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Resumen

RESUMEN

“Citocromo P450 reductasas y metabolismo redox en Trypanosoma cruz”

La citocromo P450 reductasa (CPR) es una flavoproteina que coordina la
transferencia de electrones desde el NADPH hacia distintas hemoproteinas, como los
citocromo P450 (CYPs), el citocromo b5, y la hemooxigenasa. Los CYPs se
encuentran involucrados tanto en la sintesis de compuestos enddgenos, tales como
esterolesy acidos grasos, como en la activacion y detoxificacion de compuestos
exdgenos. Pese a que existen numerosos genes CYP funcionales en mamiferos,
existe s6lo una CPR en cada especie. La produccion de una clase especial de
esteroles, entre los que se incluyen el ergosterol y otros metil-esteroles, es una
importante via metabdlica involucrada en el crecimienta yiabilidad celular de
microorganismos eucariéticos, como protozoos u hongos, que se encuentra ausente
en mamiferosEn T. cruzise han identificado y caracterizado bioquimicamente una
familia de genes integrada por tres putativas CPRs, llamfaddR-A, TcCCPR-B y
TcCPR-C, cuyas secuencias poseen los dominios conservados para FMN, FAD y
NADPH. TcCPRA carece del domino hidrofébico amino terminal. La
sobreexpresion d&cCPR-B en epimastigotes incrementa su resistencia a ¢drogas
sugiriendo su participacion en el metabolismo de detoxificacién del paréasito. En la
basqueda de un rol fisiol6gico para IB&CPRS, en el presente trabajo se analiz6 el
efecto de la sobreexpresion de las mismas, centrandose principalmente en su posible
participacion en la biosintesis de esteroles. Una cef@adeharomyces cerevisiae
deficiente para CPR fue utilizada en ensayos de complementacién ctoCRRS
recombinantes dd. cruzi. La baja tasa de crecimiento y la disminucion de la
resistencia al ketoconazole de la levadura mutante, lograron revertirse parcialmente
s6lo conTcCPR-B y -C. La sobreexpresion deCPR-A en células de epimastigotes
resulta letal, produciendo un aumento del contenido de ADN, una morfologia
aberrante y numerosas alteraciones ultraestructurales. La sobreexpresiP Be
B y -C incrementé la biosintesis de ergosterol y la relacion NADY¥DPH. Los
parasitos transgénicos con mayor contenido de ergosterol presentaron un aumento en
el orden de membrana, con al respectiva disminucion de la endocitosis.

NotablementeTcCPR-B se ha encontrado en reservosomas mientraSoirR-C



Resumen

se ha localizado en el reticulo endoplasmatico. Los resultados obtenidos en esta Tesis
junto al correspondiente andlisis bibliografico permiten proponer un rol para las
TcCPRs en mecanismos de estrdeCPR-A), en reacciones de detoxificacion
(TcCPR-B) y en la biosintesis de esterolesQPR-C).

Palabras clave: Trypanosoma cruziCitocromo P450, Citocromo P450 reductasa,

metabolismo, detoxificacion, sintesis de ergosterol.



Abstract

ABSTRACT

“Cytochrome P450 reductases and redox metabolism in Trypanosoma cruz”

Cytochrome P450 reductase (CPR) is a flavoprotein that coordinates transfer of
electrons from NADPH to various hemoproteins such as cytochrome P450 (CYPs),
cytochrome b5, and heme oxygenase. CYPs are involved both in the synthesis of
endogenous compounds, such as sterols and fatty acids, as in the activation and
detoxification of exogenous compounds. Although there are numerous functional
CYP genes in mammals, there is only one CPR in each species. Sterol production is
an important metabolic pathway involved in cell growth and viability. Eukaryotic
microorganisms such as protozoa and fungi produce a special class of sterols absent
in mammals, including ergosterol and other methyl-sterols. It has been identified and
biochemically characterized three putative CPRsTigpanosoma cruzicalled
TcCPR-A, TcCPR-B and TcCPR-C. These sequences have the characteristic
conserved domains for FMN, FAD and NADPH. HoweVeCPR-A lacks the N-
terminal hydrophobic domain. Overexpressiom c€CPR-B epimastigotes df. cruzi
increased drug resistance, suggesting it involvement in detoxification metabolism of
the parasite. In search for a physiological rold @@ PRs, function of these enzymes

and the effect of overexpression were analyzed, focusing mainly on their possible
involvement in sterol biosynthesis. Saccharomyces cerevisiamutant, CPR
deficient strain, was used in complementation assays with recomBin@RiRs

Only TcCPR-B and -C partially succeed to reverse low growth rate and decreased
resistance to ketaconazole of the mutant. OverexpressidoGHRA is lethal in
epimastigote cells, producing an increase in DNA content, aberrant morphology and
numerous ultrastructural alteration§cCPR-B and € overexpression increased
ergosterol biosynthesis andADP*/NADPH ratio. Moreover, transgenic parasites
present more ergosterol and higher membrane order, with a corresponding decrease
in endocytosis. NotablyfcCPR-B was found in reservosomas, wHitECPR-C was
located in the endoplasmic reticulum. Results obtained in this Thesis suggest a role
for TCCPRs in stress mechanismi®CPR-A), in detoxification reactiong ¢(CPR-B)

and in biosynthesis of sterol[6dCPR-C).
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ABREVIATURAS

ADN: Acido desoxirribonucleico.

