma clinica de la
enfermedad (Rassi Jr, 2010). Durante la fase aguda, todos los tipos de células nucleadas en el
huésped humano son objetivos potenciales para la infeccion. Con el desarrollo de la respuesta
inmune, la parasitemia se reduce a bajas concentraciones y el nimero de parasitos en los tejidos

disminuye sustancialmente, lo que indica el final de la fase aguda. Sin embargo, ya que el
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parasito no se elimina completamente, la infeccion de tejidos especificos, tales como el musculo
o ganglios entéricos, persiste indefinidamente para la vida del huésped (Rassi Jr, 2010).
Precisamente, durante la fase crénica, los pardsitos permanecen principalmente en células del
musculo cardiaco y tracto digestivo y hay pocos parasitos en sangre. Hasta un 30% de los
pacientes sufren trastornos cardiacos y hasta un 10% presentan alteraciones digestivas
(tipicamente, megaesofago y megacolon), neuroldgicas o mixtas. Con el paso de los afios, la
infeccion puede causar muerte subita o insuficiencia cardiaca por la destruccion progresiva del

musculo cardiaco (WHO, 2014a).

3.1.2 Epidemiologia

Datos de la Organizacién Mundial de la Salud (World Health Organization, WHO) estiman
que entre 7 y 8 millones de personas en el mundo estan afectadas por esta enfermedad
potencialmente letal, con prevalencia en las regiones mas pobres de América Latina, donde la
enfermedad es endémica en 21 paises (WHO, 2014a). De este gran numero de personas
afectadas, hay en promedio 12000 muertes anuales por complicaciones en las fases aguda y
cronica de la enfermedad. De esta manera provoca mas muertes por aflo que cualquier otra
enfermedad transmitida por parasitos incluyendo la malaria (Moloney, 2009). Se estima que casi
100 millones de personas en las Américas viven en areas de exposicidén y estan en riesgo de

contraer la enfermedad; la incidencia anual es de 56000 casos (PAHO, 2014).

°® : - 4
o .o °
eo
0 °,
@
&,
. ‘ ... °
Estimated number =)
of cases
« <1,000 @ ‘
1 000-9.999 ® Status of vector transmission
® R ° B Countries without vector transmission .
@ 100,000-800,909 o . Countries with accidential vector transmission
. >=1,000,000 B Countries with ongoing vector transmission

Figura 1. Distribucion mundial de casos de infeccién con Trypanosoma cruzi, basados en estimados oficiales y el estatus de la
transmisidn vectorial. En rojo se muestran los 21 paises endémicos de Latinoamérica. En gris los paises donde la enfermedad de
Chagas se disemina debido a las altas tasas migratorias hacia zonas no endémicas. Adaptado de (WHO, 2010b).
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La infeccidn, que en principio se limitaba a zonas rurales y marginales de Latinoamérica,

no sélo pasd a ser urbana, sino que ya no esta limitada a las zonas donde la transmisidn es

endémica. Debido a las altas tasas migratorias desde estas zonas hacia zonas no endémicas, el

nimero de casos esta aumentando en Europa, Estados Unidos y el oeste del Pacifico, planteando

un problema de salud publica, incluso en paises donde no hay transmisién vectorial del parasito

(Figura 1). Este incremento se debe mayoritariamente a los riesgos adicionales de transmision de

la enfermedad a través de transfusiones sanguineas y trasplante de érganos (Bern, 2011; Cantey,

2012).

Con el objetivo de disminuir la transmisién vectorial y transfusional, en el afio 1991, la

Organizacion Mundial de la Salud lideré un plan para eliminar el vector de la enfermedad de

Chagas en dreas endémicas. Estas acciones de control permitieron que Uruguay se encuentre

actualmente en un estado avanzado de control vectorial, con interrupcién de la transmision,

certificada desde 1997 (OPS, 2002).

La enfermedad de Chagas es transmitida a seres
humanos y mas de 150 especies de animales domésticos
y mamiferos silvestres por medio de insectos
hematdfagos de la subfamilia Triatominae conocidos
como “vinchucas”, que funcionan como vectores (De
Souza, 2002). Aunque se han identificado 140 especies de
triatomineos (Schofield, 2009), sélo unos pocos son
vectores competentes para T. cruzi; particularmente
Triatoma infestans, Rhodnius prolixus, y Triatoma
dimidiata son los vectores mas importantes en la
transmisién de T. cruzi al hombre (WHO, 2002) (Figura 2).
Cada regidn posee un vector principal de la enfermedad:
en el Cono Sur es Triatoma infestans, en Centroamérica
Rhodnius prolixus, mientras que Triatoma dimidiata se
encuentra diseminado desde el centro de México hasta
Panama, registrandose también focos en partes de
Colombia, Venezuela, Ecuador y el norte de Peru

(Cerecetto, 2012).

Triatoma infestans

Rhodnius prolixus

Triatoma dimidiata

Figura 2. Principales especies de triatomineos
vectores en la transmision de T. cruzi al
hombre. Extraido de (Rassi Jr, 2010).
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A causa del gran numero de animales silvestres que sirven de reservorio a este parasito,
no resulta facil la erradicaciéon total de la enfermedad. Las principales politicas de control
consisten en eliminar la transmisidn vectorial y lograr que la poblacién infectada y enferma
tenga acceso a la asistencia sanitaria. Dependiendo de la regidn, las herramientas principales
para prevenir la enfermedad en América Latina son el control de vectores mediante fumigacién
con insecticidas, mejoramiento de la vivienda (por ejemplo, paredes de yeso, pisos de cemento,
techos de hierro corrugado) y medidas preventivas personales, como el uso de mosquiteros. La
transmisién con el vector se da principalmente por contacto con las heces infectadas de estos
insectos con mucosas o una lesion. El insecto vector se alimenta con sangre del hospedero
dejando una herida en la piel y defecando cerca de la herida. Los parasitos penetran en el
organismo cuando la persona se frota instintivamente y empuja las heces contaminadas con
pardsitos hacia los ojos, la boca o alguna lesidon cutdnea abierta. Ademds de este mecanismo
natural de transmision, la infeccidon puede ser congénita (de madre a hijo durante el embarazo o
el parto), por transfusién sanguinea, trasplante de &rganos, transmisién accidental en
laboratorios, e incluso por transmisidn oral por contaminacién de la ingesta con heces del vector
(Alarcon de Noya, 2010; Otero, 2012; Shikanai-Yasuda, 2012). El cribado de la sangre donada es
necesario para prevenir la infeccidon por transfusiones sanguineas y donacidon de érganos. Las
tasas de contaminacién 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 By C en los stocks de bancos de sangre
(WHO, 2010a). En cuanto a la transmisidn congénita la prevencidn se da mediante un diagndstico
de las mujeres embarazadas infectadas y la deteccién de la posible infeccién del recién nacido en
los analisis parasitolégicos y serolégicos después de ocho meses de edad (con ausencia de
anticuerpos de la madre). En laboratorios pueden prevenirse accidentes a través de protocolos
estandar de seguridad (bata de laboratorio, guantes, mascarilla, gorro, lentes), especialmente
cuando se trata de la forma infectiva en humanos del parasito. Por su parte, puede prevenirse la
transmisién oral mediante buenas practicas de higiene en la preparacién de alimentos, el

transporte, almacenamiento y consumo.
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3.1.3 Estado actual del tratamiento

La enfermedad de Chagas ha sido clasificada como una de las 17 enfermedades tropicales
“descuidadas” (neglected tropical disease) (WHO, 2014b), caracterizada por su asociacion con la
pobreza y su proliferacién en ambientes tropicales, ademas de la falta de una vacuna disponible
y una farmacoterapia adecuada. Es asi que a mds de 100 anos del descubrimiento de la
enfermedad, los tratamientos disponibles aun se basan en dos drogas nitroaromaticas de amplio

espectro: Nifurtimox y Benznidazol (Figura 3).

Nifurtimox (Nfx) es un 5-nitrofurano (3-metil-4-(5'-

/C/> nitrofurfurilidenamina)tetrahidro-4H-1,4-tiazina-1,1-

N / \ diéxido) (Lampit®, Bayer), mientras que Benznidazol

l / (Bz) es un 2-nitroimidazol (N-bencil-2-

/ nitroimidazolacetamida)  (Rochagan®,  Radanil®,

Nifurtimox Roche) (Rodrigues Coura, 2002). Se ha propuesto que

o Nfx podria inhibir la enzima tripanotiona reductasa,

NH gue cataliza la eliminacién de especies reactivas del

N oxigeno en T. cruzi, sin embargo aun hoy en dia no

N>~ . . .,

\< existe consenso sobre el mecanismo de accidon

N exacto por el que ejerce su efecto téxico sobre el

0 . pardsito (Boiani, 2010; Hall, 2011). La accién del Bz
Benznidazol

podria involucrar la formacién de enlaces covalentes

u otras interacciones de intermediarios de Ia

Figura 3. Estructura quimica de los dos farmacos » o
disponibles para el tratamiento de la nitrorreduccidon con los componentes del pardsito
enfermedad de Chagas. (Polak, 1978), o uniones con el ADN, lipidos o

proteinas (Diaz de Toranzo, 1988).

Estas drogas son basicamente efectivas sélo en los comienzos de la fase aguda, ya que
son consideradas menos efectivas en pacientes crénicos por la resistencia desarrollada por parte
del pardsito (Nozaki, 1996). Los beneficios potenciales de la medicacidén para prevenir o retrasar el
desarrollo de la enfermedad de Chagas deben sopesarse frente a la larga duracién del
tratamiento (hasta dos meses) y las posibles reacciones adversas (incidencia de hasta el 40% de

los pacientes tratados). Tanto Bz como Nfx no pueden ser administrados a mujeres embarazadas
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o personas con insuficiencia renal o hepatica. El Nfx también estd contraindicado en personas
con antecedentes de trastornos neuroldgicos o psiquiatricos (WHO, 2014a). Ademas, se puede
requerir un tratamiento especifico para las manifestaciones cardiacas o digestivas.
Adicionalmente, presentan severos efectos secundarios asociados con Bz y Nfx por su alta
toxicidad, entre los que se destacan para Nfx la anorexia, pérdida de peso, alteraciones
psiquicas, manifestaciones digestivas, entre otras. Las reacciones adversas del Bz involucran
granulocitosis, dolor de garganta, ampollas hemorragicas y hemorragias de las mucosas

(Rodrigues Coura, 2002).

3.1.4 Generalidades de T. cruzi

El agente etiolégico de esta enfermedad, T. cruzi, pertenece a la Clase Zoomastigophora,
Orden Kinetoplastidiae, Familia Trypanosomatidae, Género Trypanosoma, Subgénero
Schizotrypanuma. El taxdén T. cruzi constituye una poblacion 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 y perfil
antigénico (Buscaglia, 2003). La gran diversidad genética observada entre las diferentes cepas
permitieron en un inicio agrupar a las poblaciones en dos grandes grupos: T. cruzi ly T. cruzi ll. T.
cruzi | asociado con el ciclo de transmisidn selvaticos e infeccién de los marsupiales. T. cruzi |l
consistia en cinco subgrupos relacionados, denominados lla—e, asociado con el ciclo de
transmisidn interno y la infeccién de los mamiferos placentarios (El-Sayed, 2005a). Actualmente,
existe un consenso internacional que reconoce la existencia de seis cepas principales: T. cruzi |-

VI (Teixeira, 2012; Zingales, 2009).
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Figura 4. Vista esquematica de la forma epimastigota de T. cruzi. Se sefialan las principales estructuras
celulares. Adaptado de (Teixeira, 2014).

T. cruzi es un organismo unicelular que presenta al menos cuatro estadios bien
diferenciados: amastigotas, tripomastigotas sanguineos, epimastigotas y tripomastigotas
metaciclicos (Ver 3.1.5 Ciclo de vida de T. cruzi). El nticleo presenta una organizacion estructural
semejante al de las células eucariotas tipicas, midiendo cerca de 2.5 um de didmetro vy
conteniendo un nucléolo centralizado. En amastigotas y epimastigotas tiene forma redondeada;
en tripomastigotas metaciclicos aparece como un organelo elongado con alto contenido de
heterocromatina y carente de nucleolo. Presenta una membrana nuclear tipica provista de
poros. Los cromosomas son dificiles de distinguir ya que durante el ciclo celular la cromatina no

se condensa (De Souza, 1974).

Presenta una mitocondria Unica que se extiende a lo largo del cuerpo celular del parasito
(Figura 4). La matriz mitocondrial posee una region especializada formada por ADN extranuclear
correspondiente al genoma mitocondrial, denominado kinetoplasto, el cual puede llegar a
representar hasta el 25% del ADN total. Esta formado por dos tipos de ADN circular, los maxi y
mini circulos, concatenados entre si, que se concentran cercanos al cuerpo basal. Existen varios
miles de minicirculos, los cuales tienen un tamafio 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 (Shapiro,

1995).

Posee un flagelo responsable de la movilidad; en las formas epimastigota y

tripomastigota el flagelo esta adherido al cuerpo del parasito (Figura 4). También puede
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observarse en amastigotas, pero presenta un tamafio muy corto. El flagelo muestra un arreglo

tipico de nueve pares de dobletes de microtubulos periféricos y un par central.

Otra caracteristica distintiva de los tripanosomatidos es la compartimentalizacion de la
glicélisis en organelos llamados glicosomas (Hannaert, 2003; Hannaert, 1994; Michels, 2000;
Moyersoen, 2004; Opperdoes, 1977; Opperdoes, 1987; Parsons, 2004). Los glicosomas son organelos
gue juegan un importante rol en la adaptacién metabdlica del pardsito a los diferentes entornos
a los que se expone durante su ciclo de vida. La glicdlisis se organiza de tal forma que las siete
enzimas que convierten la glucosa en 3-fosfoglicerato estan dentro del glicosoma, mientras que

las Ultimas tres se ubican en el citosol (Figura 7).

3.1.5 Ciclo de vida de T. cruzi

El ciclo de vida de T. cruzi es complejo, con varias etapas de desarrollo en el insecto
vector y en el hospedero mamifero. Entre estos estadios se encuentran formas de vida
replicativas y no replicativas, asi como formas infectivas y no infectivas. En el hospedero
mamifero se encuentran las formas amastigotas y tripomastigotas sanguineos, mientras que las
formas tripomastigota metaciclico y epimastigota se desarrollan en el insecto vector. Los
tripomastigotas son infectivos, no replicativos, mientras que los amastigotas y los epimastigotas
son formas replicativas, estos ultimos no infectivos. Por su parte, estudios realizados con
amastigotas obtenidos de diferentes fuentes han mostrado que también pueden ser infectivos

para las células de vertebrados (De Carvalho, 1986).

Durante el proceso de transiciéon de una etapa del ciclo de vida a otra el parasito exhibe
cambios profundos en morfologia (tamafio celular, forma celular, posicion de nucleo y

kinetoplasto, y longitud del flagelo) y metabolismo (Figura 5).

Los tripomastigotas metaciclicos tienen el nucleo cercano a la parte posterior de su
cuerpo. Tienen ademas, un flagelo libre anclado a una membrana ondulante en el cuerpo y el
kinetoplasto tiene una ubicacidn posterior al nucleo. Estos tripomastigotas tienen un tamarfio

aproximado de 20 um de largo y 3 um de didmetro.
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Los amastigotas son intracelulares, de
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expresan en su superficie multiples miembros
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caracterizadas son las mucinas y las trans-
sialidasas, asociadas a proteccion y evasion del

sistema inmune del hospedero (De Pablos,

Posterior -\_\_\x‘

Epimastigota

2012; Frasch, 2000). Si bien los tripomastigotas

metaciclicos y los sanguineos son casi

Figura 5. Esquema de tres de los estadios del parasito.
del

indistinguibles  morfolégicamente, existen

Pueden distinguirse la ubicacidn nucleo,

kinetoplasto, cuerpo basal y flagelo. diferencias a nivel de su biologia molecular que

permiten su identificacion.

Los epimastigotas tienen un flagelo anclado cerca del centro del cuerpo del parasito. El
kinetoplasto se ubica anterior al nucleo y tiene forma de disco. En principio miden de 10 a 20 um
de largo, pero crecen otros 10 um a medida que viajan por el intestino del insecto donde se

transforman en tripomastigotas metaciclicos.

El comienzo del ciclo de vida se da cuando los tripomastigotas metaciclicos se desarrollan
en la ampolla rectal del insecto triatomineo y contenidos en las heces del vector inician la
infeccion en vertebrados. Una vez dentro del hospedero penetran en células cercanas al sitio de
inoculacién (como ser macrdfagos, fibroblastos y células epiteliales) por fagocitosis o
endocitosis. Una vez dentro de la célula hospedera, los tripomastigotas se convierten en
amastigotas que residen en el citoplasma de las células infectadas. Luego de multiples rondas de

fision binaria, los amastigotas se diferencian en tripomastigotas flagelados que finalmente se
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liberan al torrente sanguineo luego de romper la célula hospedera. Desde alli, los
tripomastigotas sanguineos pueden invadir otras células dada su alta capacidad infectiva.
Alternativamente pueden ser ingeridos por un insecto vector cuando se alimenta de la sangre
del mamifero infectado, convirtiéndose luego en epimastigotas, los cuales se replican en la luz
del intestino del insecto, y en ultima instancia, se convierten en la forma infectiva tripomastigota

metaciclico para cerrar el ciclo de vida (Figura 6).

En el triatomineo En el hombre

Picadura del triatomineo
(pasode los tripomastigotss
metaciclicos en las heces del animal)

e Los tripomastigotas metaciclicos
penetran en las diferentes células
alrededor de |a plcadura. En su Interlor

@7 F se transfroman en amastigotss

Tripomastigotas metaciclicos @
en el Intestlnq’ A
posterlar

Multlpllcaclon en @
\el intestino
medio
% Picadura del triatomino
e (Ingestion de
Epimastigota en tripomastigotas)
el intestino medio

Los

Los amastlgotas
tripomastigotas se multiplican por

pueden Infectar fislon binaria en las

tOUBSﬁ';e'U'aSY se celulas de los tejldos
ransforman en Infectados

amastigotas Intracelulares

en los nuevos sitios de Infeccion
Pueden aparecer

|os slgnos clinlcos

a partir de este

ciclo Infeccloso

o Los amastigotos Intracelulares
) se transforman en tripomastigotos,
A= Iniclode la Infeccion salende lacélulay despues

A___ Dlagnéstico posible entran en la circulacion sanguinea

Figura 6. Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi. Un insecto triatomineo infectado que funciona como vector ingiere
sangre y libera tripomastigotas en sus heces cerca del sitio de la herida. Los tripomastigotas entran a través de la
herida o a través de membranas mucosas intactas, como la conjuntiva (1). Una vez dentro del hospedero, los
tripomastigotas invaden las células cerca del sitio de la inoculacién, donde se diferencian en amastigotas
intracelulares (2). Los amastigotas se multiplican por fision binaria (3) y se diferencian en tripomastigotas, que luego
de romper la célula se liberan en el torrente sanguineo (4). Los tripomastigotas infectan las células de una variedad
de tejidos y se transforman en amastigotas intracelulares en nuevos sitios de infeccion. Las manifestaciones clinicas
pueden resultar de este ciclo infectivo (d). Los tripomastigotas sanguineos no se replican. La replicacion se reanuda
sélo cuando los parasitos se introducen en otra célula o son ingeridos por otro vector diferencidandose en
epimastigotas cuando el insecto se alimenta de sangre humana o animal que contiene parasitos circulantes (5). Los
tripomastigotas ingeridos se transforman en epimastigotas en el intestino del vector (6). Los parasitos se multiplican
y se diferencian en el intestino medio (7) y se diferencian en tripomastigotas metaciclicos infecciosos en el intestino
posterior (8). Adaptado de (CDC, 2014).
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3.1.6 Biologia molecular de T. cruzi

La secuenciacion del genoma de T. cruzi publicada en 2005 por el grupo de El-Sayed y
cols., revelé que el genoma haploide de T. cruzi contiene 55 Mb distribuidas en
aproximadamente 28 cromosomas; el nimero exacto se desconoce y los homdlogos pueden
diferir sustancialmente en tamafio. Se estima que el genoma haploide contiene 12000 genes y
gue mas del 50% del genoma consiste en secuencias repetidas como ser retrotransposones y
familias de moléculas de superficie, que incluyen trans-sialidasas y mucinas. Se evidencid un
promedio de 57% de identidad aminoacidica entre T. cruzi y Trypanosoma brucei (T. brucei), y un
44% de identidad entre Leishmania major (L. major) y los otros dos tripanosomatidos. Cada
proteoma contiene miembros especificos de cada especie, presentando T. cruzi (32%) y T. brucei
(26%) una proporcion mucho mayor que la de L. major (12%). Debido a que la mayoria de las
proteinas especificas de las especies parecen ser miembros de las familias de antigenos de
superficie, los diferentes numeros pueden relacionarse con diferentes estrategias de
supervivencia y evasion inmune utilizadas en cada organismo. Por su parte, de 1617 dominios
proteicos identificados en el genoma de los TriTryp, menos de un 5% es exclusivo de una sola

especie (El-Sayed, 2005a; El-Sayed, 2005b).

Una particularidad de estos patdégenos es que parecen no presentar regulaciéon a nivel
transcripcional. Esto es consecuencia de su inusual organizacidon del genoma: los genes que
codifican para proteinas se disponen en tdndem y se transcriben como largos policistrones de
10-100 genes, los cuales en su mayoria no estdn relacionados funcionalmente entre si (Kramer,
2012). Dada esta organizacion gendmica y que todos los precursores de ARN policistrénico se
transcriben aproximadamente a la misma tasa, se ha propuesto que la regulacion de la expresion
de genes ocurre bdsicamente a nivel post-transcripcional (Clayton, 2002; Gomez, 2010; Ouellette,
2009). Otra evidencia de la falta de regulacidn al inicio de la transcripcion es la falta de elementos
canonicos conservados como promotores de la ARN polimerasa Il (Clayton, 2002; Gomez, 2010). En
este contexto se han evidenciado algunos mecanismos para aumentar el nivel de expresion de
ciertos genes en tripanosomatidos. Una estrategia consiste en aumentar el nimero de copias del
gen en el genoma resultando en arreglos de repetidos en tdndem para ciertos genes. Otra
estrategia es el uso de promotores fuertes para transcribir genes de alta expresion. La casi
ausencia de control transcripcional tiene consecuencias como la subrepresentacion de las

enzimas modificadoras de la cromatina (Figueiredo, 2009; Janzen, 2006; Mandava, 2007). Las
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modificaciones de la cromatina juegan un importante rol, ya que los inicios y finales de la
transcripciéon de las unidades de transcripcién policistrdnicas estan marcados epigenéticamente
por variantes de histonas/histonas modificadas post-traduccionalmente (Respuela, 2008; Siegel,

2009; Thomas, 2009).

Estos ARNs policistrénicos son procesados por mecanismos intermoleculares de trans-
splicing y poliadenilacion para dar lugar a los ARNs mensajeros individuales (De Lange, 1984). El
trans-splicing es un proceso mediante el cual maduran los ARN mensajeros transcritos primarios
al agregarse una secuencia de ARN (“spliced leader” o “SL” o “miniexén”) de 39 nucledtidos al
extremo 5’ en una posicién ubicada unos nucledtidos antes del sitio de inicio de un marco
abierto de lectura (Pays, 1994). La secuencia del miniexdn proviene del extremo 5 de un ARN
nuclear pequeino (snRNA), el ARN SL, que esta compuesto por 120 nucledtidos y no esta
poliadenilado (Agabian, 1990). La adiciéon del miniexdn se produce en un sitio consenso
constituido por un dinucleétido AG localizado corriente arriba del coddn de iniciacién a
distancias variables (Agabian, 1990), y generalmente esta precedido por un tracto de
polipirimidinas. Este fendmeno ocurre co-transcripcionalmente (Ullu, 1993) y es fundamental

para la traduccidn correcta de los mensajeros.

Previo al proceso de trans-splicing, el miniexdn adquiere en su extremo 5’ una estructura
CAP necesaria para el procesamiento del miniexdn (Ullu, 1991). Se sugiere que una funcion de la
secuencia del miniexdn o “spliced leader” es la de proveer la estructura CAP a los ARNm
(Lenardo, 1985). En tripanosomatidos esta estructura, denominada CAP 4, consiste en una 7-
metilguanosina y los cuatro primeros nucleétidos modificados por adicidon de grupos 2’0O-metilo

(Bangs, 1992).

El proceso de poliadenilacion en T. cruzi es similar al resto de los eucariotas superiores.
En el mismo participa una endonucleasa de restriccidn especifica que corta el pre-mensajero en
su extremo 3’ y la enzima poliA polimerasa que incorpora adenosinas a expensas de ATP. A
diferencia con los eucariotas superiores, para los cuales se ha descrito una secuencia conservada
AAUAAA que actua como sefal de poliadenilacion (Wahle, 1992), en tripanosomatidos, no se ha
podido describir una secuencia consenso. Sin embargo, se ha demostrado la importancia del
trecho de polipirimidinas que interviene en el trans-splicing de los genes en el extremo 5’ en la

poliadenilacién del extremo 3’ del gen previo (Schurch, 1994).
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Los transcritos mitocondriales requieren una maduracion que involucra la adicién, o
menos frecuentemente, la delecién de residuos de ribonucledtidos (particularmente uridinas) en
un proceso denominado “editing” (Shaw, 1988). El “editing” resulta en cambios de la secuencia
codificante del ARNm no dirigidos por el ADN molde sino por ARN guias codificados por los

minicirculos.

Una caracteristica distintiva de los tripanosomatidos es la ausencia de intrones, las
excepciones documentadas son los genes de la poliA polimerasa (Mair, 2000), el gen del ARNt-Tyr
(Tan, 2002), y mediante el analisis del genoma se proponen otros dos genes que podrian
contener intrones, los cuales codificarian para proteinas hipotéticas con motivos de unién al ARN

(Ivens, 2005).

3.1.7 Metabolismo energético de T. cruzi

Con excepcidon de las formas sanguineas de T. brucei, que presentan un metabolismo
energético muy simple basado en la oxidacién de la glucosa de la sangre del hospedero, los
demas estadios parasitarios de los diferentes tripanosomatidos presentan un metabolismo de la
glucosa complejo, como se encuentra esquematizado en la Figura 7. El pardsito degrada glucosa
so6lo parcialmente hasta didxido de carbono, excretando hacia el medio el carbono de la glucosa
como 4cidos carboxilicos. Se estima que aproximadamente el 70% de la glucosa consumida por
estos parasitos es convertida en succinato, posiciondndolo como su principal producto de
excrecion (Besteiro, 2002; Bringaud, 2006; Cazzulo, 1992; Coustou, 2005; van Weelden, 2003; van
Weelden, 2005). En estos parasitos el fosfoenolpiruvato (PEP) proveniente de la oxidacién de la
glucosa se condensa con CO, para finalmente producir succinato (fermentaciéon de succinico)
(Figura 7). La produccién de succinato a partir del PEP comienza con la fosfoenolpiruvato
carboxiquinasa (paso 14) y la malato deshidrogenasa (paso 16) que convierten PEP en malato, el
cual es convertido en fumarato por dos isoformas de la fumarasa, una citosdlica (paso 17) y otra
mitocondrial (paso 19). El fumarato es finalmente reducido a succinato por dos enzimas oxido-
reductasas dependientes de NADH: la fumarato reductasa glicosomal (paso 18) (Besteiro, 2002;

Opperdoes, 1981), y la fumarato reductasa mitocondrial (paso 19) (Coustou, 2005).
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Por su parte, el piruvato estd localizado en un punto metabdlico que lleva a la excrecién
de varios productos finales como acetato, alanina y lactato. El acetato es el producto final que se
forma mayoritariamente en la mitocondria y es excretado por difusion simple a través de la
membrana citoplasmatica. La mayoria de los tripanosomatidos producen también lactato a partir

de glucosa como un producto final minoritario (Bringaud, 2006; Cazzulo, 1992).
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Figura 7. Representacién esquematica del metabolismo de la glucosa en tripanosomatidos. Se resaltan en recuadros
negros los productos finales de excrecién (acetato, L-alanina, glicerol, L-lactato, succinato y CO,). Las flechas con
diferente grosor representan el flujo metabdlico de cada paso enzimdtico. Las flechas punteadas indican pasos que
posiblemente ocurren en un bajo nivel o no ocurren. Las enzimas involucradas en la formacidn de succinato como
producto de excrecién son: 14 fosfoenolpiruvato carboxiquinasa; 16 malato deshidrogenasa glicosomal; 17
fumarasa citosédlica y glicosomal; 19 fumarasa mitocondrial; 18 fumarato reductasa dependiente de NADH
glicosomal; 20 fumarato reductasa dependiente de NADH mitocondrial (recuadros rojos). Extraido de (Michels,
2006).

La maquinaria enzimatica para el metabolismo oxidativo estd completa en la mayoria de
los estadios parasitarios. Esto incluye una cadena respiratoria funcional capaz de generar un
gradiente de protones, asi como también dos oxidasas terminales independientes (la citocromo

oxidasa y la oxidasa alternativa). En un medio rico en glucosa, la mayoria del ATP es producido
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por fosforilacion a nivel del sustrato (pasos 10, 13 y 28), mientras que en medios pobres en
glucosa pero ricos en aminoacidos, la fosforilacién oxidativa se convierte en la principal fuente de
energia. Tal es el caso de los estadios de los parasitos de T. brucei, T. cruzi, Leishmania spp. y

Crithidia spp. que viven en un ambiente rico en L-prolina dentro de los insectos (Bringaud, 2006).

3.1.8 Fumarato reductasa dependiente de NADH

Los organismos anaerdbicos y microaerofilicos (incluyendo muchas especies de bacterias,
protozoarios, hongos y helmintos) utilizan una variedad de aceptores de electrones, a veces en
adicién al oxigeno y otras en lugar de éste. Estos aceptores de electrones alternativos pueden ser
inorganicos (nitrato, nitrito, sulfito, entre otros) u organicos (varios compuestos incluido el
fumarato). Los organismos que utilizan el fumarato como sumidero de electrones reducen este
compuesto a succinato (AE°' = 0.52 V) en la reaccidn catalizada por la enzima fumarato reductasa

dependiente de NADH (FRD) (Turrens, 2012):

. . 3 FRD . g

;L (8,0 ToHH s @ g iwo
(8] .

fumarato e S

succinato

Figura 8. Reaccidon de reduccion de fumarato a succinato, a expensas de NADH, catalizada por la enzima FRD.

Esta enzima revierte la reaccion del ciclo del acido citrico catalizada por la succinato
deshidrogenasa (SDH), en la que el succinato se oxida a fumarato. Las FRDs son importantes
oxido-reductasas responsables de la eliminacién del exceso de equivalentes de reduccion bajo
condiciones anaerébicas o microaerofilicas y del mantenimiento del balance redox intracelular

en condiciones normales (Turrens, 2012).

Las FRDs pueden dividirse en dos clases, por un lado los complejos multiméricos
asociados con la cadena respiratoria y transferencia de electrones del quinol al fumarato y por
otro las enzimas solubles, las cuales transfieren electrones de un cofactor de unién no covalente
(NADH o FADH,/FMNH,) al fumarato. La mayoria de las FRD caracterizadas en procariotas y
helmintos pertenecen a la primera clase y son estructuralmente similares a la SDH. Se presentan
pocos ejemplos en la literatura de FRDs solubles: en la levadura Saccharomyces cerevisiae, que

expresa una FRD citosdlica y una promitocondrial, con FADH, como donador de electrones
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(Enomoto, 1996; Muratsubaki, 1994), en la bacteria Hydrogenobacter thermophilus TK-6, con NADH
como donador de electrones (Miura, 2008), y en los tripanosomatidos que expresan FRDs

dependientes de NADH localizadas en el glicosoma y en su Unica mitocondria (Coustou, 2005).

La actividad fumarato reductasa fue primero detectada en dos especies de
tripanosomatidos: en epimastigotas de T. cruzi y en formas prociclicas de T. brucei (Boveris, 1986;
Turrens, 1989). En estos ultimos, el grupo de Coustou y cols. ha caracterizado tres genes
codificantes para FRD en el genoma, que dan lugar a la FRD glicosomal (FRDg), la FRD
mitocondrial (FRDm1) y una FRD2 cuyo producto no pudo ser detectado en este modelo, pero
gue posee secuencia de localizacidon mitocondrial. Mediante el uso de ARN interferente (RNAI) y
Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de D-[1-3C en el metabolismo de la glucosa, evidenciaron
gque FRDm1 es responsable del ~30% de la actividad fumarato reductasa celular y de la
producciéon del~25% (entre el 14 y el 44%) del succinato excretado por el metabolismo de la
glucosa (Coustou, 2005). El conocimiento bdsico de las proteinas FRD surge de este trabajo en T.
brucei, donde se ha reportado que la FRDm1 y FRD2 son 52.3% idénticas entre ellas y presentan
a su vez 56.2 y 67.5% de identidad aminoacidica con la FRDg, respectivamente. FRDm1 y FRDg
son proteinas multifuncionales compuestas por tres dominios diferentes. El dominio N-terminal
es homodlogo a las proteinas ApbE involucradas en la biosintesis de tiamina, el dominio central es
homdlogo para las fumarato reductasas (NUmero de acceso PRK06175), y el dominio C-terminal
es homodlogo a las citocromo b5 reductasas (Figura 17). FRD2 sélo contiene los dominios central
y C-terminal. De manera interesante, el dominio fumarato reductasa es el mas conservado con
un 99% de identidad a nivel aminoacidico entre FRDg y FRD2, y de 71.7% entre FRDm1 vy

cualquiera de las otras dos FRDs (Coustou, 2005).

En cuanto al metabolismo energético, para mantener funcionando el sistema glicolitico
debe existir un sistema eficiente para la reoxidacion del NADH generado en la reaccion de la
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (paso 8, Figura 7). En condiciones aerdbicas este
sistema es usualmente la cadena respiratoria y en condiciones anaerdbicas existen varias vias
fermentativas posibles, las mas conocidas, en otros sistemas, son la produccion de lactato por el
musculo esquelético y la produccién de etanol por las levaduras. Comparado con la tipica
fermentacion del acido lactico, la cual involucra sélo la enzima lactato deshidrogenasa, la
fermentacion succinica ofrece la ventaja que requiere sélo la mitad del PEP producido para

mantener el balance NAD'/NADH. Esto es asi porque, como se observa en la Figura 7,
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tedricamente producir una molécula de succinato consume dos moléculas de NADH, cuando la
formacidn de PEP sdlo produce una (Michels, 2006). El PEP remanente es entonces convertido en
acetato, lactato, alanina y/o etanol dependiendo de la especie. Esta ramificacion de la via
catabdlica de la glucosa puede proporcionar una importante flexibilidad de adaptacidn a rapidos
cambios del medio (Bringaud, 2006). Por lo tanto, en tripanosomatidos, la FRD podria cumplir este
rol de mantenimiento del balance redox por oxidacién de NADH a NAD", mediante la reduccién
de fumarato a succinato y eliminacién de este producto al espacio extracelular (Turrens, 2012).
Este procedimiento es claro en glicosomas, donde el PEP producido en el citosol es requerido
para reoxidar todo el NADH producido por la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa. En el caso
de la mitocondria de tripomastigotas prociclicos de T. brucei la explicacion es mads discutida,
debido a la presencia de al menos dos NADH deshidrogenasas en la cadena respiratoria, una
rotenona-sensible y otra rotenona-insensible, (Complejo | y paso 30 de la Figura 7,
respectivamente). De todas maneras, la contribucién relativa de estas enzimas en mantener el
balance redox es desconocida. De hecho, se evidencié que la cantidad de succinato derivado de
glucosa producido en la mitocondria esta en el mismo rango que el acetato derivado del mismo
sustrato en ese compartimento. La mitocondria produce un NADH por acetato (por el complejo
piruvato deshidrogenasa), mientras una molécula de NADH es consumida por molécula de
succinato producido (por la FRD), pudiendo concluirse que el balance redox mitocondrial debido
al metabolismo de la glucosa puede ser mantenido por una produccidén equimolar de succinato y

acetato (Coustou, 2005).

La caracteristica que destaca a las enzimas FRD dependientes de NADH es que se
encuentran en helmintos, tripanosomatidos y algunas bacterias, pero no en células normales de
mamiferos (Lohmeier, 1981; Miura, 2008; Turrens, 2012). Ademas, en T. cruzi esta presente en todas
las etapas del ciclo de vida (amastigota, tripomastigota y epimastigota) (Boveris, 1986; Denicola-
Seoane, 1992; Turrens, 1989). Esto, aunado al hecho de que estas enzimas son requeridas para
mantener el balance redox en tripanosomatidos a través de la produccién de succinato catalogan
a estas enzimas como interesantes blancos terapéuticos para disefio racional de agentes

antichagasicos.

Péagina | 26



Introduccién y antecedentes

3.2 Antecedentes

En la busqueda de nuevas herramientas terapéuticas contra la enfermedad de Chagas,
los complejos metdlicos aparecen como un nuevo enfoque prometedor. Una exitosa estrategia
se basa en la sintesis de complejos que combinan la actividad de ligandos anti-tripanosomas y
metales farmacoldgicamente activos, llevando a un efecto sinérgico o por lo menos un efecto
aditivo (Sanchez-Delgado, 2004a; Sanchez-Delgado, 2004b). El desarrollo de agentes individuales que
proporcionan la maxima actividad antiprotozoaria al actuar contra procesos especificos del
parasito, podria disminuir los efectos téxicos para el huésped mediante la reduccién de la dosis

terapéutica y/o por evasion del desarrollo de resistencia a los farmacos (Chibale, 2002).

El Grupo Quimica Inorganica Medicinal, dirigido por la Dra. Gambino (Facultad de
Quimica, UdelaR), en colaboracién con los Laboratorios de Interacciones Moleculares, Quimica
Organica y Quimica Tedrica y Computacional de Facultad de Ciencias, ha demostrado un interés
particular en la enzima FDR como blanco de agente antichagasicos. Particularmente, ha
sintetizando complejos del ligando bioactivo de piridina-2tiol N-6xido (2-mercaptopiridina N-
oxido, mpo), de paladio [Pd(mpo),] y platino [Pt(mpo),], los cuales fueron exhaustivamente
caracterizados y evaluados in vitro (Vieites, 2008). Estos mpo, como otros N-6xidos de amina
heterociclicos, podrian liberar por biorreducciédn especies de radicales en la célula,
principalmente el radical hidroxilo, que podrian causar dafio celular (Cerecetto, 2001; Tobin, 2002).
Algunos compuestos de paladio y platino han mostrado actividad anti T. cruzi actuando a través
de diferentes mecanismos, como la interaccion de ADN vy la inhibicién irreversible de Ia
flavoenzima tripanotiona reductasa (Bonse, 2000; Lowe, 1999), lo que convierten a esta enzima en
un interesante blanco posible de accién. Ademas, se ha demostrado que varios agentes anti-
tripanosomas (incluyendo Benznidazol) mostraban una fuerte correlacion entre el efecto
inhibitorio de estos compuestos sobre la FRD y la inhibicidon del crecimiento celular in vitro,

usando extractos totales de epimastigotas de T. cruzi y prociclicos de T. brucei (Turrens, 1996).

La evaluacion in vitro realizada por Vieites y cols. revelé que ambos compuestos
mostraron ser potentes inhibidores del crecimiento del parasito (valores de ICso en el rango de
nanomolar); y resultaron ser 39-115 veces mds activos que el Nfx. Ademds mostraron baja
citotoxicidad inespecifica, evidenciando una capacidad antiparasitaria altamente selectiva, con

muy baja citotoxidad para células normales. Particularmente el complejo de platino muestra ser
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preferentemente téxico hacia los parasitos, ademas de ser menos téxico para las células
normales que el ligando libre y el complejo de paladio andlogo (Vieites, 2008). Se analizo el efecto
de los complejos metal-mpo en la actividad fumarato reductasa a una dosis Unica en extractos
proteicos crudos de epimastigotas de T. cruzi. En las condiciones ensayadas, el ligando libre y los
complejos de metal-mpo inhibieron la actividad fumarato reductasa de T. cruzi. Con el fin de
caracterizar aun mas la inhibicién de la enzima por estos complejos, se estudié la dependencia
del efecto inhibidor con la concentracién para el inhibidor mas potente, que resultd ser
Pd(mpo),, y los resultados mostraron que este compuesto inhibe la actividad enzimatica de una
manera dependiente de la dosis (Vieites, 2008), en ensayos realizados también con extractos
proteicos crudos de T. cruzi. La suplementacion del medio de cultivo con succinato, el producto
de la actividad de la FRD, para disminuir la inhibicién del crecimiento producido por los
compuestos en los epimastigotas de T. cruzi se ha utilizado para demostrar la participacion de la
FRD en su mecanismo de accion (Turrens, 1999). Con el fin de demostrar que la inhibicién del
crecimiento producida por Pd(mpo), y Pt(mpo), fue causada, al menos en parte, por su efecto
sobre la actividad de la FRD, se cultivaron epimastigotas de T. cruzi durante 5 dias en la
presencia o ausencia de succinato y se observé una clara disminucién de la inhibicién del
crecimiento producido por los complejos de metal-mpo en presencia de succinato. Los
resultados muestran inhibicién en la actividad fumarato reductasa, pero al tratarse de ensayos
en extractos proteicos existe la posibilidad de que estos complejos puedan estar afectando otros
procesos que contribuyen a la obstruccion del crecimiento del pardsito, ademas del efecto
inhibitorio sobre la FRD (Vieites, 2008). Recientemente, se han realizado estudios de modelado de
la enzima y docking con los compuestos de paladio y platino estudiados experimentalmente para
conocer detalles de su modo de unidn in silico (Merlino, 2014). Surge entonces la idea de reforzar
estos estudios realizando ensayos con los compuestos sobre la enzima FRD recombinante
purificada, para determinar que efectivamente es esta enzima el blanco de los compuestos. Una
vez obtenida la enzima purificada, y corroborado su funcionalidad en ensayos in vitro, se
dispondrd de una valiosa herramienta que permita caracterizar en detalle el mecanismo y

cinética de inhibicion de los diferentes compuestos sobre la  misma.
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4. Hipotesis y objetivos

4.1 Hipétesis

Dado que la enzima fumarato reductasa de Trypanosoma cruzi carece de ortélogos en las
células del mamifero hospedero, y ademas, cataliza un importante paso metabdlico,
imprescindible para la viabilidad del parasito, es catalogada como un interesante blanco

terapéutico para el disefio racional de agentes antichagasicos.

4.2 Objetivo general

Clonar, expresar y purificar la enzima fumarato reductasa dependiente de NADH de
Trypanosoma cruzi en un sistema heterdlogo a fin de generar una herramienta biolégica que

permita la evaluacién de potenciales agentes antichagdésicos.

4.3 Objetivos especificos

(i) Busqueda in silico de las secuencias codificantes para enzimas FRD en T. cruzi.
(ii) Amplificacion y clonado de las secuencias codificantes de las isoformas de FRD de T. cruzi
en vector-T.

(iii) Clonado de las isoformas de FRD en vectores de expresion bacterianos.
(iv) Monitoreo de las condiciones Optimas de expresidon en bacteria de las versiones
recombinantes de FRD.

(v) Purificacidén por cromatografia de afinidad de las versiones recombinantes de FRD.
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5. Materiales y métodos

5.1 Soluciones y tampones

Soluciéon de CacCly: CaCl, 60 mM; glicerol 15%; PIPES 10 mM, pH 7. Se esteriliza con filtro de 0,22
um.

Solucion de mezcla litica: SDS 1%; NaOH 0,2 N.

Tampon de carga para ADN: azul de bromofenol 0,25 %; xylene cyanol 0,25%; glicerol 30%.
Tampdn TAE 10X: Tris-HCI 0,4 M, pH 7,2; EDTA 50 mM, pH 8,0; dcido acético hasta pH 7,2.
Tampdn SET: sacarosa 20%; Tris-HCI 50 mM, pH 7,6; EDTA 6,5 mM.

Tampodn de carga para SDS-PAGE: 25 ml Tris-HCI 0,5 M pH 6,8; SDS 0,4%; 4 g SDS; 20 mL glicerol;

2 ml B-mercaptoetanol 0 3,1 g DTT; 1 mg azul de bromofenol.

Gel separador 10%: poliacrilamida:bisacrilamida 29:1 10%; Tris-HCl pH 8,8 390 mM; SDS 0,1%;
APS 0,1%; TEMED 0,05%.

Gel separador 12%: poliacrilamida:bisacrilamida 29:1 12%; Tris-HCl pH 8,8 390 mM; SDS 0,1%;
APS 0,1%; TEMED 0,05%.

Gel concentrador 5%: poliacrilamida:bisacrilamida 29:1 5%; Tris-HCl| pH 6,8 125 mM; SDS 0,1%;
APS 0,1%; TEMED 0,05%.

Tampdn de corrida 5X: 15,15 g Tris-base; 72 g glicina; 5 g SDS.

Solucién de tincidon: 0,4 g Azul de Coomassie R; 80 mL acido acético glacial; 250 mL etanol.
Solucién de destefiido: Igual a la Solucién de tincidn sin Azul de Coomassie R.

PBS 1X: 8 g NaCl; 0,2 g KCl; 1,44 g Na;HPO,; 0,24g KH,PO,.

PBS-Tween 0,1%: PBS 1X; 0,1% Tween 20.

Tampdn de transferencia: Tampdn de corrida 1X; 10% etanol.

Solucién de Bloqueo: 5% leche en polvo descremada; PBS 1X.

Tampdn AP: 100 Mm Tris-Hcl pH9,5; 100 mM NaCl; 5mM MgCl,.
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5.2 Medios de cultivo

Para crecimiento de bacterias Escherichia coli (E. coli) se usé el medio de cultivo Luria-
Bertani (LB) (/nvitrogen): triptona 10 g/L, extracto de levadura 5 g/L y NaCl 5 g/L. Para la
preparaciéon de medios sélidos se agregd agar 1,5%. La esterilizacidn se realizé por autoclavado
durante 20 minutos a 121 2C. En los casos requeridos se utilizd el antibiético ampicilina (0,1

mg/mL).

5.3 Cepas, vectores y secuencias
5.3.1 Cepas

Los pldasmidos empleados en el presente trabajo se propagaron en células XL1-Blue y

BL21 Star (DE3)pLysS, ambas cepas de E. coli.

Las células XL1-Blue presentan el genotipo supE hsdR lac” F* proAB” lacl, lacZAM15. Estas
células son endonucleasa (endA) deficiente, lo que mejora en gran medida la calidad de las
minipreparaciones de ADN, y mejora de la estabilidad de insercion. La mutacidn hsdR impide la
escision de ADN clonado por el sistema de endonucleasa de EcoK. Estas células presentan

resistencia a tetracicilina.

La cepa BL21 Star (DE3)pLysS de E. coli, presenta el genotipo F- ompT hsdSg (rg 'mg ) gal
dcm rnel31 (DE3) plysS (CamF). La designacién DE3 significa que la cepa contiene el liségeno
ADE3 que lleva el gen para la ARN polimerasa de T7 bajo el control del promotor /acUV5. Esta
cepa tiene también el gen RNE mutado que codifica la enzima RNasa E truncada, por lo que
carece de la capacidad para degradar ARNm, lo que resulta en un aumento de la estabilidad del
ARNm. La cepa es deficiente en la proteasa lon y también en la proteasa de la membrana
externa, OmpT. La falta de estas proteasas reduce la degradacion de proteinas heterdlogas

expresadas en las cepas.

Pagina | 31



Materiales y métodos

5.3.2 Vector de clonado

El vector de clonado empleado fue el pCR2.1-TOPO (/Invitrogen) (Figura 9). Este es un

vector disefiado para el clonado y secuenciacion de fragmentos de ADN amplificados por PCR.

Sitios de restricion

Cebadores
l Sitio de insercion del producto de PCR
locZa ATG
i
M13 Reverse Primer ot Kpal  Sepl Bemi| !
CAG GAA ACA GCT ATG ATT ACG CCA AGC TTG|GTA COG AGC TCG GAT CCA CTA
GTC CTT TGT CGA TAC TAA TGC GGT TCG AAC|CAT GGC TCG AGC CTA GGT GAT
“f“ EcoR | EoFil
cnaccccccccmcrcmdnmccccccmmmc
CAT TGC CGG CGG TCA CAC GAC CTT AAG CGG GAL) TTC CCG CTT AAG ACG
EcoRV BeX| Mol il M'l)‘tbal Apal
AGA TAT CCA TCA CAC TGG CGG CCG CTIC GAG CAT GCA TCT AGA GGG CCC AAT TCG [CCC TAT
TCT ATA GGT AGT GTG ACC GCC GGC GAG CTC GTA CGT AGA TCT CCC GGG TTA AGC GGG ATA
A
T7 Promoter M13 Forward (-20) Primer
AGT GAG TCG TAT TAC AAT TCA[CTG GCC GTC GIT TTA CGT CGT GAC TGG GAA AAC
\ TCA CTC AGC ATA ATG TTA AGT|GAC CGG CAG CAA AAT GCA GCA C7G ACC CTT T7G
\ b &
Cebadores
Promotores
Genes de resistencia
a antibidticos
Comments for pCR®2.1-TOPO®
3931 nucleotides

Figura 9. Mapa del vector-T pCR2.1-TOPO (Invitrogen). Se muestran las principales caracteristicas: el fragmento
LacZa codifica para la regién N terminal de la B galactosidasa (bases 1-547), el sitio de hibridacidn del cebador M13
reverso (bases 205-221); el sitio de clonado multiple (bases 234-357); el promotor T7 (bases 364-383); el sitio de
hibridacion del cebador M13 forward (-20) (bases 391-406); el origen de replicacién del plasmido flori (bases 548-
985); el gen de resistencia a kanamicina (bases 1319-2113); el gen de resistencia a ampicilina (2131-2991); el sitio de
origen de replicacion del plasmido pUC ColE:1 (bases 3136-3809). Extraido de (Invitrogen, 2006).

Este sistema de TOPO TA Cloning Kit, esta disefiado para clonar productos de PCR
generados por la Tag polimerasa ya que posee un nucledtido de timina 3’ protuberante. El
clonado es muy eficiente gracias a la presencia de una topoisomerasa I, la cual estd

covalentemente unida al vector porque cliva el esqueleto fosfodiéster luego de 5°-CCCTT en una
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hebra, y esa energia liberada se conserva en la formacion de un enlace covalente entre el fosfato
3" de la cadena rota y un residuo tirosina (Tyr-274) de la topoisomerasa |, como se muestra en la

Figura 10 (Shuman, 1991).

Topoisomerase

& .i@

\ O

CCCT'll‘KOH
A D
ceca PCR Product TC

"
Ok] Figura 10. Clonacién de un fragmento de ADN en el vector pCR®2.1—
TOPO'. El enlace fosfotirosil entre el ADN y la topoisomerasa | puede

ser atacado por el 5" hidroxilo de la cadena original clivada, liberando

GG
cC

Topoisomerase
asi la enzima (Shuman, 1994). Extraido de (Invitrogen, 2006).

5.3.3 Vectores de expresion

Para expresar las proteinas recombinantes se testaron dos vectores de expresion
bacterianos: pQE (Qiagen) y pGEX (GE-Healthcare). Estos vectores de expresidon permiten
generar proteinas fusionadas a una secuencia conocida como tag lo que permite su purificacién
por cromatografias de afinidad. En el caso del vector pGEX el tag es la proteina GST y en el caso

del vector pQE el tag consiste en un trecho de 6 histidinas.

El vector de la linea pQE empleado en la expresidon en bacterias fue pQE-30 (Figura 11).
Este vector estd disefiado para la expresidon y purificacion de proteinas recombinantes
fusionadas a seis residuos de histidinas consecutivos. Es un vector de alto nivel de expresion y
bajo numero de copias, basado en el sistema de transcripcidn-traduccién a partir del promotor
del fago T5 reconocido por la ARN polimerasa de E. coli. En la regién del promotor se encuentran
dos operadores lac que aumentan la represion del sistema por union del represor lac. Ademas
cuenta con el sitio de unién del ribosoma (RBSII), para una alta tasa de traduccion. El tag de seis
histidinas se encuentra en el extremo 5’ de la regién de clonado y permite que la proteina
fusionada al tag en su regiéon N terminal pueda ser purificada mediante una cromatografia de
afinidad usando columnas de Niquel. Cuenta con sitio multiple de clonado, codones stop

traduccionales en todos los marcos abiertos de lectura, dos terminadores transcripcionales
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fuertes t, del fago lambda y T1 del rrnB del operdn de E. coli, evitando el read-through en la
transcripcion y asegurando la estabilidad de la construccién de expresidn. El gen de B-lactamasa

(bla) le confiere resistencia a ampicilina (100 pug/mL) (QlAexpressionist™, 2006).

’ * Smal
Eco RI/RBS bxHis Som HI I Secl Kpnl Xmol Sall Pstl Hind Il o
= rpcscorco M- - AATTAGCTGAG [

S \
= =
EZTEC Oy /
S338557EE

PT5 -loc O-lac O-RBS 6xHis glV@I8 S
|

.
3

? pQE-30
34k
\ Cael

Figura 11. Mapa del vector de expresion pQE-30 (Qiagen). Se ilustran las principales caracteristicas. PT5: Promotor
T5; lac o: Operador lac; RBS: Sitio de unidn a ribosoma; ATG: Coddn de inicio; 6xHis: Secuencia codificante para tag
de histidinas; MSC: Sitio de clonado multiple con sitios de restriccion indicados y los sitios BamHI y Kpnl destacados;
Stop codons: codones stop en los tres marcos de lectura; Col E1: Origen de replicacion Col E1; Ampicilin: Gen de
resistencia a ampicilina. Extraido de (QlAexpressionist™, 2006).

El otro vector de expresiéon empleado fue pGEX4T-1 (Figura 12). Este es un vector util
para la expresion de polipéptidos y proteinas fusionadas a la proteina glutatién S transferasa
(GST). Las proteinas de fusidn, al igual que en el vector pQE, son construidas insertando el gen de
interés en el sitio de clonado multiple en fase con la proteina tag del vector pGEX. La expresién
estd bajo el control del promotor /lag, conteniendo también un sitio de unién para el represor
lac, lo que lo convierte en un sistema inducible, al igual que en el caso del vector pQE. El vector
también contiene un gen lacl® interno cuyo producto génico es la proteina represora que se une
a la regién operadora del promotor del gen manteniendo el sistema reprimido. Ademas, el
vector contiene un sitio de clivaje con trombina lo que permite obtener la proteina

recombinante sin la fusion GST.
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Figura 12. Mapa del vector de expresion pGex4T1 (GE Healthcare). Se muestran las principales caracteristicas: el gen
de resistencia a ampicilina, el gen de la GST, el promotor taq inducible por IPTG, el gen lacl, el sitio de origen de
replicacion del plasmido vy el sitio de clonado multiple, donde se destacan los sitios BamH | y Xho I. Extraido de (GE
Healthcare Life Sciences).

En ambos vectores la induccién de la expresion se llevé a cabo utilizando el inductor
gratuito isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido o IPTG, de funcidn analoga a la alolactosa: el IPTG
se une al represor lac, inhibiendo su accién. Una vez que el represor es inactivado, la ARN
polimerasa puede comenzar a transcribir las secuencias codificadas corriente abajo del
promotor, en este caso FRD. Las proteinas de fusidn se obtienen insertando la secuencia del gen
a expresar en el sitio de clonado multiple del vector de expresiéon en fase con una cola de

histidinas o con la proteina GST.

5.3.4 Secuencias y andlisis informatico

Las secuencias gendmicas de las tres isoformas de la enzima FRD de T. cruzi usadas en el
presente trabajo se obtuvieron de la informacion disponible en la base de datos TriTrypDB

(Kinetoplastid Genomics Resource) disponible en http://tritrypdb.org/. Se buscaron secuencias

que fueran ortdlogas a las FRD de T. brucei, parasito relacionado donde estas enzimas han sido
descritas (Coustou, 2005). El analisis informatico de las secuencias se realizd con el software
BioEdit. Los alineamientos multiples se realizaron con la herramienta Clusta/W (Thompson, 1994).
La busqueda de motivos conservados se realizd usando la herramienta Sequence Search en el
sitio de Pfam (http://pfam.xfam.org/). Las secuencias de localizacién mitocondrial se buscaron

usando el software MitoProt Il v1.101.
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5.4 Clonado de las secuencias codificantes de FRD

5.4.1 Disefio de oligonucleétidos cebadores

Debido a que los tripanosomdtidos no presentan intrones, se disefiaron cebadores
especificos para el clonado de las tres isoformas de FRD a partir de sus secuencias gendmicas.
Los oligonucledtidos especificos fueron disefiados utilizando la herramienta OligoPerfect
Designer de Life Technologies. Las propiedades fisicoquimicas, las posibles estructuras
secundarias y heterodimeros no deseados, fueron evaluados mediante el uso de la herramienta
OligoAnalyzer 3.1 de Integrated DNA Technologies, disponible en el sitio web

http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/. A su vez, para clonar en los

vectores de expresion se adiciond a los cebadores los sitios de restriccion adecuados para
permitir el clonado de los marcos abiertos de lectura de interés en fase en los distintos
pldsmidos. La Tabla 1 resume los nombres de los oligonucleétidos disefiados, asi como también
su secuencia y caracteristicas.

Tabla 1. Detalle de los oligonucledtidos cebadores sintetizados. Se subrayan los sitios de restriccion. FRD2

(TcCLB.503849.60), FRDmM1 (TcCLB.508535.10) y FRDg (TcCLB.510215.10) hacen referencia a ortélogos de las
proteinas en T. brucei (NUmeros de acceso: AY880989, AY880988 y AF457132, respectivamente).

Nombre Secuencia (5’-3’ Tamaiio (pb Tm (2C
FRD2_fw_BamHI GGA TCC ATG CAG CCACAACGAGACG 25 70.7
FRD2_rev_Xhol CTC GAG CTATTC TAC AGT CGC GAT GGT GG 29 73.3
FRD2_rev_Kpnl GGT ACC CTATTC TAC AGT CGC GAT GGT GG 29 67.4
FRDm1_fw_BamHI GGA TCC ATG AGG GGA CTG GAG CACAC 26 72.6
FRDm1_rev_Xhol CTCGAG TTA CAG TGC GGCTTG CAT G 25 69.1
FRDm1_rev_Kpnl GGT ACCTTACAGTGCGGCTTG CATG 25 71.0
FRDg_fw_BamHI GGA TCC ATG ATT GGC AGG CTT CCA GTT 27 71.6
FRDg_rev_Xhol CTCGAG TTACATCTT GGATGA GTT CTG GGTTTC 33 72.7
FRDg _rev_Kpnl GGT ACCTTACATCTT GGATGA GTT CTG GGTTTC 33 65.9

5.4.2 Extraccion de ADN gendmico de T. cruzi

Para la purificacion de ADN gendmico total de T. cruzi se utilizd el reactivo DNAzol
(Invitrogen) de acuerdo a las especificaciones del fabricante. El ADN se resuspendid en agua
destilada estéril y fue almacenado a -20°C hasta su utilizacién. La cuantificacién del ADN

obtenido se realizd con un espectrofotémetro de microvolimenes (ACTGene Asp-3700).
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5.4.3 Amplificacién por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Las condiciones de PCR se pusieron a punto probando diferentes concentraciones de
cebadores, diferentes temperaturas de hibridacién y nimero de ciclos hasta llegar a optimizar el
procedimiento. Dadas las dificultades que se fueron presentando para amplificar el gen para la
FRD, se decidié emplear la ADN polimerasa KAPA HiFi HotStart (KAPA Biosystems). La misma es
una ADN polimerasa de la familia B, con una alta procesividad intrinseca que resulta en una
mejora significativa en el rendimiento, velocidad y sensibilidad en comparacién con los tipos de
ADN polimerasas de la familia B (Biosystems, 2013). Es una polimerasa de alta fidelidad (1 error
por 3.6 x 10° nucledtidos incorporados), debido a que ademas de la actividad polimerasa 5'=>3',
presenta actividad exonucleasa (proofreading) 3'->5', que mejora notablemente la precisién
durante la amplificacion de ADN. De esta manera la fidelidad es aproximadamente 100 veces
mayor que la wild-type Tag ADN polimerasa y 10 veces mayor que la otras ADN polimerasas de

la familia B.

Para la amplificacién de la secuencia FRD2 (TcCLB.503849.60) la combinacion de
cebadores empleada fue FRD2_fw_BamH | con FRD2_rev_Xho | o FRD2_rev_Kpn |, para clonar
posteriormente en el vector de expresion pGEX4T1 o pQE-30, respectivamente (Figura 13).
Como molde se usaron 50 ng de ADN gendmico de CL Brener. Las condiciones de reaccion y de

ciclado para esta secuencia son especificadas en las Tablas 2 y 3.

Cebador directo
FRD2_fw_BamH

+1 115 FRD2 2370 ADNgenémico
—\ CL Brener
Lebadorreverso
FRDZ_rev_Xho | o FRD2_rev_Kpn
pGEX4T1 pQOE30

Figura 13. Esquema del ensayo de PCR realizado. A partir del ADN gendmico de T. cruzi de la cepa CL Brener se
utilizaron cebadores especificos para amplificar el gen de interés; la flecha azul corresponde al cebador directo con
el sitio de restriccion BamH | adicionado y la flecha verde el cebador reverso con el sitio de restriccién Xho |1 o Kpn |,
segun sea para el clonado posterior en pGEX4T1 o pQE-30.

Pagina | 37



Materiales y métodos

Tabla 2. Concentraciones y volumenes de los reactivos utilizados en las reacciones de PCR.

Reactivo Concentracion stock  Concentracion final Volumen (pL)
Buffer HiFi 5X 1X 10
HiFi Taq Pol 1U/uL 1 U/reaccién 1
dNTPs 10 mM 0,3 mM 1.5
Cebador directo 10 um 0,5 uM 2.5
Cebador reverso 10 uM 0,5 uM 2.5
ADN molde 50 ng/uL 50 ng 1
Agua destilada - - c.s.p 50 puL

Tabla 3. Caracteristicas de ciclado optimizado para la reaccion de PCR de la secuencia FRD2 con sitios de restriccion

BamH |y Xho I.
Etapa Temperatura (2C) Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion inicial 95 3 min 1
Desnaturalizacion 98 20 seg
Hibridacion 62 15 seg 10
Extension 72 90 seg
Desnaturalizacion 98 20 seg
Hibridacion 65 15 seg 25
Extension 72 60 seg
Extension final 72 5 min 1

5.4.4 Electroforesis en geles de agarosa

La visualizacion de ADN gendmico, productos de PCR, ADN plasmidico y fragmentos de
restriccion se realizé mediante electroforesis en geles de agarosa 1%. Los geles fueron
preparados en tampdn TAE 1X, el cual también fue utilizado como tampdn de corrida. Las
muestras se prepararon adicionando tampén de carga para ADN 1X. Las corridas
electroforéticas se realizaron a intensidad de corriente constante de 8 V/cm de gel. Como
marcador de peso molecular se empled GeneRuler 1 Kb DNA Ladder (Thermo Scientific) (Figura
14). La visualizacion de ADN se realizd6 mediante tincion con Good View (SBS Genetech),
alternativo al bromuro de etidio, y se observé en transiluminador de luz ultravioleta MacroVue

2011 LKB, con el programa Careastrem MI SE.
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GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder

0’GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder,
ready-to-use
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Figura 14. Marcador de peso molecular GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder 250 a 10000
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5.4.5 Purificacion de ADN a partir de geles de agarosa

Los productos de amplificacion obtenidos fueron purificados a partir de geles de agarosa
mediante el kit comercial Zymoclean Gel DNA Recovery Kit (Zymo Research) siguiendo
instrucciones del comerciante. Brevemente, se incubd la porcidon de gel con 3 volumenes de
tampodn de disolucidn de agarosa a 452C por 5 minutos. Se lavd la columna dos veces con buffer

de lavado y se eluyé el ADN en 10 pL de buffer de elucion.

5.4.6 Cuantificacion de ADN

La cuantificacion de acidos nucleicos se realizdé midiendo la absorbancia a 260 nm
utilizando un espectrofotémetro de microvolimenes (ACTGene Asp-3700). Para determinar la
pureza de la muestra se tuvo en cuenta el cociente Abs,e/Abs,s, considerando la muestra como
pura cuando esta relacion es mayor o igual a 1,8 por tratarse de ADN. Para determinar la

integridad de los acidos nucleicos se corrieron geles de agarosa.

5.4.7 Clonado en vector-T y seleccion de transformantes

Dado que la ADN polimerasa empleada para amplificar los genes para FRD no es una Tag
polimerasa por lo que no posee actividad nucleétido terminal transferasa, para el clonado del

marco abierto de lectura en vectores-T, al producto de PCR se le adicioné desoxinucledtidos de
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adenina (dATP) en el extremo 3'OH. Para ello se incubd el producto de PCR obtenido con KAPA
HiFi HotStart con una enzima Taqg polimerasa (/nvitrogen), la cual transfiere un nucleétido al
3'0OH terminal del fragmento de acido nucleico generado por PCR. Se adicioné entonces 1U de
Tag polimerasa, 1X tampdn de reaccién, 1 mM de MgCl, y 0,1 mM de dATP. La reaccién se
realizé a 72°C con una duracién de 10 minutos. Una vez adenilado el producto de PCR, se clond
en el vector pCR2.1-TOPO, haciendo reaccionar 4 puL de este producto, 1 pL de vectory 1 uL de

solucidn salina, a temperatura ambiente durante 5 minutos.

Como primer paso para seleccionar los clones transformantes se corroboré la presencia
del inserto en las construcciones realizadas mediante digestién con enzimas de restriccion. El
analisis por patrones de digestion se realizd empleando las enzimas de restriccién EcoR |y Stu |
(Thermo Scientific) que liberan el inserto clonado generando bandas de 1000 y 1100 pb
aproximadamente. EcoR | reconoce la secuencia 5'GJAATTC3’, mientras que Stu | reconoce
5’AGGJ{ CCT3'. Se usaron las unidades de enzima especificadas por el comerciante, definiéndose
1 unidad (U) de enzima de restriccién como la cantidad de enzima necesaria para digerir 1 ug de
ADN en 1 hora. Las mezclas de reaccién se incubaron a la temperatura y tiempo recomendados
por el fabricante. Particularmente, se realizaron digestiones con EcoR | y Stu I, en las condiciones
especificadas en la Tabla 4, durante 1 hora a 372C. Los plasmidos positivos por digestién y PCR

fueron enviados a secuenciar para su confirmacion.

Tabla 4. Concentraciones y volimenes de los reactivos utilizados en la digestion con EcoR |y Stu I.

Enzima de restriccion 1U/uL 1U
Buffer 10X 1X
ADN <1 ug
Agua estéril - - c.s.p. 50 pL

5.4.8 Clonado en vectores de expresion

Para el clonado en los vectores de expresion se realizé la digestion del vector pCR2.1-
TOPO, conteniendo la secuencia codificante de la proteina en estudio con sitios de restriccidon
compatibles con los vectores de expresion de destino. En el caso de pQE-30, se utilizaron los
sitios BamH | y Kpn |, y para el vector pGEX4T1 se utilizaron BamH | y Xho I. En este caso, como

se realizd una doble digestion, se empled la herramienta DoubleDigest de Thermo Scientific,
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disponible en el sitio web http://www.thermoscientificbio.com/webtools/doubledigest para

seleccionar el tampdén mas adecuado para la reaccidn con dos enzimas. La enzima BamH |
reconoce la secuencia 5'GJ GATCC3’, Kpn | reconoce 5’GGTACJ C3’, mientras Xho | reconoce
5'CY{TCGAG3'. Se empled la relacién de unidades de enzima especificadas por el comerciante y

se llevd a cabo la reaccidn en las condiciones especificadas en la Tabla 5, durante 1 hora a 372C.

Tabla 5. Concentraciones y volimenes de los reactivos utilizados en la doble digestiéon con BamH |y Xho I.

Enzima BamH | 1U/uL 1U 1
Enzima Kpn 1 o Xho | 1U/uL 2U 2
Buffer BamH | 10X 1X 5
ADN <1pg
Agua estéril - - c.s.p. 50 puL

Una vez digeridos los vectores de expresion y el inserto correspondiente con las mismas
enzimas, tanto los vectores linealizados como los insertos escindidos del vector pCR2.1TOPO se
resolvieron en geles de agarosa, desde donde fueron purificados usando el Zymoclean Gel DNA
Recovery Kit (Zymo Research). Previo a la reaccion de ligacién se empleé una fosfatasa alcalina
termosensible (FastAP Thermosensitive Alkaline Phosphatase, Thermo Scientific), que
desfosforila el extremo 5 de los vectores linealizados para evitar la recircularizacion de los
mismos. Para ello se incubd el vector lineal con fosfatasa alcalina a 372C durante 10 minutos, y
luego se inactivd dicha enzima a 752C por 5 minutos. Las reacciones de ligacién de fragmentos
de ADN se realizaron con la enzima T4 DNA ligasa (Thermo Scientific), procedente del
bacteriéfago T4. Esta enzima cataliza la formacién de enlaces fosfodiéster entre los extremos 5'-
fosfato y 3’-hidroxilo del ADN, pudiendo unir tanto extremos cohesivos como romos. Las

concentraciones de inserto y vector a emplear fueron determinadas mediante la ecuacién:

ng de inserto = (ng de vector) (tamafio en pb de inserto) (Relacidn Molar Inserto : Vector)
(tamafio de vector en pb)

La relaciéon molar inserto:vector empleada fue 5:1. El volumen final fue de 20 uL en el
tampodn suministrado por el comerciante y se incubd durante 10 minutos a 222C. Los productos

de ligacidn fueron usados para transformar bacterias BL21 quimicamente competentes.
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5.4.9 Preparacion de células competentes

Para la preparacion de células quimicamente competentes se usé el protocolo descrito
por Ausubel (Ausubel, 1987). Brevemente, se inoculé 50 mL de medio LB con una colonia Unica y
se crecieron las células 12 horas a 372C. Posteriormente, se inoculd 4 mL del cultivo en 400 mL
de medio LB, dejandose crecer a 3792C hasta una densidad d6ptica a 600 nm de 0,375 para
después alicuotar el cultivo en 8 tubos de 50 mL y dejarse enfriar las células en hielo durante 10
minutos. Luego de centrifugar el cultivo (1600 g, 7 minutos), se resuspendieron las bacterias en
10 mL de solucién de CaCl, y se dejaron en hielo 30 minutos. Finalmente, se volvié a centrifugar
y a resuspender las bacterias en 2 mL de solucién de CaCl2 frio con 15% glicerol. Las bacterias

competentes fueron alicuotadas de a 100 pL y guardadas a —=802C hasta su uso.

5.4.10 Transformacion de bacterias E. coli

Para la transformacién de bacterias competentes se sacaron 100 plL de células a —=80°C y
se dejaron descongelar en hielo 30 minutos. Se agregd ADN en una proporcion menor a 25 ul de
ADN por 100 pL de células. Se dejé 20 minutos en hielo y se dio un shock térmico de 90
segundos a 422C. A continuacion se colocé en hielo 1-2 minutos y se adicioné 4 volimenes de LB
a temperatura ambiente. Se dejé a 379C durante una hora con agitacidon fuerte y se plaquearon

100 pL en agar LB-ampicilina.

5.4.11 Purificacién de ADN plasmidico de bacterias

Se empled el método de lisis alcalina en el cudl las células son lisadas en una solucidon de
detergente a pH alcalino lo que provoca la desnaturalizacién del ADN. Posteriormente, la
solucidén se neutraliza y el ADN plasmidico se renaturaliza por su pequefio tamafio y estructura y
permanece en solucidon, mientras que el ADN gendmico precipita junto al detergente y las
proteinas. Brevemente, se cultivaron células conteniendo el pldsmido de interés en medio
liquido LB hasta la fase estacionaria. Se transfirid cada cultivo a un tubo eppendorf de 1,5 mLy
se centrifugd por 30 segundos. El pellet se lavé con 1 mL de tampdn SET y luego se resuspendid
en 150 pL de dicho tampdn. A continuacion se agregd 50 pug de RNAsa A y luego de mezclar bien

se agregd 350 plL de la mezcla litica. Dicha solucidn alcalina, se neutralizé con 250 uL de acetato
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de sodio 3 M, pH 4,8 y se agitd por inversion. Se colocé 30 minutos en hielo para precipitar el
SDS y el ADN cromosdmico, se centrifugd 20 minutos a 49C y se guardd el sobrenadante
conteniendo el ADN plasmidico. Al sobrenadante se le adicioné un volumen de isopropanol, se
agitd por inversion, se dejo a temperatura ambiente por 15 minutos y se centrifugd 20 minutos.
Se lavo el pellet con 200 pL de etanol 70%, se volvid a centrifugar por 5 minutos, se secd el pellet

y finalmente se resuspendié en 40 plL de agua libre de nucleasas.

5.4.12 Secuenciacion

La secuencia nucleotidica de todas las construcciones realizadas fue verificada por
secuenciacion capilar. La misma se realizé en el Servicio de Secuenciacidon de Macrogen, Korea, y
las condiciones para la reaccion de secuenciacién fueron las requeridas por el servicio. Se
secuencié automaticamente en ambas direcciones utilizando los cebadores M13 forward y M13

reverse o los cebadores especificos previamente sintetizados.

5.5 Analisis de proteinas

5.5.1 Expresion de proteinas recombinantes en bacterias

En primer lugar se realizé una expresién a pequeiia escala para determinar las mejores
condiciones de expresidon de la proteina recombinante. Brevemente, se crecidé un precultivo de
bacterias BL21 conteniendo el plasmido recombinante, a partir del cual se realizé una dilucién
1/100 en 3 mL de medio selectivo LB ampicilina 100 pg/mL hasta una densidad éptica (DO) a 600
nm de ~0,6 con agitacion. Luego se indujo la expresién de la proteina recombinante agregando

distintas concentraciones de IPTG, durante distintos tiempos a diferentes temperaturas.

Luego de evaluar las condiciones de induccién que produjeron mayor cantidad de
proteina recombinante soluble y menos degradada, se procedié a realizar la produccion de
proteina a mayor escala. Se crecié un cultivo de 200 mL de LB ampicilina (100 pg/mL) a 372C con
agitacion hasta la DO a 600 nm requerida y se indujo con IPTG por el tiempo y la temperatura

gue exhibieron los mejores resultados.
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5.5.2 Obtencion de extractos proteicos de E. coli

Los cultivos se centrifugaron a 7000 g, 10 minutos a 42C para sedimentar las células,
resuspendiendo en un volumen de PBS frio 1/20 del volumen del cultivo y se sonicaron en hielo.
Luego de sonicado el cultivo, se suplementd con tritdn 1% y se agité durante 30 minutos en hielo
para ayudar a la solubilizacién de la proteina. El lisado se centrifugd 45 minutos a 12000 g a 49C,
y se separd en dos fracciones: soluble (sobrenadante) e insoluble (pellet). La fraccién insoluble
fue resuspendida en distintas concentraciones de urea. El pellet de la mayor concentracién de

urea fue resuspendido en PBS 1X.

5.5.3 Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE)

La separacion de proteinas se realizd en geles de poliacrilamida o SDS-PAGE (Sodium
Dodecyl Sulfate-PoliAcrilamide Gel Electrophoresis). El tratamiento con SDS convierte las
proteinas en poli-aniones cargados negativamente, para luego ser separadas en un campo
eléctrico de acuerdo a su peso molecular. Los geles de poliacrilamida empleados fueron
discontinuos, un gel concentrador y un gel separador. El gel concentrador se preparé con 5% de
poliacrilamida, mientras que el gel separador se prepard con 10% o 12% de poliacrilamida. Se
usé persulfato de amonio (APS) y N,N,N’,N’-tetrametil etilendiamina (TEMED) como agentes
polimerizantes. Las muestras se mezclaron con tampon de carga para SDS-PAGE 1X y se
desnaturalizaron por calor a 1002C por 5 minutos. Un volumen de carga de 5 pL fue evaluado en
los geles que se corrieron en tampon de corrida para SDS-PAGE 1X. Las corridas electroforéticas
se realizaron a intensidad de corriente constante entre 100 y 150 V. Como marcador de peso
molecular se empled PageRuler Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific) (Figura 15). El
método de tincion de los geles fue azul de Coomassie. Este es un colorante que forma complejos
fuertes no covalentes con las proteinas, y su incorporacion es aproximadamente proporcional a
la cantidad de proteinas. La tincion con Coomasie blue permite detectar bandas de hasta 100 ng
de proteina. La tincidn se realizé durante 1-4 horas y luego se decoloraron en Solucién de

destefiido durante el mismo tiempo.
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5.5.4 Western blot

La técnica de Western blot permitié verificar la presencia de la proteina recombinante
FRD mediante un anticuerpo primario especifico que reconoce el GST fusionado a la misma. Los
extractos proteicos se transfirieron del gel, en el que fueron anteriormente separados de
acuerdo a su peso molecular, hacia una membrana de nitrocelulosa Hybond C-Extra (Amersham
Bioscience) sobre la cual se realizd la unién antigeno-anticuerpo. Se prepard el cassette con
esponjas y papeles de filtro Whatman humedecidos en tampdn de transferencia 1X, el gel y la
membrana. Se colocé dentro de la cuba de transferencia, se cubrié con tampdn de transferencia
1X y se realizé la transferencia O.N. a 15 mA. Al finalizar la transferencia, se tomd la membranay
se incubd en la solucién de bloqueo durante 1 hora con agitacidn constante a temperatura
ambiente. Se incubd la membrana con el anticuerpo primario a-GST Cabra policlonal conjugada
a fosfatasa alcalina (Thermo Scientific) en dilucién 1/1000 en tampdn de bloqueo durante 1 hora
con agitacién constante a temperatura ambiente. Se realizaron tres lavados con PBS-Tween 0,1%
y se reveld6 con NBT (50 mg/mL en dimetilformamida 70%) y BCIP (50 mg/mL en

dimetilformamida 100%) en Tampdn AP.
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5.5.5 Purificacion por cromatografia de afinidad

La proteina de fusién con GST se purificé por cromatografia de afinidad usando columnas
comerciales GST Fast Flow (Amersham Bioisciences), las cuales tienen glutatidon inmovilizado en
una matriz de Sefarosa. La columna se equilibré con 5 volumenes de PBS 1X y se aplicd la
muestra con un flujo constante de 0,5 mL/min. Luego se lavé con 10 volimenes de PBS 1X con
flujo de 1 mL/min. Finalmente, se eluyd la proteina por competencia con 5 volumenes de

glutatién reducido 10 mM en tampén Tris-HCI 50 mM.

5.5.6 Cuantificacion de proteinas

La cuantificacion de proteinas se realizd mediante el método de Bradford, usando el
reactivo Bradford ready-to-use (Fermentas). El ensayo se basa en la formaciéon de complejos
entre el colorante Azul de Coomassie Brilliant G-250 y las proteinas en solucién. Esta unidn
provoca un cambio en la absorcion maxima del colorante de 465 nm a 595 nm. La concentracién
de la muestra de proteina es determinada por referencia a la absorcion de una serie de
diluciones estandar de Albdimina Bovina Sérica (BSA) ensayadas en paralelo (0,125-1 mg/mL).
Brevemente, la muestra de proteina se mezcla con el reactivo a temperatura ambiente, se deja
incubar 5 minutos y se mide la absorbancia de la solucién a 595 nm, esta absorcioén se interpola
en la curva de calibracidn realizada con BSA y obteniendo asi la cantidad de proteina presente en

la solucion.
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6. Resultados y discusion

6.1 Obtencion de los marcos abiertos de lectura de las isoformas de FRD

Los marcos abiertos de lectura de las isoformas FRD2, FRDm1 y FRDg se obtuvieron de la
informacién disponible en la base de datos TriTrypDB, mediante busqueda por homologia en el
genoma completo de T. cruzi de la secuencia codificante para cada isoforma descrita en T. brucei
(Numeros de acceso: AY880989, AY880988 y AF457132, respectivamente) (Coustou, 2005). La
busqueda en todos los casos reveld la presencia de tres secuencias codificantes de FRD putativas
entre varios pseudogenes. Una de estas secuencias codificantes pertenecia a un alelo Non
Esmeraldo-like de la cepa CL Brener, ubicada en el cromosoma 38-P, de 2370 pb y un peso
molecular estimado de 85492 Da (Gene ID: TcCLB.503849.60), otra de las secuencias
identificadas pertenecia al alelo Esmeraldo-like de CL Brener, ubicada en el cromosoma 38-S, de
3429 pb y 124798 Da (Gene ID: TcCLB.510215.10) y la ultima secuencia correspondia al alelo
Esmeraldo-like de la cepa CL Brener, ubicada en el cromosoma 38-S, de 3648 pb y 132385 Da
(Gene ID: TcCLB.508535.10) (Tabla 6). Para todas las secuencias se analizé la presencia de seiial
de localizacién mitocondrial usando el programa MitoProt Il v1.101 (Anexo 9.6). La proteina
codificada por el gen TcCLB.503849.60, presenta segun la base de datos CDD (Conserved Domain
Database http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cdd.shtml) sélo dos de los dominios
descritos para FRD (Figura 17) presentando homologia con la proteina FRD2 de T. brucei. A
diferencia de la FRD2 de T. brucei, la FRD2 de T. cruzi no presenta sefial de localizacion
mitocondrial. Vale destacar que si bien la proteina FRD2 de T. brucei presenta una senal de
localizacion mitocondrial sugerida por el programa MitoProt Il 1.0a4 (Coustou, 2005), dicha
localizacion no fue verificada experimentalmente. La proteina codificada por el gen
TcCLB.510215.10 no presenta sefial de localizacién mitocondrial (Anexo 9.6) y presenta los tres
dominios descritos para proteinas FRD (Figura 17), presentando homologia con la isoforma FRDg
de T. brucei. Finalmente, la proteina codificada por el gen TcCLB.508535.10 presenta sefal de
localizacion mitocondrial (Anexo 9.6) y los tres dominios descritos como en la FRDm de T. brucei,

por lo que se determind por homologia que corresponde a la isoforma FRDm1.
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Tabla 6. Caracteristicas de las isoformas de FRD en T. cruzi. Se detalla Gene ID, su ortdlogo en T. brucei, su tamafio

en pares de bases y peso molecular.

Secuencia Numero de acesso GenBank Peso
del ortélogo en T. brucei Molecular
FRD2 TcCLB.503849.60 AY880989 2370 pb 85492 Da
FRDmM1 TcCLB.508535.10 AY880988 3648 pb 132385 Da
FRDg TcCLB.510215.10 AF457132 3429 pb 124798 Da

Se realizaron alineamientos con el programa BioEdit para determinar el porcentaje de
identidad y similitud entre las secuencias obtenidas en T. cruzi y las reportadas en T. brucei. Este
analisis revelé que las proteinas entre estos tripanosomatidos presentan entre un 56 y un 73%
de identidad (Tabla 7). Adicionalmente se alinearon las secuencias proteicas de las tres
isoformas de T. cruzi y también el dominio fumarato reductasa de cada isoforma de T. cruzi
(Figura 16). Los resultados muestran una alta identidad a nivel aminoacidico de este dominio,
siendo la porcidon mas conservada al presentar entre 79 y 98% de identidad, valores similares a
los de las FRD de T. brucei. La secuencia completa presenta una identidad de entre casi 40 y 64%,
valores sensiblemente menores a los de las FRD de T. brucei. Los resultados se detallan en la

Tabla 7.

Tabla 7. Identidad y similitud entre las isoformas de FRD en T. cruziy T. brucei, entre las isoformas de T. cruzi y entre
el dominio fumarato reductasa de las isoformas de T. cruzi.

Identidad/Similitud de secuencias de FRD entre T. brucei y T. cruzi
FRD T. cruzi vs. FRD T. brucei

FRD2 0.562/0.699
FRDg 0.728/0.851
FRDm1 0.631/0.765
FRD2 FRDg FRDmM1
FRD2 1 0.509/0.560 0.396/0.479
FRDg 0.509/0.560 1 0.644/0.743
FRDm1 0.396/0.479 0.644/0.743 1
Identidad/Similitud del dominio fumarato reductasa de FRD en T. cruzi
FRD2 FRDg FRDm1
FRD2 1 0.983/0.994 0.791/0.854
FRDg 0.983/0.994 1 0.799/0.857
FRDm1 0.791/0.854 0.799/0.857 1
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Figura 16. Alineamiento entre las secuencias aminoacidicas FRDg, FRDm1 y FRD2 de T. cruzi. En negro se muestran
los aminoacidos idénticos en las tres isoformas y en gris los similares. Se recuadra en rojo el dominio fumarato
reductasa.
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Dado que existen errores de anotacion en la base de datos utilizada, una vez obtenidas
las secuencias del TritrypDB, se recurrid al curado manual de las mismas, cotejando las
secuencias anotadas con resultados experimentales disponibles de anadlisis gendmicos masivos
de transcriptémica y de riboprinting (Pastro, L., articulo en preparacion; Smircich, P., sometido). En
ambos casos se observé que la presencia de reads comenzaba varios pares de bases después del
ATG del extremo 5’ anotado, sugiriendo un error de anotacidn. Por esto, se decidié trabajar a
partir de un ATG interno, a los 115, 316 y 286 pares de bases después del inicio anotado para
FRD2, FRDm1 y FRDg, respectivamente, corroborando que el marco abierto de lectura se

mantenia en fase y los dominios relevantes para la funcién FRD no eran afectados (Figura 17).
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Figura 17. Salidas de Blast donde se observan los dominios y el sitio de unién a NAD de cada isoforma de FRD. A.
Gene ID: TcCLB.503849.60 (FRD2). B. Gene ID: TcCLB.508535.10 (FRDm1). C. Gene ID: TcCLB.510215.10 (FRDg).
FRDg y FRDm1 presentan tres dominios: uno N-terminal que es homdlogo a las proteinas ApbE (en lila), un dominio
central PRK06175 presente en las fumarato reductasas (en verde) y un dominio C-terminal, homdlogo a las
citocromo b5 reductasas (en rojo). FRD2 sélo presenta dos dominios, el central y el C-terminal.
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6.2 Amplificacion y clonado de las secuencias FRD

El gen que codifica para la isoforma FRDm1 se logré amplificar por PCR, pero en presencia
de otras bandas mayoritarias, por lo que la reaccion debe continuar siendo optimizada. En el
caso del gen codificante para la isoforma FRDg la reaccion de PCR no ha amplificado el

fragmento esperado.

El marco abierto de lectura de la isoforma de FRD2 fue amplificado por PCR directamente
del ADN gendmico de CL Brener debido a que en T. cruzi los genes no poseen intrones. Se
realizaron reacciones de PCR usando cebadores con los adaptadores adecuados compatibles
para el clonado posterior en los vectores de expresiéon (Tabla 1). La optimizacion de la PCR
resulté en el uso de casi el doble de la concentraciéon recomendada de los cebadores para la
amplificacién con la HiFi Polimerasa (0,5 uM en lugar de 0,3 uM, Tabla 2) (Biosystems, 2013) y en
el empleo de dos ciclos consecutivos de amplificacién, el segundo con una temperatura de
hibridacién mas rigurosa que el primero (Tabla 3). El amplicén esperado para la reaccién era

de~2200 pb. En la Figura 18 se muestra el resultado del PCR visualizado en un gel de agarosa 1%.

- e
| S |

:
.

Figura 18. Electroforesis en gel de agarosa 1%. Carril 1: Producto de PCR de la secuencia FRD2 con adaptadores BamH
I y Xho | para clonar en el vector de expresién pGEX4T1. Carril 3: Producto de PCR de la secuencia FRD2 con
adaptadores BamH | y Kpn | para clonar en el vector de expresién pQE-30. Carriles 2 y 4: controles negativos sin
ADN molde de carriles 1 y 3, respectivamente. Carril 5: Marcador de peso molecular 1 kb DNA Ladder (Thermo
Scientific). Se sefiala con una flecha roja el producto mayoritario de tamafio esperado.

Luego de ensayar diferentes temperaturas, tiempos de hibridacién y concentracion de los
oligonucleétidos cebadores no fue posible obtener una uUnica banda especifica como producto
de la reaccion de PCR. La presencia de bandas inespecificas en la reaccion de PCR a partir de ADN

gendmico podria deberse a que en el genoma de T. cruzi se encuentran varios pseudogenes de
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FRD. El uso de ADNc como molde de la reaccién de PCR tampoco mejord el resultado de la
reaccion de PCR, esto podria deberse al hecho de que la transcripcién es policistrénica y la
regulacion de la expresidon génica en estos parasitos es post-transcripcional, por tanto el uso de
ADNc no previene en gran medida la amplificacién de estos posibles pseudogenes. De todas
maneras, los controles fueron exitosos y no se observa amplificacién en los controles sin ADN,
por lo que se procedid a purificar del gel la banda mayoritaria de peso molecular esperado
(Figura 18). Estos fragmentos fueron luego adenilados y clonados en el vector pCR2.1-TOPO,
generando la construccion plasmidica que se esquematiza en la Figura 19. Con ello se
transformaron bacterias quimiocompetentes XL1-Blue, a partir de las cuales se aisld el plasmido

por el método de lisis alcalina.

A EcoRI 283 B
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Figura 19. A. Mapa del vector pCR2.1-TOPO con el marco abierto de lectura de la isoforma FRD2 clonado
representado en rojo. Se muestran los sitios de restriccion relevantes en la verificacion del plasmido y para el
posterior clonado en los vectores de expresion. B. Secuencia aminoacidica de la isoforma FRD2 clonada, se muestra
en rojo la porcién N-terminal no incluida en la construccién.

La presencia del inserto en el vector-T se comprobd por PCR, por patrones de digestiéon y
secuenciacion. La PCR se realizd usando el ADN plasmidico como molde, y se obtuvo un
producto de amplificacién con el tamano de banda esperado (~2200 pb) usando los mismos
cebadores con los que se amplific6 desde el ADN gendmico, en iguales condiciones de

amplificacién (Figura 20).
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Figura 20. Electroforesis en gel de agarosa 1%. Carril 1: Producto de PCR sobre el plasmido pCR2.1-TOPO-FRD2 con
adaptadores BamH | y Xho I. Carril 3: Producto de PCR sobre el plasmido pCR2.1-TOPO-FRD2 con adaptadores
BamH |y Kpn I. Carriles 2 y 4: Controles negativos sin ADN de carriles 1y 3, respectivamente. Carril 5: Marcador de
peso molecular 1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific).

El andlisis por patrones de digestion se realizd6 empleando las enzimas de restriccién EcoR
|y Stu I. El vector-T empleado tiene dos sitios de restriccidon para EcoR | que liberan el inserto del
vector. Adicionalmente, el inserto posee un sitio para esta enzima que lo divide en dos
fragmentos del mismo tamafio aproximadamente (Figura 19). De esta manera, el patron de
restriccion esperado es una banda de ~3.9 kb perteneciente al vector linealizado y dos
fragmentos de ~1.1y ~1 kb, correspondientes al inserto escindido. Por su parte, el vector no
tiene sitio de restriccion Stu |, pero si lo tiene el inserto como se observa en la Figura 19, por lo
gue el corte con esta enzima linealiza el vector con el inserto, lo cual se estima se ubica en los ~6
kb. De esta manera se confirma no sélo la presencia de inserto del tamafio esperado, sino
también la identidad del inserto debido a la presencia del sitio Stu |. Estos patrones de

restriccion esperados se observan en la Figura 21.
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Figura 21. Electroforesis en gel de agarosa 1%. Digestion del pldsmido pCR2.1-TOPO-FRD2 con adaptadores BamH | y
Xho 1. Carril 1: EcoR I. Carril 2: Stu |. Digestidn del plasmido pCR2.1-TOPO-FRD2 con adaptadores BamH | y Kpn I.
Carril 3: EcoR I. Carril 4: Stul. Carril 5: Marcador de peso molecular 1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific).
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Finalmente, los clones verificados por PCR y digestiéon fueron secuenciados para
confirmar que el marco abierto de lectura clonado pertenece a la FRD y que no hay mutaciones
ni codones stop en el mismo. En la Figura 22 se observa parcialmente el cromatograma
proveniente de la secuenciacién de las porciones 5’ y 3’ del gen FRD2 clonado en vector-T. Puede
observarse parte de la secuencia del mismo, los cebadores con los sitios de restriccidn
adicionados para el clonado en fase en los vectores de expresidon y parte de la secuencia de
FRD2. En el anexo 9.4 pueden observarse las salidas de Blast realizadas con las secuenciaciones,
si bien no se logré la secuenciacion completa por lo extenso del fragmento y la falta de
cebadores internos, se evidencia la alta fidelidad de la polimerasa empleada dado el alto

porcentaje de identidad y la ausencia de gaps entre la secuencia FRD2 anotada y la amplificada y

clonada en este trabajo.

Al GATATCT GCAGAATTCGCCCTTGGATCCATGCAGCCACAACGAGACGTCTTCTATGATCCGGCAGAATTGCA

TOPOTA BamHl| Primer fw FRO2

TACCAAGGGCGAATTCCAGCAC
TOPOTA

Bi GCAGAATTCGCCCTTGGATCCATGCAGC CACAACGAGACGTCTTCTATGATCCGGCAGAATTGCAGAAACAG

TOPOTA BamH! Primer fw FRO2

B2 CTTCTTGACATGGGOCACOCATOTCGCCACCATCOCOACTOTACGAATAGCTCGAGAAGCOGC CAATTCCAGCACAC
Primer rev FRD2 Xhol TOPOTA

Figura 22. Cromatograma obtenido de la secuenciacidon de los marcos abiertos de lectura de FRD2. Paneles A.
Secuenciacion de FRD2 para la clonacién en el vector de expresiéon pQE-30. Al. Se observa parte de la secuencia del
vector-T, el sitio BamH | adicionado al cebador, el primer directo con el codén de inicio (ATG) y la porcién 5’ del gen
FRD2. A2. Se observa la porcidn 3’ de la secuencia de FRD2, el primer reverso con el codén stop (TAG), el sitio Kpn |
adicionado al cebador, y parte de la secuencia del vector-T. Paneles B. Secuenciacidon de FRD2 para la clonacién en
el vector de expresion pGEX4T1. B1. Se observa parte de la secuencia del vector-T, el sitio BamH | adicionado al
cebador, el primer directo con el codén de inicio (ATG) y la porcidn 5’ del gen FRD2. B2. Se observa la porcién 3’ de
la secuencia de FRD2, el primer reverso con el codén stop (TAG), el sitio Xho | adicionado al cebador, y parte de la
secuencia del vector-T.
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Una vez verificados los marcos abiertos de lectura clonados en el vector-T, se procedid a
la escision del inserto con las enzimas de restriccion compatibles con los vectores de expresion:
BamH | y Xho | para clonar en el vector pGEX4T1, y BamH | y Kpn | para clonar en el vector pQE-
30. Las mismas enzimas se usaron para digerir estos vectores de expresiéon permitiendo asi un
clonado direccional en fase. En la Figura 23 A. se observa en un gel de agarosa 1% los fragmentos
correspondientes al gen escindido con BamH | y Kpn | del vector-T (Carril 1, flecha roja); y al
vector de expresion pQE-30 linealizado con las mismas enzimas de restriccién (Carril 2, flecha
verde). En la Figura 23 B. se observan los fragmentos correspondientes al gen escindido con
BamH | y Xho | del vector-T (Carril 1, flecha roja) y al vector de expresién pGEX4T1 linealizado

con las mismas enzimas de restriccion (Carril 2, flecha verde).

—~5000
— 3500
— 2500 — 2500
— 2000 — 2000

Figura 23. Electroforesis en gel de agarosa 1%. A. Carril 1: Doble digestién del vector pCR2.1-TOPO-FRD2 con BamH |
y Kpn L. Carril 2: Doble digestion del vector de expresién pQE-30 con BamH | y Kpn I. Carril 3: Marcador de peso
molecular 1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific). B. Carril 1: Doble digestion del vector pCR2.1-TOPO-FRD2 con BamH
I'y Xho I. Carril 2: Doble digestién del vector de expresién pGEX4T1 con BamH | y Xho I. Carril 3: Marcador de peso
molecular 1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific).

El vector de expresiéon lineal una vez purificado del gel fue desfosforilado con una
fosfatasa alcalina termosensible, a fin de evitar su recircularizacién y luego fueron ligados vector
e inserto usando la enzima T4 DNA ligasa. La mezcla de ligacidn se usé para transformar células
guimiocompetentes BL21 Star (DE3)pLysS de E. coli y los plasmidos se aislaron por el método de
lisis alcalina. Se realizaron nuevamente ensayos de PCR y digestidn para confirmar la presencia
del inserto y se envid a secuenciar. La secuenciacion de pQE-30 no arrojé resultados
concluyentes ya que fallé la reaccién de secuenciacion. En el caso de pGEX4T1, la secuenciacién
fue parcial dado que en el laboratorio no contamos con cebadores del vector, asi como tampoco

contamos con cebadores reversos especificos que hibriden cerca del inicio de la secuencia de
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interés, por lo que la secuenciacién se realizdé con los cebadores directos y reversos disefiados
para la PCR inicial. El cromatograma no muestra el ATG inicial, por lo que para ambos vectores, la
confirmacién de que el inserto estd en fase se realizd indirectamente. Primero se realizé un
analisis tedrico para estimar el tamaio de la proteina que se obtendria con los distintos marcos
abiertos de lectura y luego de realizé un ensayo de expresidn a pequefia escala. Como se
observa en la Figura 24, si el marco abierto de lectura no esta en fase se obtendrian proteinas

truncadas, de unos pocos aminoacidos y no la proteina de peso molecular de 110 kDa esperada.

I
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Figura 24. Salida de Pfam (http://pfam.xfam.org/) de los marcos abiertos de lectura posibles de la secuencia FRD2. Los cuadrados
rojos indican la presencia de codones stop.

El ensayo de expresion a pequefia escala se realizd con un cultivo de 3 mL de bacterias de
la cepa BL21 Star (DE3)pLysS de E. coli transformadas con los vectores de expresién generados a
fin de comprobar la correcta expresién de la proteina recombinante. La induccién de la proteina
FRD2 recombinante se realizdé a 372C, con 0,1 mM de IPTG por 2 y 4 horas. Luego de esto las
bacterias fueron colectadas vy lisadas por el agregado de Tampdn de carga para SDS-PAGE 1X e
incubando a 952C durante 5 minutos. Los extractos proteicos totales de los cultivos sin inducir e
inducidos fueron corridos en un gel discontinuo de poliacrilamida 12% que fue tefiido con Azul

de Coomassie para su visualizacién. El resultado de estas inducciones se observa en la Figura 25.
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Figura 25. SDS-PAGE (12%) de los extractos proteicos totales correspondientes a las inducciones de la expresion de
la proteina de fusién en bacterias E. coli de la cepa BL21 Star (DE3)plLysS transformadas con los vectores de
expresion generados. Carril 1: Marcador de peso molecular PageRuler Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific).
Carriles 2 y 3: Controles sin inducir de los vectores pGEX4T1 y pQE-30, respectivamente. Carriles 4 y 5: Induccion de
los vectores pGEX4T1 y pQE-30 con 0,1 mM de IPTG, a 372C, por 2 horas, respectivamente. Carriles 6 y 7: Induccion
de los vectores pGEX4T1 y pQE-30 con 0,1 mM de IPTG, 372C, por 4 horas, respectivamente.

En el gel de poliacrilamida se aprecia la sobreexpresidon de la proteina recombinante a
partir del vector de expresion pGEX4T1, con un peso molecular de aproximadamente 110 kDa,
tamafio esperado dado que el tag GST le afiade 25 kDa a los 85 kDa predictivos de la proteina
FRD2. Estos resultados estimularon la puesta a punto de la expresion de la proteina
recombinante, dado que validaron el clonado en fase de FRD2 en dicho vector de expresién. En
el caso del vector pQE-30 no se observa sobreexpresion de la proteina recombinante, lo que
indicaria la incorporacién de codones stop en la secuencia o que el marco abierto de lectura no
guedd clonado en fase, por lo que se siguidé adelante Unicamente con el vector que expresa FRD2

fusionada a GST.
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6.3 Expresion de FRD2 recombinante

A partir de bacterias BL21 Star (DE3)pLysS transformadas con el vector pGEX4T1
conteniendo la FRD2, se procedid a ensayar las condiciones de expresion éptimas para obtener
la proteina recombinante soluble fusionada a GST. Los parametros mas influyentes a tener en
cuenta para poner a punto la expresién de una proteina recombinante son la concentracion de
IPTG, la temperatura y el tiempo de induccidn. Para determinar si la concentracion de IPTG
generaba una expresidon considerablemente diferente en la sobreexpresion de la proteina
recombinante se realizd una prueba de expresion a pequeia escala con distintas
concentraciones del mismo. El ensayo se realizd con un cultivo de 3 mL, durante 6 horas a 302Cy

se emplearon tres concentraciones de IPTG: 0,1, 0,5Y 1 mM (Figura 26).
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Figura 26. SDS-PAGE (12%) donde se observa la fraccion total de la induccién del vector pGEX4T1 a 302C, durante 6
horas, en 3mL de cultivo con 0,1, 0,5y 1 mM de IPTG en carriles 3, 5y 7, respectivamente. Carril 1: Marcador de peso
molecular PageRuler Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific). Carriles 2, 4 y 6: Control sin inducir de carriles 3, 5
y 7, respectivamente.

Como se observa en la Figura 26, las concentraciones de IPTG no generan una expresion
significativamente diferente de la proteina recombinante. Se decidid entonces continuar los
ensayos con la concentraciéon mas baja del inductor, dado que se ha encontrado que las células
fuertemente inducidas presentan un comportamiento indeseable como crecimiento lento,
eventual detencion del crecimiento y produccion de proteinas insolubles por la formacion de
agregados insolubles o cuerpos de inclusidon, asi como un crecimiento retardado como
consecuencia del desvio del metabolismo celular hacia procesos de produccion del ADN
plasmidico y expresidn de la proteina recombinante (Lee, 2008). Se continué entonces la puesta a
punto de la expresion de FRD recombinante induciendo con 0,1 mM de IPTG variando
temperatura y tiempo de induccion a fin de encontrar las mejores condiciones de expresion de

proteina.
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Se realizaron inducciones a 372C durante 2, 4 y 6 horas, con 0,1 mM de IPTG, en un
cultivo de 3 mL con una DOsgs de ~0,6, este valor de densidad celular asegura condiciones
metabdlicas favorables como el alto contenido de ribosomas, mayor disponibilidad de nutrientes
y menor concentracion de subproductos tdxicos. Para obtener informacion acerca de la
solubilidad de la proteina se separé la fraccion soluble de la insoluble del extracto total de

proteinas, las cuales fueron incluidas en el gel de poliacrilamida (Figura 27).

2h 4h 6h
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Figura 27. SDS-PAGE (10%) donde se observa la induccién del vector pGEX4T1 a 372C, durante 2, 4 y 6 horas, en 3
mL de cultivo con 0,1 mM de IPTG. Carril 1: Marcador de peso molecular PageRuler Prestained Protein Ladder
(Thermo Scientific). Carril 2: Control sin inducir. Carriles 3, 6 y 9: Fraccion total de la induccion por 2, 4 y 6 horas,
respectivamente. Carriles 4, 7 y 10: Fraccién soluble de la induccion por 2, 4 y 6 horas, respectivamente. Carriles 5, 8
y 11: Fraccidn insoluble de la induccion durante por 2, 4y 6, respectivamente.

En la Figura 27 se observa que si bien en las inducciones a 372C durante 2, 4 y 6 horas se
observa un buen nivel de expresion de la proteina recombinante, la misma aparece
mayoritariamente en la fraccién insoluble (Figura 27 carriles 5, 8 y 11). Dado que se realizo el
ensayo a tres tiempos de induccion diferentes sin la obtencion de la proteina soluble en estas
condiciones, se decidid variar otro parametro: la temperatura de induccién. El uso de
temperaturas inferiores a la del crecimiento éptimo, en algunos casos puede reducir respuestas
metabdlicas indeseables para la sintesis de proteinas recombinantes y, como consecuencia,
mejorar el rendimiento y/o la solubilidad de la proteina de interés, posiblemente por la
reduccion de la velocidad de la tasa de traduccidn de las proteinas en cuestion, lo cual podria
incidir en el correcto plegamiento. Se ha demostrado ademds, que la sobreproduccién de
proteinas recombinantes en E. coli a 379C induce a la formacion de cuerpos de inclusion,
mientras que a bajas temperaturas se genera un incremento en el plegamiento correcto de las

proteinas producidas y la ubicacion en los compartimentos deseados (Chen, 2003). Se realizaron
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entonces inducciones a 302C durante 4 y 6 horas con 0,1 mM de IPTG, en un cultivo de 3 mL

partiendo de una DOsgs de 0,6 (Figura 28).
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Figura 28. SDS-PAGE (10%) donde se observa la induccion de la expresion de la FRD2 a partir del vector pGEX4T1 a
309C, durante 4 y 6 horas, en 3 mL de cultivo con 0,1 mM de IPTG. Carril 1: Marcador de peso molecular PageRuler
Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific). Carriles 2: Control sin inducir. Carriles 3 y 6: Fraccion total de la
induccién por 4 y 6 horas, respectivamente. Carriles 4 y 7: Fraccidn soluble de la induccidn durante 4 y 6 horas,
respectivamente. Carril 5y 8: Fraccidn insoluble de la induccion durante 4 y 6 horas, respectivamente.

En la Figura 28 se observa que en las inducciones a 302C durante 4 y 6 horas la fraccion
insoluble de la proteina recombinante aparenta ser proporcionalmente mayor a la fraccién
soluble, aunque se observa un aumento de la proteina en la fracciéon soluble con respecto a las
inducciones realizadas a 372C (Figura 27). A pesar de que una parte considerable de la proteina
recombinante aun se expresa en forma insoluble, decidimos igualmente purificar la FRD
presente en la fraccion soluble obtenida en estas condiciones (induccién a 30°C con 0,1 mM de
IPTG durante 4 horas) dado que no pudimos encontrar un mejor escenario de expresiéon de FRD
en forma soluble. Antes de proceder a realizar la expresién en un cultivo a mayor escala para
obtener mayores cantidades de proteina recombinante para purificar, se confirmé la identidad
de la proteina obtenida realizando un western blot utilizando anticuerpos monoclonales a-GST,
esperandose una banda de 110 kDa correspondiente a la proteina FRD recombinante fusionada

a GST (Figura 29).
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Figura 29. Western blot con anticuerpo a-GST contra el producto de induccidén del vector pGEX4T1 con 0,1 mM de
IPTG durante 4 horas a 302C. Carril 1: Control sin inducir. Carril 2: Fracciéon soluble. Carril 3: Fraccion insoluble.

El western blot realizado permitié confirmar que la proteina expresada corresponde a la
proteina de fusién con GST. El resultado obtenido confirmé que la proteina de fusidn se expresa
también en forma soluble, aunque no lo hace en grandes cantidades. Este ensayo, debido a su
mayor sensibilidad permitid establecer también que no hay expresion basal de la proteina
recombinante en el cultivo sin inducir y que la proteina de fusién no estd siendo degradada al no

observarse sefiales de un peso molecular menor al esperado.

Una vez confirmada la identidad de la proteina recombinante, se llevd a cabo su
expresion a mayor escala en un cultivo de 200 mL con las condiciones determinadas en el ensayo
a pequefia escala (Figura 30). En este caso ademas de determinar si la proteina se expresaba
soluble o insoluble se analizé su grado de insolubilidad, al intentar solubilizar la proteina
recombinante con urea 2, 4, 6 y 8 M, un agente desnaturalizante empleado cominmente para
solubilizar proteinas expresadas en cuerpos de inclusidon, al promover la disrupcion de

interacciones intermoleculares y el desdoblamiento completo de la proteina (Middelberg, 2002).
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Figura 30. SDS-PAGE (10%) donde se observa la induccion del vector pGEX4T1 a 302C, en 200 mL de cultivo
con 0,1 mM de IPTG, durante 4 horas. Carril 1: Marcador de peso molecular PageRuler Prestained Protein Ladder
(Thermo Scientific). Carril 2: Control sin inducir. Carril 3: Fraccion total de la induccidn. Carril 4: Fraccion soluble.
Carril 5: Fraccién insoluble. Carril 6: Fraccion soluble en urea 2 M. Carril 7: Fraccién soluble en urea 4 M. Carril 8:
Fraccion soluble en urea 6 M. Carril 9: Fraccidn soluble en urea 8 M. Carril 10: Pellet insoluble en urea 8 M.

Como se observa en la Figura 30, la fraccidn insoluble es mayoritaria, y se consiguio su
solubilizacion parcial a partir de urea 4 M, aunque la mayor solubilizacién se logra con urea 8 M.
Esta proteina solubilizada en urea podria ser purificada luego de realizar con ella procedimientos
de refolding para intentar solubilizarla (Singh, 2005). Sin embargo, eso no garantiza su correcto
plegamiento ni que presente actividad enzimatica, por lo que en lugar de realizar este

procedimiento se optd por intentar realizar una purificacion de la proteina soluble obtenida.

6.4 Purificacion por cromatografia de afinidad

La purificacidn de la proteina de fusidon con GST se realizd por cromatografia de afinidad
usando columnas comerciales de 1 mL de glutatidon inmovilizado en una matriz de Sefarosa (GST
Trap FF Sepharose). Luego de equilibrada la columna se aplicé la muestra y se recuperé el flow
through, asi como el posterior lavado como controles del proceso de purificacién. La proteina
fue eluida por competencia con glutation reducido y se recuperaron fracciones de eluato de 1
mL. Todas las fracciones colectadas fueron evaluadas en un gel de poliacrilamida 10% (Figura

31).

Pagina | 62



Resultados y discusién

1 2 3 4 5 6 7
130 -
—— P
100- - - -
& - &

O e

Figura 31. SDS-PAGE (10%) donde se observa la purificacidn de la fraccién soluble de la induccién del vector pGEX4T1
a 302C, en 200 mL de cultivo con 0,1 mM de IPTG, durante 4 horas. Carril 1: Marcador de peso molecular PageRuler
Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific). Carril 2: Fraccion soluble total. Carril 3: Flow through. Carril 4: Lavado
con PBS 1X. Carril 5: Eluato 1. Carril 6: Eluato 2. Carril 7: Eluato 3.

La purificacion por cromatografia de afinidad permitié la obtencidon de la proteina
recombinante soluble, integra y pura en las primeras dos fracciones eluidas, mayoritariamente.
El flow through vy el lavado recuperados muestran que si bien no toda la proteina de interés fue
retenida en la columna, se pudo recuperar proteina recombinante durante la purificacion. La
proteina soluble purificada presenta concentraciones de 270 pug/mL y de 180 pug/mL, en el primer
y segundo eluato, respectivamente, totalizando 0,45 mg de proteina, lo que de acuerdo al peso
molecular de la proteina de fusién (110 kDa) corresponde a una concentracion de 2,05x10° M de

proteina recombinante.
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7. Conclusiones y perspectivas

7.1 Conclusiones

La busqueda in silico de las secuencias codificantes para enzimas FRD en T. cruzi permitié
la identificacion de tres isoformas ortélogas a las descritas en T. brucei: FRD2 (Gene ID:
TcCLB.503849.60), FRDg (Gene ID: TcCLB.510215.10) y FRDm1 (Gene ID: TcCLB.508535.10),

ademas de la presencia de muchos pseudogenes de FRD.

Datos de expresién de transcriptomica y riboprinting muestran que las FRD presentarian

problemas de anotacién en el TriTrypDB, por lo que las secuencias fueron curadas manualmente.

Las secuencias obtenidas para T. cruzi presentan un alto porcentaje de identidad con las
reportadas en T. brucei. Las tres isoformas de T. cruzi presentan niveles de identidad
aminoacidica menores a los de las FRD de T. brucei. El dominio fumarato reductasa de cada

isoforma representa la porcién mas conservada de la proteina.

Se amplificé por PCR la secuencia codificante de la isoforma FRD2 mediante la puesta a

punto de la técnica para disminuir la amplificacion inespecifica.

La secuencia FRD2 fue clonada en el vector-T pCR2.1-TOPO, corroborado mediante PCR,

digestion y secuenciacion.

Se clong, en fase con el tag GST, la secuencia FRD2 en el vector de expresiéon bacteriano

PGEX4TL.

Se analizaron diferentes condiciones de expresidon de la proteina recombinante soluble.
En varias condiciones ensayadas se observd que la proteina se agrega mayoritariamente en
cuerpos de inclusidn insolubles. Utilizando una temperatura de inducciéon de 302C, durante 4
horas, con 0,1 mM de IPTG, a una DOsgs de 0,6 se obtuvo una fraccién de la proteina en forma

soluble.

La identidad de la proteina de fusion fue confirmada mediante un ensayo de western blot

con un anticuerpo anti-GST.

La proteina soluble fue purificada mediante cromatografia de afinidad y se obtuvieron

0,45 mg a partir de 200 mL de cultivo.
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7.2 Perspectivas

Analizar si la proteina recombinante presenta actividad fumarato reductasa, mediante

analisis indirecto a través de determinacion de consumo de NADH a 340 nm.

Evaluar a la enzima FRD como blanco de drogas potencial analizando el efecto en la

actividad enzimdtica de los agentes antichagasicos previamente sintetizados (Vieites, 2008).

Optimizar las condiciones de expresion para obtener mayores cantidades de la proteina

FRD recombinante soluble.

Transformar con el vector de expresion generado otras cepas bacterianas para expresar

la proteina recombinante en sistema heterdlogo.

Evaluar la funcionalidad de la FRD2 producida en un sistema de expresidn eucariota,
para estudiar el posible efecto de modificaciones postraduccionales en la actividad enzimatica.
No se puede descartar que en este caso modificaciones estructurales postraduccionales sean

efectivamente imprescindibles para su correcto plegamiento y funcionalidad.

Realizar el refolding de la proteina recombinante insoluble.
Cortar con trombina el tag GST de la proteina FRD2 recombinante.
Reintentar el clonado de la isoforma FRD2 en el vector de expresién pQE-30.

Clonar las secuencias FRDm1 y FRDg en vectores de expresion, para obtener dichas

proteinas recombinantes purificadas y evaluar su actividad enzimatica.
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Anexo

9. Anexo

9.1 Secuencia de la isoforma FRD2

(>TcCLB.503849.60) | Trypanosoma cruzi CL Brener Non-Esmeraldo-like | NADH-dependent fumarate
reductase, putative | genomic | TcChr38-P forward | (geneStart+0 to geneEnd+0) | length=2370

ATGCGTCCGGGGGATATTTTTAGTTTCAGAGTCAGTCACATCACAACTCAATTTTTGCTTGCCACCTTCCTGCTGGCTTCGGTGTC
TTTTACCTTAATGACCGAACAAATGAACATGCAGCCACAACGAGACGTCTTCTATGATCCGGCAGAATTGCAGAAACAGCCAGT
TGTTATTGTTGTGGGTGGTGGTCTTGCCGGGTTGTCTGCTGCCATCGAGGCCACCGCCTGCGGAGCCCAAGTCATCCTGCTGGA
GAAGGAACCGAGGGTTGGTGGCAACAGCGCCAAGGCAACGTCCGGCATCAATGGCTGGGGCACACGCGCACAGGCAGAGCA
GGATGTCTATGACAGCGGGAAGTACTTTGAGCGCGACACGCACAAATCGGGTCTCGGTGGCAGCACCGACCCCGGTCTGGTGC
GCACACTCTCCGTAAAGAGCGGGGATGCCATTTCTTGGCTTTCGTCGCTTGGCGTTCCCCTGACAGTGCTTTCGCAGCTTGGTGG
GCACAGCCGCAAGCGCACGCACCGTGCCCCCGATAAGGCCGACGGCACTCCTGTGCCCATTGGCTTCACCATCATGCAAACGCT
TGAGCAGCACATCCGCACGAAGCTGACGGATCGCGTGACGATCATGGAAAACACTACTGTCACTTCGCTGCTGAGCAAATCCCG
GGTGCGCCATGATGGTGCCAAACAGGTGAGGGTGTACGGCGTGGAAGTACTGCAGGACGAGGGGGTGGCATCAAGGATACT
GGCGGATGCCGTCATTCTCGCCACCGGCGGCTTTTCAAATGACAAGACGCCCAACTCGCTTCTCCAGGAGTTTGCGCCGCAGTT
GTCCGGCTTCCCTACAACCAATGGACCGTGGGCCACGGGTGACGGCGTCAAGCTTGCACGCGAGCTGGGGGTGAAGCTTGTCG
ACATGGACAAGGTACAACTTCACCCGACAGGCCTCATCGACCCGAAAGACCCCGCAAACCCGACCAAGTACCTTGGCCCGGAG
GCGCTGCGTGGGTCGGGCGGCGTCCTGCTAAACAAGAAGGGTGAGCGGTTTGTCAATGAGCTTGACCTCCGTTCCGTGGTCTC
CAACGCCATCATTGAGCAGGGAGACGAATACCCCGATTCAGGCGGTAGCAAGTTTGCCTTCTGTGTGCTCAATGACGCAGCGGT
GAGGCTCTTCGGCGTGAATTCCCACGGCTTTTATTGGAAGCGCCGTGGTCTTTTTGTAAAGGCTGACACAGTGGAAGAGCTTGC
GGCACTCATTGGATGCCCTGTGGAGAATGTGCGGAATACGCTGGGGGACTACGAGCAGCTCTCAAAAGAAAACCGTCAATGCC
CCAAGACTCGCAAGGTTGTCTACCCGTGTGTGGTGGGACCGCAGGGTCCCTTTTATGTTGCCTTTGTGACGCCGTCGATCCACTA
CACAATGGGCGGCTGCCTCATTTCGCCCTCGGCAGAGATGCAGTTGGAAGAAAACACGACCTCCCCCTTTGGCCACCGLCGTCC
CATTTTTGGCTTGTTTGGTGCGGGCGAGGTGACGGGCGGGGTGCATGGCGGAAACCGGCTTGGTGGCAATTCGCTGCTGGAAT
GCGTCGTCTTTGGCCGCATTGCTGGGGATCGTGCCGCGACTATCCTGCAGAATAATGACACTTACCTCTGGGGCGAGAAGTGGT
CTCAGCTGAAGCTGCGGAATGTCGTGGAAGAAGAGAATGGATTTATGTGGTTGCACTTCACTTTCCCAAGCAGTTTTCAAGTTTC
TGGATTGGAAGTCTTACAGGGGGTGGTGTTGCGTTCTGTCTCCGGTGATAAAAGTGTGGAAGTTTATACTCCATATACTTTACCT
GACGATGAGGGTGTTGTGGGCATTGCGTTGAGTCCATTGCTCACTGGGAATGGGGTGCATTGGTTGCGTACACTGCAGCCGGG
GGATACGGTGGAAATGAAAGCTGCTGAACGGGTGGATCGCGGTTATATGAATATGCTGAATGCTCCACATAAAGTTGTCATCG
CCACCTCTCGCGGGATTGCTCCCATGATGCAAATCCTTCGGGCCGCCATGGAAGGGCCGGAGAAGGATACAACCATTCATTTAA
TTTACATTGCGGATCGAGCATCTTCCATTCCTCATCGTGAAAAGCTGAAGGCGTTGGCGGAGGCATCCCCTGAACGATTCCGGT
GTACATTTGTTCTGCAGCACCCACAGCCCGGGTGGTCGGGTGCTGTGAACTATGTGGACGAGGTTGCTGCATCCGTGTTTCCCG
ACCCCGCACTCGTCATCTTTCTCTGTGGTGCCAGCGAAGAGACAAGGTCTATAAAGAGCTCTCTTCTTGACATGGGGCACGATGT
CGCCACCATCGCGACTGTAGAATAG

9.2 Secuencia de la isoforma FRDm1

(>TcCLB.508535.10) | Trypanosoma cruzi CL Brener Esmeraldo-like | NADH-dependent fumarate
reductase, putative | genomic | TcChr38-S forward | (geneStart+0 to geneEnd+0) | length=3648

ATGTTCTCAACAATGCGCATTTTACTCCGCACCGCCACGATCGGCGTCGCCACGGGGACAATGGCGATGACAACAACTTTGGTG
TCTGGTGCACATCTTGCCGCAGTACGGTGGTCCTCCTCCTCGACGTCGGACAATTCACCGGCACTCTTGTCGCAGCGAAGTTTTT
TTTCCGGAGGCGCCGATGGTCGCTCCTCCGCGTCGATTGTCGTGGTCGATGCTGAGCTTGCCGCAAAGGAGCGTGACCGCATCG
CACGTGAGATGTTGTCGCAGAACATGCCTAGCCCTCATGCCGAGGAGCGATTGGTGGTGACGATGAGGGGACTGGAGCACACT
GTGCCGTATACCCTTCGTATCGTTCTGAACGGGCCAAACGAAGCAAAGAATGGTGAAGTCATAGCGGGGAAAGTATTAAAAGA
GGCCTTCGAGGTTGTGGATCAGCATTTGAATCACTATAACCCGGAGAGCGAGGTGTCGGCAATCAACCAGCTTCCTTTAGGGGC
GAAGCACACCATGTCACAGCACATGCGACGTGTGATGGAGTGTTGCGTACGGGTCTACGCATCCAGTGGAGCCTGCTTTGACCC
TGCCACAGGACCGCTGGTTGAATTTCTTCGTTCTGTCATGAAGGATGAGAAGAGTGACGCAGAGTCAACACTTACGGAAGAGG
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AAGTGGAGCGCTTTTGCCTGCCTCAGAGTTTTGATGTAAATATGACAGACGGCACCATCGCCCGCAAGCACGAGGGTGCCAAGT
TGGATTTGGGTGGTGTAAACAAGGGCTACACTGTGGACCGTGTGGTGGAAAAGCTTAACGCAGCTGGGATGCGGGATGTGAT
GTTTGAATGGGGAGGTGATTGCCGTGCAACGGGAGTGAATTATCAGCATCAGCCATGGGCCATTGCCATTGTGCGCCCACCGC
CTGTCGAGGTGGTGGAACAGCACGCCAAGGAAGGGTTGGATGAAAAAAAGGAGGCATCACAGTTGCTTCGACTCATGTATCTT
GACGATGAGGCACTTTGTACGAGTGGCGACTATGAAAATGTCATGTACAGTCCAAAATATGGTGTCCGCAGCAACATCTTTGAC
TGGAAAAAGAGAAGTCTGCTGGAGCCAGTTGAAAGTGAACTGGCGCAGGTTTCCATCAAGTGCTACAGTGCAATGTACGCTGA
CGCACTTGCAACGGCAAGCCTCATCAAACGTGACATTTCAAAAGTACGGCATATGTTGGAGGAATGGCGTCACTCGCGAAATCG
CGTCACGAATTACGTTACCTACACACGACAGGGCGAACGCGTAGCCCGTATGTTTGAAATAGCAACAGAAAATGCCGAGATTCG
CAAAAACCGTATTGCCGGTTCTCTTCCTGCACGCGTAATTGTTGTGGGTTGTGGTCTTGCCGGGTTGTCTGCAGCCATCGAGGCC
ACCGCCTGCGGAGCCCAAGTCATCCTGCTGGAGAAGGAACCGAAGGTTGGTGGCAACAGCGCCAAGGCAACGTCCGGCATCA
ATGGCTGGGGCACACGCGCACAGGCACTGGATGACATCCAAGATAACTGCAATATATTTGAGCGCGATACGCACAAATCGGGT
CTCGGCGGCAGCACCGTCCCCAGTCTGGTGCGCACACTCTCCGTAAAGAGCGGGGATGCCATTTCTTGGCTTTCGTCGCTTGGC
GTTCCACTGACAGTGCTTTCGCAGCTTGGCGGGCACAGCCGCAAGCGCACGCACCGTGCCCCCGATAAGGCAGACGGCACTCCT
GTGCCCATTGGCTTCACCATCATGCGGACGCTTGAGCAGCACGTTCGCACGAAGCTGGCGGATCGCGTTACGATCATGGAAAGC
ACTGTCGTCACTTCGCTTCTAAATGAGATCAAAGGTACACCCGATGGTGGGCGTGAAGTGAGAGTCACGGGCGTTACTTACAAG
AAGTCCGATGAGAAGGAGGCAGGTTCGATGAAACTTACCGCGGATGCCGTCATTCTCGCCACCGGCGGCTTTTCAAATGATCAC
ATGTCGCAATCACTCATTGGCGAGTTTGCGCCAGAGTTGTCCGGCTTCCCCACAACCAATGGACCGTGGGCCACGGGTGACGGC
GTCAAGCTTGCACGACGCCTTGGTGCCACACTTGTCGACATGGAAAAGGTACAACTTCACCCGACAGGCCTCATCGACCCGAAA
GACCCCGCAAACCCGACCAAGTACCTTGGCCCGGAGGCGLCTGCGTGGGTCGGGCGGCGTCCTGCTAAACAAGAAGGGTGAGC
GGTTTGTCAATGAGCTTGAACTCCGTTCCGTGGTCTCCAACGCCATCATTGAGCAGGGCGACGAATATCCATATTCAGGCGGTA
GCAAGTTTGCCTTCTGTGTGCTCAATGACGCAGCGGTGAAGCTCTTTGGCGTCAATCTGTTGAACTTTTACGCAAATACTTTGGG
AGTGTTTAAGCGTGTGGATGACCTGCAGGGGCTGGCAATGCTCATTGGTTGTGATGTTTTAACTTTGCAGAATACGCTGGAAAC
ATACGAGTCAAGCAGTATTGTTACCTCCGCGTGTCCATTTACGGGAAAGGTTGTCTACCCGTGTGTGGTGGGACCGCAGGGTCC
CTTTTATGTTGCCTTTGTGACGCCGTCGATCCACTACACAATGGGCGGCTGCCTCATCTCGCCCTCGGCAGAAATTCAGCGTGAA
CACTATTCTCTGAACCTTCTTGAGAATCAACGTCCCATTCTTGGCTTGTTTGGTGCGGGCGAGGTGACGGGCGGGGTGCATGGT
GGAAACCGGCTTGGTGGCAATTCGCTGCTGGAATGCGTCGTCTTTGGCCGCATTGCTGGGGATCGTGCCGCAACAATCCTGCAG
AAGCAAGTGTATGCGCTTTCAAAGGATAAGTGGACATCCGTTGTGGTCCGTGAATCCCGCAGTGGTGAACGGTTTGGGACCGG
CTCTCGTGTGCTGCGGTTTAACCTTCCGGGTGCCTTGCAGCGTTCTGGACTTTACCTCGGCCAGTTTATTGCCATCCGCGGTGAG
TGGGATGGCCAGCAGCTCATTGGGTACTACAGCCCCATCACATTGCCGGATGAACGTGGCGTCATATCTATCCTTGCCCGTGGG
GACAAGGGGACTTTGAAGGAGTGGATTTCTGCCATGCGCCCTGGTGACTCCGTAGAGATTAAAAGTTGCGGTGGCATTCTCATT
GAGCGCAATCCGGCGAAGAAGCAATTTCTCTTCCACGGACATGTTATACGGCAATTCGGGCTTATTGCGGGGGGCTCAGGCGT
GGCACCGATGCTGCAGATCATTCGTGCCGCGCTGGAACGCCCATACGTGGATACAACGGAGTCCATCCGTTTAGTTTACACCGC
CGAGGAATATGAAGAGTTAACGTACCGTGAACTGCTTCATCACTATTCCAAGGAGAATCCGGACAAGTTTTCCGTTGAATTTTCT
CTTAACAACCCACCGGAGGGATGGACCGGGGGTGTTGGCTTCGTTGATCGTCCGTCGCTGCGGAAAACACTGCAGCCTCCTTCG
AATGATCTGCTTATTGCCATCTGCGGCCCGCCCGCTATGCAGCGTGCAATGAAGAACGACCTGCTGGCTATGGGCTATAACCCA
GCGCTTGTGCACACGGTGGATGATGACATGCAAGCCGCACTGTAA

9.3 Secuencia de la isoforma FRDg

(>TcCLB.510215.10) | Trypanosoma cruzi CL Brener Esmeraldo-like | NADH-dependent fumarate
reductase, putative | genomic | TcChr38-S forward | (geneStart+0 to geneEnd+0) | length=3429

ATGGCAGACGGTCGATCTTCCGCCTCCGTCGTTGCTGTTGATCCTGAGAAGGCCGCACGGGAAAGGGATGAGGCGGCCCGTGC
CCTTCTTCGGGACAGCCCCTTGCAAACACACTTGCAATACATGACCAACGGCCTCGAGCTCACTGTGCCTTTCACATTGAAGGTT
GTTGCAGAGGCGGTTGCTTTCTCGCGCGCCAAAGAGGTAGCGGATGAAGTTCTCCGCTCCGCTTGGCATCTTGCAGATACCGTT
CTGAACAATTTTAACCCCAACAGTGAGATCTCCATGATTGGCAGGCTTCCAGTTGGTCAAAAGCACACGATGTCTGCCACGCTTA
AGAGTGTCATTACGTGCTGTCAACACGTCTTTAACTCTTCCCGTGGGGTGTTTGACCCTGCCACTGGACCAATCATTGAGGCGTT
ACGTGCCAAAGTTGCAGAGAAAGCCTCAGTGTCGGATGAACAGATGGAGAAGCTTTTCCGGGTCTGCAACTTTTCCAGCAGCTT
CATCGTTGACTTGGAAATGGGCACCATCGCCCGCAAGCACGAAGATGCTCGCTTTGATCTGGGCGGTGTGAGCAAGGGCTACA
TAGTGGACTACGTCGTGGAGAGGTTAAACGCAGCTGGAATTGTCGATGTGTACTTTGAATGGGGCGGTGACTGTCGTGCAAGT
GGTACGAACGCGCGACGCACACCATGGATGGTAGGCATTATTCGCCCGCCGTCCCTGGAGCAATTGCGAAATCCGCCAAAAGA
CCCTTCATATATCCGTGTCCTGCCACTCAACGATGAGGCTCTGTGTACGAGTGGGGACTACGAGAACTTGACAGAAGGCTCCAA
CAAGAAGCTTTACACTTCCATCTTTGACTGGAAAAAGAGAAGTCTGCTGGAGCCCGTTGAAAGTGAACTGGCGCAGGTTTCCAT
CAGGTGCTACAGCGCAATGTACGCTGACGCACTTGCAACGGCAAGCCTCATCAAACGTGACATTAAAAAAGTACGGCAAATGTT
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GGAGGACTGGCGTCACGTGCGAAATCGCGTCACGAATTACGTTACCTACACACGACAGGGCGAACGCGTAGCCCGTATGTTTG
AAATAGCCACTGATAACGCCGAGATTCGCAAAAAACGTATTGCCGGTTCTCTTCCTGCACGCGTAATTGTTGTGGGTGGTGGTCT
TGCCGGGTTGTCTGCAGCCATCGAGGCCACCGCCTGCGGAGCCCAAGTCATCCTCCTGGAGAAGGAACCGAAGGTTGGTGGCA
ACAGCGCCAAGGCAACGTCCGGCATCAATGGCTGGGGCACACGCGCACAGGCAGAGCAGGATGTCTATGACAGCGGGAAGTA
CTTTGAGCGCGATACGCACAAATCGGGTCTCGGCGGCAGCACCGACCCCGGTCTGGTGCGCACACTCTCCGTAAAGAGCGGGG
ATGCCATTTCTTGGCTTTCGTCGCTTGGCGTTCCACTGACAGTGCTTTCGCAGCTTGGCGGGCACAGCCGCAAGCGCACGCACCG
TGCCCCCGATAAGGCAGACGGCACTCCTGTGCCCATTGGTTTCACCATCATGCAAACGCTTGAGCAGCACGTTCGCACGAAGCT
GGCGGATCGCGTGACGATCATGGAAAACACTACTGTCACTTCACTGCTGAGCAAGTCCCGGGTGCGCCATGATGGTGCCAAAC
AGGTGAGGGTGTACGGCGTGGAAGTACTGCAGGACGAGGGGGTGGTATCAAGGATACTGGCGGATGCCGTCATTCTCGCCAC
CGGCGGCTTTTCAAATGACAAGACGCCCAACTCGCTTCTCCAGGAGTTTGCGCCGCAGTTGTCCGGCTTCCCCACAACCAATGGA
CCGTGGGCCACGGGTGACGGCGTCAAGCTTGCACGTGAACTGGGGGTGAAGCTTGTCGACATGGACAAGGTACAACTTCACCC
GACAGGCCTCATCGACCCGAAAGACCCCGCAAACCCGACCAAGTACCTTGGCCCGGAGGCGCTGCGTGGGTCGGGCGGLGTCC
TGCTAAACAAGAAGGGTGAGCGGTTTGTCAATGAGCTTGACCTCCGTTCCGTGGTCTCCAACGCCATCATTGAGCAGGGCGACG
AATACCCCGATGCAGGTGGTAGCAAATTTGCCTTCTGTGTGCTCAATGACGCAGCGGTGAAGCTCTTCGGCGTGAATTCCCACG
GCTTTTATTGGAAGCGTCTTGGTCTTTTTGTAAAGGCTGACACAGTGGAAAAGCTTGCGGCACTCATTGGATGCCCTGTGGAGA
ATGTGCGGAATACGCTGGGGGACTACGAGCAGCTCTCAAAAGAAAACCGTCAATGCCCTAAGACTCGCAAGGTTGTCTACCCGT
GTGTGGTGGGACCGCAGGGTCCCTTTTATGTTGCCTTTGTGACGCCGTCGATCCACTACACAATGGGCGGCTGCCTCATCTCGCC
CTCGGCAGAGATGCAGTTGGAAGAAAACACGACCTCTCCCTTTGGCCATCGCCGTCCTATTTTTGGCTTGTTTGGTGCGGGCGA
GGTGACGGGCGGAGTGCATGGTGGAAATCGGCTTGGTGGCAATTCGCTGCTGGAATGCGTCGTCTTTGGCCGCATTGCTGGGG
ATCGTGCCGCAACAATCCTGCAGAAGAAACCTGTGCCGCTGTCATTTAAAACCTGGACGACAGTGATTTTGCGCGAGGTGCGGG
AGGGTGGAATGTACGGAACTGGCTCTCGTGTGCTGCGGTTTAACCTTCCGGGTGCCTTGCAGCGTTCTGGGCTTCAACTCGGCC
AGTTTATTGCCATCCGCGGTGAGTGGGATGGCCAGCAGCTCATTGGGTACTACAGCCCCATCACATTGCCGGACGATCTTGGCG
TCATTGGTATCCTGGCGAGGAGTGACAAGGGGACTTTGAAGGAGTGGATTTCCGCCCTAGAACCAGGCGATGCGGTGGAGAT
GAAAGGTTGCGGTGGCCTGGTGATTGAGCGCCGTTTCAGCGAACGATACTTGTACTTTTCAGGCCATGCGCTGAAAAAACTTTG
CCTTATTGCCGGCGGCACAGGTGTGGCACCGATGCTGCAGATCATTCGTGCCGCACTCAAGAAGCCGTTCCTTGAAAATATCGA
GAGCATCCGCCTCATCTACGCTGCCGAAGATGTCTCGGAGCTCACGTACCGCGAACTGCTTGAACATCACCAGCGAGATTCAAA
GGGAAAGTTTCGCAGTATTTTTGTTTTGAATCGCCCTCCACCAATTTGGACTGACGGCGTTGGGTTCATTGACAAGAAGCTTCTG
AGCTCATCCGTACAACCGCCGGCAAAAGATCTGTTGGTGGCCATCTGCGGCCCGCCAATTATGCAGCGCGTTGTCAAGACGTGC
CTGAAGAGTCTTGGGTACGACATGCAACTAGTGCGTACTGTCGACGAAGTGGAAACCCAGAACTCATCCAAGATGTAA
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Sequence nawe: FRD2
Input sequence length @ 789 aa

VALUES OF COMPUTED PARAMETERS

Nat charge of query sequence

Analysed region

tumber of bssic residuss in targeting sequence
Wumber of acidic residues in targeting sequence
Cleavage site

Cleaved sequence

HYOROPHOBIC SCALE USED

1 net predictable

[P <)

9.4 Prediccion de sefial de localizacion mitocondrial

Sequence name: FRDG
Input sequence length : 1132 aa

VALUES OF COMPUTED PASAMETERS

et charge of gquery sequence

Analysed rugion

Number of basic residues in targeting seguence
Wumber of acidic residues in targeting sequence
Cleavage site

Cleaved zequence

€S 0 GUHL ECS GES kD GVH1
w7 2,300 2.M7 0,408 0,772 Wi 1,604 1.7%¢ 9,359
Ve yott 8.142 0,690 9,397 0,227 Vou s ot : 0,045 9,374 9.216
wHd_075 14,698 19,743 5,431 5,263 WHA_B7s - 5,445 3.005 0,635
wtd_ovs 33,911 18,82 2,67 0,045 WHd_89% - 11,743 2,412 3822
Wohd_100 31,301 16,683 5,55 6,249 MuHd_100 15.756 2,626 3.916
Wotd_1es 22,217 14.861 6.211 5,207 WaMd_1e% 14.13¢ 5,650 3,154
Mnax_B7s 19.108  25.3%0 4,424 6.520 Wnax_973 2,109 3.%67  -1,17%
Fnax_855 15,662  13.47% 2.845 5.731 Mnax_BSS 1.800 4,200 -1.242
Hmax_ 169 - 16,208 12.408 2.508 5.438 Hmax_100 11.¢09 9.509 1.387
Hmax_165 - 18.308  18.508 4.237 5.848 Maax 195 1.c00 5.808  -9.871
PROBADILLTY PROBABILITY

of axport to witochondria) ©,1581

c

of export to mitochondria: 0.0132

Sequence name: FAOM]

Irput sequence length @ 1215 3

VALUES OF COMPUTED PARAMETERS

Ket charge of query sequence

Armalysad reglon

Mumbar of basic residuss e turgeting seguance
PBumbar of acidic residues in targeting seguence :
Cleavage aite 3
Cleaved seguence

HYDROPHOBIC SCALE USED

-6

4
1
3

Gts 0 Gt s
M17 T 1.876 1,965 0.361 0.682
MesoH 1 a.545 e.7e2 -0.226 2.363
Muka 875 3 28.19%6 i7.243 5.9805 5.534
MuHd_955 29977 15.347 7.337 6.477
Muts_18e 28,154 11.88% $.623 6.181
Mutid_185 18 440 18.992 5.154 5.869
Heas_@75 16,700 19.800 0,435 6.100
Heax_005 $ 15.050 &.700 1.527 A 845
Heax_100 3 20,300 &.700 1.826 5.520
Heax_105 15, %0 8. 600 1,958 5.180
PROBRDILITY

of export to mitochondria: 9.6378

: 15

: WESTMRILLRTATIGVATGTWANTTTL VSGAHL AAVRM

NbBNNNNN—-S O

L]
L

net predictable

m
o
w

gEEEEREE

4

Figura Al. Salidas del programa MitoProtll - v1.101, donde se observa si hay sefiales de localizacién mitocondrial
predictivas en la secuencia proteica de las isoforma FRD2, FRDg y FRDm1 (A, B y C, respectivamente).
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9.5 Secuenciacion del vector pCR2.1-TOPO con la isoforma FRD2

Trypancsoma cruzi strain CL Brener NADH-dependent fumarate reductase partial mRMNA

Sequence ID: ref XM B05138.1] Length: 2370 MNumberof Matches: 1

Range 1: 114 t6 971 GenBank Graphics

Soore

Expect Identities Gaps

1500 bits(812) 0.0 835/858(97%) 0/858(0%)

Strand
Plus;/Plus

Query
Shict
Quary
Shict
Query
Shict
Query
Shict
Query
Shict
Query
Shict
Query
Shict
Query
Shict
Query
Shict
Query
Shict
Query
Shict
Query
Shict
Query
Shict
Query
Shict
Query

Shict

116
114
176
174
235
234
29§
224
356
354
415
414
475
474
536
534
596
324
656
£54
715
714
776
774
B3&
14
B9&
224
956
254

AT A A A LA CGTCT TCTAT QAT GG AGAAT TECAGAAACAGICAGTTET

AT A A A A CGTCT TCTAT QAT G AGAAT TECAGARACAGICAGTTAT
TATTGTTGTGEATGETEETCT TECEEGTTATCTECTGCCATOGAGGCCACIGICTGCGE

TATTETTETGEaTEETEaTCTTE I CEEaTTATCTELTGCCATOEAGECCALIGICTECEE

AEC LA ET AT TE T GEAGALGEAA COGAGEETTGAT I AACAGCEICAMGECALT

A AT AT LT e T GEAGAN AR CCEARCETTEETEEAACAGLGICAMGECAAT
AT O GEC AT CAAT e TEEEECAAlGC Al ACE AGAGLAGCATGTCTATCACAGCGE

BT O e AT CAAT R TEEGE LA Al Al A AGAGIACEATETCTATCACAGCGS

GAAGTACTTTEAGLGCEACACGlACARATCGEETCTCEATEECAGCACCEALCCCEETCT

A ETACTT TEAE L G CACACGLACARATCOEETCTCEETEECAGCACCEATCTCGETCT
GETEOECACACTCTOCGT AAAGRGCEEGEATECCATTTCTTGECTTTCGTOGCTTGECAT

BETEOE A AT T ET ARG GG EA TS ATTTCT TS TTTCETOGCTTGECET

TOCCCTEACAGTELTTTCGCAGITTEAT GEGLACAGC CECANGIECACGCACCETECC0T

T TEACAGT e T TTCGCAGETTEET GGG ACAGC COCANGIGCACGCATCETEICOC
CEAT AN GO CGa e Al TCCTETE L AT TGO T TCACCATCATGCARSCGCTTGAGEA

11
AT AL L E A e A TCCTETE L CAT TR TTCACCATCATGCARAD G TTGAGCA

A AT G A Ean s TEACGEAT CECET Gl GATCATGRAMLAC ACTAITETCACTTL

B AT G A AT AL AT OO AT GA CATCAT GEARMACACT AL TETCACTTL
GrTECTEAGCARATOCCGEET GO AT GATEETECCAAACAGETGANGET STACGECAT

BT TEAGC AT CGEAT OO AT GATEETEICARACAGETRAGEAT STACGECET

GEAMGTACTECAGEACEAGEEGETEECATCAMNGNTACTGEGEAT GCCETLATTCTOGE

GEAAETA TG A CAGGEGETEECATCAAGCATACTGEEEAT GCCAT CATTCTCGL
LA GECEECTTT TLALATRA CANEAC GO TOGCTTETOCAGGANTT TERGCCGEA

A e EE T TT T ALA TR CAN A GO LA TOGCTTETOAGEAGTT TELGCCG0A

NT TG CEGC T T L TAC A CCAAT GGEA COGNGEECCACGEETCANGGECET LAMGCTTEL

AT T eE T T O L TACAACCANT EEACCATEEE L ACGEETCACGECAT CAMGCTTEL
ACGIMAGCTGEG0ETCAAGCT TETCRANNT GENNMANGT SNACTT CHOCOGACAGENNT

|
A B L T aE T AAG T TETC AL AT GEA ANGET AL AM TTCACCOGATAGECCT

CATOGACCcnaangacce 973

L1111 Tl

|
CATCGACCCGARAGACCC 571

175
173
235
233
295
293
355
353

55
§33
715
713
775
773
835
833
895
893
455
4953

Figura A2. Blast realizado contra la secuenciacién del vector-T clonado con la isoforma FRD2 con adaptadores BamH
'y Kpn | para el clonado en pQE-30. Se observa el comienzo de la secuencia en el ATG ubicado a los 115 pb.
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Trypanocsoma cruzi strain CL Brener NADH-dependent fumarate reductase partial mRNA
Sequence |0 FeflX B051359 1] Length: 2370 Number of Matches: 1

Range 1: 1983 to 2365 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
£08 bits(223) 2e-170 356/383(93%) 0/283{0%) Plus/Plus
e i
Shjct 1983 GAATGCTCCACATAAAGTTATCATCGCCACCTCTCGCGEEATTGC TCCCATRATECAAA 2842

Query 112 CCTTHGGNRCHCCATGGAAGENNCGGAGAAGEANACANNCHNNTCATTTAATTTACATTGE 178

shjct 2843 COTTCGGECCGCCATEEAAGEECCEGAGAACEATACAACCATTCATTTRAATTTACATTGE 2182

Query 179 GGATHMMMCATCTTCCATTCCTCATCGTGAAAANCTGAAGGLOTTGECGGAGGCATCCCC 238

sbjct 2183 GEATCEAGCATCTTCCATTCCTCATCATEAAAAGCTEAAGGCGTTEECGEAGRCATCCCC 2162

Query 239 ATTCCGATETACATTTATTCTACAGCACC CACARLCCORRTEATCOGETGCTAT 298

shjct 2183 TGAACGATTCCGGTETACATTTETTCTGCAGCACCCACAGCCOGEATEETCGRETGLTGT 2222

Query 299  GAACTA GAGGTTGCTECATCOETETTTCCCRACCCOGCACTCGTCATCTTTCT 358
_ ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

sbict 2223 ACGAGGTTGCTECATCCETGTTTCCCGACCCCGCACTCGTCATCTTTCT 2282

Query 353 TECCAGCGAAGAGACAAGGTCTATAAAGAGC TCTCTTCTTGACATGEGGCACGA 418

shjct 2283 CTGTGGETECCAGCGAAGAGACAAGETCTATAAAGAGCTCTCTTCTTEACATGEEECACGA 2342

Query 419 GCGACTGTAG 441

shjct 2342 CGCGACTGTAE 2365
Figura A3. Blast realizado contra la secuenciacion del vector-T clonado con la isoforma FRD2 con adaptadores BamH

'y Kpn | para el clonado en pQE-30. No se observan al final de la secuencia los ultimos 5 nucledtidos por la presencia
de una “burbuja” o lectura sucia en el cromatograma que fue resuelta manualmente (Ver Figura 22).
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Trypanosoma cruzi strain CL Brener NADH-dependent fumarate reductase partial mRMNA

Sequence |D: [eflXl 8051359.1] Length: 2370 Number of Matches: 1

Range 1: 114 to 650 GenBank Graphics

Score

Expect Identities Gaps

B7E bits(475) 0.0 512/537(55%) 0/537(0%)

Strand
Plus/Plus

Query
shict
Query
sbict
Query
shict
QuEry
shict
Query
shict
QuEry
shict
Query
shict
QuEry
shict
Query

shict

119
114
172
174
239
234
299
294
ELL]
L
419
414
479
474
L]
534
599

=l

CATGCAGCCACAACGAGACGTCTTCTATGATCCOGCAGARTTGCAGAAACAGCCAGTTET

CATGCAGCCACAACGAGACGTCTTCTATGATCOGGCAGAAT TG AGAAACAGCCAGTTAT

TATTGTTATEEGTOGETGATC T TaCCGGaCTATC TG AGCCATCGAGGCCACCOCCTGIGE

TATTETTETEEETaeTEaTC T TeCCeaaT TaTCTECTeCCATLGARGLCACCOCCTEIGE
AGCCCARGTCATCCTCCTGGAGAAGGAACCGAAGGT TEET GG AACAGCGICAAGEC AT

AGLCCAMGTCATCCTELTEEARAAGGAACCGAGEET TEETEECAMCAGLGLCANGELAA
GTCCGGCATCAATGEC TEEGECACACGCGCACAGEC AGAGC AGGATGTC TATGACAGLGE
LLLELEEVEREE P e LR E et e e e e e e Feeee e et r |
GTCCGGCATCAATGGL TEEGECACACGLGCACAGECAGAGC AGGATGT CTATGACAGLGE

CACARATCGEETCTCGECEECAGCACCGACCCOGETCT

GACACGCACAAATCGEETCTCEETGECAGCACCGACCCCEETCT
GETGCGCACACTCTCCETAMAGAGCGEGGATECCATTTCTTGECTTTCATCGCTTEECGT
LLLELEEEEER P e T e e e e een et r |
GETGCGCACACTCTCCET AAAGAGCGEGGATECCATTTCTTGECTTTCETCGLTTEECGT

TCCACTEACAGTGCTTTCGCAGCTTGGECGEECACAGCCGCAAGCGCACGCACCETEICCC

TCCCCTRACAGTGCTTTCGCAGCT TGGTGEGCACAGCCGCAAGCGCACGLACCGTEOCCT

CEATAAGGNANACGECACTCCTATECCCAT TEENTTCACCATCATGNERACGC TTGANCA

CoATAARGCCEACOECACTCCTATEC CCAT TR TTCACCATCATOCAAACGCTTOAGCA

178

173

238

233

2488

283

418

413

478

473

593

RCACAT TCHCACGAANCTGGNNNATCGCGTEGACNATCATGRARAACACTACTGNCAL 655

GLACATCCOGCACGAAGCTGACGRATCGCGTRACGATCATERAAMACACTACTGTCAL 658

Figura A4. Blast realizado contra la secuenciacion del vector-T clonado con la isoforma FRD2 con adaptadores BamH
'y Xho | para el clonado en pGEX4T1. Se observa el comienzo de la secuencia en el ATG ubicado a los 115 pb.
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Trypancsoma cruzi strain CL Brener MADH-dependent fumarate reductase partial mRMA
Sequence I0: ref]l XM B05138.1] Length: 2370 Mumber of Matches: 1

Range 1: 1519 to 2370 GenBank Graphics

SCore

1387 bits(751]) 0.0

Identitics
815/852(96%)

Expect Gaps

0/852(0%)

Strand
Plus/Plus

Qu=ry
Shict
Quary
sbict
Qu=ry
Shict
Quary
sbict
Qu=ry
Shict
Quary
sbict
Qu=ry
Shict
Quary
sbict
Qu=ry
Shict
Quary
sbict
Qu=ry
Shict
Quary
sbict
Quary
Shict
Quary
sbict
Qu=ry

Sbict

254
1512
a4
1572
334
1533

1594
a4
1758
354
1512
£24
1372
£34
1332
744
1332
24
2esa
254
2112
224
21742
334
2238
lgas
2234
1124
2358

TTTEENCC GGGl CACETRAC GO CaAGT GLATENT GRAANICEaCTTEETEECAATTIE

TTTeETECGEGE0EAEETGACGEEIEEETGLATEECGEALACGGECTTEITOECAATTIE

TGN G GANT G TR T CT T T CaCAT TELTEEaEATCETECCGCAACAATCCTGCAS

| | [l
T T e TG ETCET T TTEeC CaCAT TEL TEEaEATGTECCGCGAI TATCCTGLAS
AATAATEACACTTACKNTNT GEE e CAGARGTECTRT CAGI TEALGCTGOSELATGTCATE

AT AT A AT TAC T T GEEE EAGASGTOETCTCAGI TEAAGCTROSEALTGTCATE

G A G AT G EATT TATATGETTGCACTTCACT TTTCCAMGCAGT TTTCARGTTTLT

G A G AT AT T TATATGETTGCACTTCACT TTOL CALECAGTTT TCAAGTTTLT
GEATTECAAGC T TACAGEGGETEETGTTGOET TCTATCTOCCET GATALLACTGTGEAL

GEATTEEAAGTC T TACAGEGEGETEETATTALGT TCTATCTOCGET GATALLAGT GTGEAL

GTTTATACTCCATATACTTTACCTEACGATEAGEET AT TETEEECATTGLETTGAGTOCA

GTTTATACTCCATATACTTTALCTEACAATEAGEET AT TETEEECATTELETTGAGT LA
TS T AT GEEAATEEGET G AT TEETTGOETACACT G A CEGEGEATACGETAGAL

T T AL TEEEAATEEGEETGLAT TG T TEOGTACACTGLAGIIGEGGGEATAGETGEAL

AT ARG TGO CALCGEET GG CECAATTATATGAATATE  TEARAGITCCACAT AL

AT AL T AT G AL GEET O TCECGET TATATGAATATE  TEAATGI TCCACAT AL
AT AT TGO A CTCT OO E e AT TRCTO CATGAT G AL TCCT TOSEELCACCATE

GTT T AT e A TCT OGO eGAT TECTO L ATGATGLAMATCCTTOSEEICGCCATS

GAAAG G E AN CA T AN AT TCATTTAATT TACATTELGEAT OOAGCATCTTOC

GG NN C A T AL AA AT TCAT TTAATTTACATTE G EAT ORAECATCTTIL
J-TZﬁ'i'T:.'EEF-SMAEET&U.EEEE'TGG:EEMEE&T:i{{'ﬁ-!u!ut{'l.lll'll'lflIEEGT{'li

ATTOCTCATCAT GAL AN GETRAAGEC AT TS EEAGECATCCOCTEAACGATTCCGETET

ACATTTET T E L AG A A AR CCGEaTEETCGEaTELTETEAACTATC TGGACGAS

CATTTETTCT G AEACCCA A CCGEaTEETCGaETEI TETGAACTATETGRACGAS
AT TEC AT aTETT TCCCEA CCCGOGETAGTCATCTTTCTCTGTGETELCAGCGAA
E'I'I'Clvé'l'l.'lEl:ﬁTClé‘l‘é'!"CECCL.LCCllZEEC-&:'I’CI.'IE'I'II;.TEI'I'I'CLI'E'ETEé'I‘ElcllI;.EC&lhll
GACAC AN GG TCTATARAGAGCTCTCT TOT TEACATEEGEECACCAT GTCGLCACCATCOGIE

S blaeTC AT M s St T el rebobtAL T ar ot AT ot
&E{?‘H.EMTE.G 1113

ACTSTAGRATAS 2378

323
1578
g3
1638
443
1698
83
1738
563
1818
623
1578
833
1938
745
1995
a3
2858
863
2118
923
2178
283
2238
lgaz
2298
1183
2338

Figura A5. Blast realizado contra la secuenciacion del vector-T clonado con la isoforma FRD2 con adaptadores BamH

'y Xho | para el clonado en pGEX4T1. Se observa el final de la secuencia de 2370 pares de bases.
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Anexo

9.6 Secuenciacion del vector PGEX4T1 con la isoforma FRD2

Trypancsoma cruzi strain CL Brener NADH-dependent fumarate reductase partial mRMNA

Sequence I0: ref]l XM B05138.1] Length: 2370 Mumber of Matches: 1

Range 1: 160 to 1019 GenBank Graphics

Soore Expect Identities Gaps Strand
1404 bits(760) 0.0 815/851(96%) 1/851(0%) Plus/Plus
Query 35 ATTeTTATTATTGTGEaTGATEETCTTGCOOGECTATCTOLAGICATCGAGEICACCGLIC 34
Sbjct 1569 ICl'l'l"l'J!l."E'l'l":'l:l'l'Ell.'IEG EETCl'!é'l'Cl__ECE':'lJL'lfT'l'E ETC|1|TE|':'|.EHTEE.||1'.1:A'IEC|EHECEC|:'|' 228
Query 93 TECeGAGC CCaAoTCATCCTOITEEAGAAGRAACCOAAGETTEETGOCAACAGCACCAAT 154
Sbject 229 T ICli.'li.!!l.l.'lil:l:EbLé'l’Cl!L_EETEé'I'EléHEHAEéMCIéEHEEé#Elé EEE-!ulll.l!l.l.'lil:EEE-!ull'.l.'l 288
Query 155 GCAACGTCCAGCATCAATGACTOEEGC ACAIGIGCACAGEIAGAGCAGGATETCTATGAD 214
Sbjct 289 IZA!I..IL.l.I.'lE'l'CEEI.'ﬂlf.Ill'l'Cl.l!IH EEL‘!’{L{'EJEGEHC-&lclwél.'lEclucﬁﬁélﬁll.El.l!lﬁtﬁﬁﬁﬁlrl'El'l'E_ﬁT&ll'l' 3438
Query 215 AOCOGEEAAATACTT TEAGCGOGAC ACGCACARATOREATL TCGECAECAGIACCGACOIC 274
Sbjct 349 &Eil:cli.'lil.'li.i!ufcﬁT-!ul'l'l'l'l.'liﬁﬁl:ﬁl:{l'i.lll'.l.l!l.l:ﬁI:-!uDlhll.l!l.'I'ClﬁﬁﬁTl'l'll.'liEl._EEE-&G:&CEE&EE:l 485
Query 275 GETCTEETACal A A TCTCOGTALAGAGCGGECATACCATTTCTTGACT TTCGTCGCTT 334
Sbjct 489 EE!'l'l'l.'lEl.'lf El:l."ﬂl:.lllll!l.cl ETECCl'I'l'J!l..l!u-cEHEE{'lJLLI.'IE.!!L l:Dll'l'H{'l. EEL‘!'H'Clﬁ TCGCTT ” A55
Query 335 GeCeTTCCACTOACAGTGCTTTOECAGCT TR CoaCACAGICGCASACGIACGCACCST 394
Sbjct 459 Eﬁcl:cl'l'l"l'cll:l:I:'I'Clulll.!l.l.'IE_EET'I'I'll.'liclﬁﬁETT'fl:lélTl.'IEl.'liﬁE-!chl'.l:llClEl.EMEEG:ILCEE.:EEGT 528
Query 3485 GCCCCCGATAAGGL AGACGACACTCCTATGOCCATTAATT TCACCATCATGOGRACGCTT 454
Sbjct 529 G .!.l.Clcll.'lfﬁ_&A'.l.vllf'llcl.'lEH EEDlll'l'Cll:_ETﬁcl:lcll'!_ﬁﬁfl'l'l.!ﬁl.tﬁTE-&'l'ClvémEEL—l'l' 588
Query 455 G&GCAGCACAT TG ACGAAGI TEECGEATCGCTOACOATCATAAAASACACTACTAGTC 514
Sbjct 589 E-!u'.l:ll.i!l.l.'liclﬁl:-!c'l':l{l'pé.l!l.l:ﬁn!u!cﬁcli'l'ﬁlﬁ.l:ﬁE-!uTi'l.Cl'pél.'IE'l'Eﬁl:lilll'l'L!fl'EE&Aﬂulll.l!l.cl_ﬁl:ﬂ?l'l 845
Query 515 ACTTCGCTACTEAGC ARAT COOGEETGCECCATGATGOTEOC CARACAGOTGAGGATGTAL 574
Sbjct £4% L—H'Cll.'lEcl EETCl'J.Ill'.lJé.l!l..-u-cTEl:lclfll.'lf EEEEl.Ill'l'l.'IE.l. EETCl'lllJ!l..l!mE&EEl'Clﬂ!lJ.'lfﬁE ET.Ill.l. 78s
Query 575 GeCETEEAANTAC TS AGGACGAECEEETGOTATCAAOOATACTAACAGATECCATCATT &34
Sbjct  7@9 EECI:CL'I'I.JEI.JEME'I'.Illl'l'ﬁlclﬁﬁﬁnﬂcl:{l'i.lllEll.'liGEETEle'l:}L'l{lmﬁﬁll.'l'i'.l.'l'ﬁﬁcﬁﬁll.'l'ﬁlcltﬁ_ci# -
Query B35 CTCOCCACCAGLGaITT TTCHAATGAC AAGACSCOCAACTCGCTTCTCCABGAGTTTGDE S04
Sbjct 769 CTICLéClJ!U:EEECl:':'lJ&'I_ TTC -!ulhll'l'l.'lful:w!uﬁﬁllll.'lfclcll:uﬁl_—l'lclvé'!_ CTC Dll'.l.fl.l.ﬁ__T ” 828
Query 6495 COGCAGTTAT OGO TTCCCCACAAC CNATOOACCATAOEC CACOAOTOACGECATCAMS 754
Sbjct  B29 EECI'IL!II'E-!_ETE%%’&#EEET}&%L&EMT&%%E_Eﬁéll}t‘rl.ﬁﬁﬁrﬁl!klflél:ﬁ_cﬁ!ﬁé BES
Query 755 CTTOCACGTAAALTEEAGATGAMECTTGTCOACNTHONNAASE TACAACT TCNCCCGALA 814
Sbjct B89 CT!'Cl'!éJ!l.Clﬁl:E-!uﬁl'l'Ell.'IEG ETI.'l.lll.lllElcl__ETEM&'!’EEAELLLFHHE&AUTC&ECEEA Ca 948
Query 815 GENNTCATCOACCOGAAAGA000CECAN-COCGannnnnna CCTTGONCOGGAGACHCTS 8735
Sbjct 849 EEC:'I'CL‘EE&HHMG&E%l{ll.'lil:ml::'l.léi{tmﬂil{l'l_ﬁﬁttlcl‘tliiﬁﬁtﬁfl'é laas
Query  B74 COToGEETCAGE 8B4

Sbjct 1889 CGTOEETCGGE 1819

Figura A6. Blast realizado contra la secuenciacion del vector de expresién pGEX4T1 clonado con la isoforma FRD2
con adaptadores BamH |y Xho I.

Pagina | 80



Anexo

Trypancsoma cruzi strain CL Brener MADH-dependent fumarate reductase partial mRMA
Sequence I0: ref]l XM B05138.1] Length: 2370 Mumber of Matches: 1

Range 1: 1509 to 2320 GenBank Graphics
Soore Eunpect Identities Gaps Strand
1328 bits(719) 0.0 779/B12(96%) 0/812(0%) Plus,Plus

Query 311 TTTTGECTTGTTTGETGCGEG0CACET GACSOCCCAAGTECATEATERALACCGECTTSS 378

Sbjct 1589 TTEE T TGTT TeETECGEEGAGET GACGEECGEAETOCATEECGEAAMCCEGECTTES 1568

Query 371 Tﬁ?ﬂ?‘i—cﬁl_—ﬁ?'lflTGMTﬁiliﬂ'Ni'I:TTi'CﬁCIClEI:-!cTI'GETIEGEE-&T:GTEIIEEI:-U.E 43

|
Sbject 1569 TEECAATTCGCTGLTGGEAATGOGTCGTCTTTOECCGCATTGLTEEEGEATOGTECCGCGAL 1628
Query 431 ANTIRTCCAGAATALTGACACTTACNTNTGSOCCCAGALETEETNTCAGITCAAGITEIE 408

Sbjct 1629 TATOCTECAGAATAATGRACACTTACCTCTESGECEAGAAGTOETCTCAGITEAAGITGIS 16588

Quary 431 GRATGTCATGGEAAGACGAGAATGCEATTTATSTEETTGLACTTCACTTTTOLAAGCAGTTT 358

Sbjct 1539 GRATGTCGTOEALGAAGAGLATGEATTTATGTEETTECACTTCACTTTCOAAGCAGTTT 1748
Query 551 TCAMETTTCTGEATTCGAAGCCTTACAGGGSOTEETATTGIGTTCTGTCTICEATAATAL  S18

Sbjct 1742 TCAAGTTTCTGEATTEGAAGTITTACAGEEEETEETATTEISTTCTGTCTOCGETGATAL 1588

Query  E11 TETEGASET TTATACTCCATATACTTTACCTEACGATGAGEATATTATEEECATTGE  &78

Sbjct 1889 TETEEASAT TTATACTCOATATACTTTALC TEACGATGAGEATATTATGEECATTEE 1868
Query  E71  GTTGACTCCATGGCTCACTGGEALMTEREATSCATTEATTEGCSTACACTGIASCCGAGEEL 738

Sbjct 1882 GTTGAGTCCATTGLTCACTGGRAATGEEETGIATTGAT TELSTACACTGIAGICGAEGEL 1928

Quary 731 TACGGTAGAAATCAMAGCTECTCAACGEGETI0ACCGCASTTATAT GAATATOITGARAGE 7o

Sbject 1929 TACGGTEGARATCALAGCTOCTEAACGEATEEATCGCGAT TATATGARTATEITGAATEL 1988
Query 731 TOCACATAAARTTGETCATTGCCACCTCTCGIGECATTACTOCCATGATGIALATCCTTIE 358

Sbjct 1989 TOCACATAAAGTTGTCATCGCCACCTCTCGIGEEATTGCTOOCATGATGIAMATCCTTIS 2848

Query B3Il GECCACCATOGAAAGGCCGOACAMGEATECAACCATTCATTTAATTTACATTGCGEATIE 218

Sbject 2849 GECOGCCATOEALGECCCHEAGAMGEATACLACCATTCATTTAATTTACATTGCGEATIS 2188
Query 311 AGCATCTTCCATCOCTTATCOTCALAAGCTEANCECGTTESICEAAGCATICOCTRAALE 278

Sbject 2182 AGCATCTTCCATTOCTCATCATGAASAGCTEANGECATTEEIGEAGGACATIOICTEARIS 2168
Query 971 ATTOCGGETGCACATTTETTCTGLAGCACCCACAGCCCOGETOETCGEETEITETGAACTA 1838
Sbject 2169 -'-'u'l'HCll.'lfl.'lf_ET-'!ul.lll'l'l"l'ﬁ_TETél.l!l.l.'lfcﬁI:EDlll.l!l.tlfcltcﬁﬁé'l'cli.'lf'l'EEEETG:TE_EML—Dll 2228
Query 1831 TOTGGACGAGATTGITGCATCOGTETTTCCIGACCCCGOGETASTCATCTTTOTCTOTGS 1808
Sbjet 2229 TLTI'Cli.'lEJ!-.ClﬁﬁEEI'I’CL!'I’EE&TC!CLI’JE"'CE:’l.Cltl!l.ClcllIl:EDl:'l'Cl.'lE'E-&TL‘I‘H’Cl'E'ET{Lé 2288
Query 1891 'I'I.'ﬂl: TﬁClEMEﬁBTTTﬁEETEi'ﬂ'TJHEAECT 1122

Sbjct 2289 TOELCAGCGAGGACACLAGATCTATASAGAGIT 2328

Figura A7. Blast realizado contra la secuenciacidn del vector de expresiéon pGEX4T1 clonado con la isoforma FRD2
con adaptadores BamH | y Xho I.
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