ARN: Acido ribonucleico.

ARNi: ARN de interferencia.

ARNmM: Acido ribonucleico mensajero.

ATP: Adenosin trifosfato.

CPR: Citocromo P450 reductasa.

CYP: Citocromo P450.

CYP51: Lanosterol-14-demetilasa.

DAPI: 4',6-diamidino-2-fenilindol.

D.O.: Densidad o6ptica

Erg.: Ergosterol

Lan.: Lanosterol

FAD: Flavin adenin dinucledtido.

FMN: Flavin mononucleotido.

G.P.: Polarizacion general.

IPTG: Isopropilf-D-1-tiogalactopiranésido.

NAD+: Nicotinamida adenina dinucleétido (forma oxidada).
NADPH: Nicotinamida adenina dinucleoétido fosfato.
NOS: Oxido nitrico sintasa.

O.N.: Overnight- Durante la noche

ORF:Open Reading frameMarco abierto de lectura.

PCR:Polymerase chain reactionReaccion en cadena de la polimerasa.

RE: Reticulo endoplasmatico.
ROS:Reactive Oxygen Specie&species reactivas de oxigeno.

TcCPR Trypanosoma cruzZtitocromo P450 reductasa.
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Introduccién

1. INTRODUCCION

La Tripanosomiasis Americana, conocida como “Enfermedad de Chagas” es
causada por el parasito unicelulaypanosoma cruziEste protozoario presenta una
gran variedad de cepas e infecta 150 especies de 24 familias de animales domésticos
y silvestres. EIT. cruzi es transmitido principalmente por insectos triatominos
hematofagos o en transfusiones sanguineas contaminadas. Esta enfermedad, que

hasta el momento es incurable, afecta a mas de 15 millones de personas en 21 paises

de América latingFigura 11) y causa mas de 12 mil muertes por afio [3].

Figura I1. Paises endémicos para la enfermedad de Ché4jps.

Si bien el nimero de casos ha disminuido en los ultimos afios, esta
enfermedad resulta una zoonosis endémica (proceso patolégico que se mantiene a lo
largo de mucho tiempo en una poblacibn o zona geografica) muy compleja y
continla representando una grave amenaza para la salud de los paises de la region [3]
(Tabla 1). En la Argentina, 2,5 millones de personas se encuentran infectadas,
representando el 4% de la poblacion del pais, donde cada afio se registran 1.000
casos de nifios que nacen infectados. Existen 19 provincias argentinas donde el
Chagas es una enfermedamtiémica, y 200.000 son las viviendas con alto riesgo de
infestacion con vinchucas (datos obtenidos del Ministerio de la Nacion Argentina).

Segun estimaciones de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) en el afio
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2010, alrededor de 10 millones de personas se encontraban infectadlasrcamen

las areas endémicas.

>45.000

21.000 12.500
30 millones 18 millones 15 millones
700.000 200.000 41.200
100 millones 40 millones 28 millones

21 21 21

Tabla 1. ParAmetros epidemioldgicos de la Enfermedad de Ch@geente O.M.S. 2007)

La infeccion se transmite principalmente mediante el insecto vector
triatomino, a través de sus heces contaminadad coruzi Otras vias de infeccion
son por transfusién de sangre contaminada, por via congénita de madre a hijo, por
via de transplante de dérganos, o bien por transmision accidental en casos de
investigacién en laboratorios. A éstas se incluye también la via oral, debido a la
ingesta de parasitos, y seria la tercera causa en importancia de incidencia de la
enfermedad, alcanzando hasta el 50% de los casos en algunas regiones de Brasil.
Esta ultima via cobro particular interés tras el brote ocurrido en Floriandpolis, en el
estado de Santa Catarina, al sur de Brasil en el afio 2005 cuando cerca de 30 personas
resultaron infectadas y otras 5 murieron tras haber ingerido jugos de cafia de azucar
contaminada con heces de triatominos. Existe evidencia que sugiere la capacidad de
T. cruzide sobrevivir en jugos de cafia de azUcar por mas de 24 hs. y conservar su
infectividad [5]. La capacidad de sobrevivir en el estbmago de los individuos estaria
dada por sus proteinas de superficie del tipo mucinas, que les otorgan una gran
resistencia a la protedlisis, para luego adherirse a las células de la mucosa intestinal e
invadir al huésped [6].

En relacion con la enfermedad de Chagas congénita, se han notificado casos
en Argentina, Bolivia, Brasil, Chile, Colombia, Guatemala, Honduras, Paraguay,

Perd, Uruguay y Venezuela y, han registrado casos en Espafia. El riesgo de
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transmision congeénito varia segun la cepd deruzj la parasitemia de la madre, la
existencia de lesiones en la placenta. El riesgo de transmision se ha estimado en un
promedio de 5% [3].

La enfermedad se encuentra ampliamente difundida, principalmente en las
areas rurales de todo el continente latinoamericano, asociada a la pobreza y a las
malas condiciones de vivienda (Figura 12), donde pueden habitar los insectos
vectores de la enfermedad. Los insectos transmisores de la enfermedad pertenecen a
especies del género Triatoma, Rhodnius y Panstrongylus, siendoiagdma
infestanda especie caracteristica de la regién Argentina. En la figura 13 se observa el
mapa de distribucidon de los insectos vectores y las iniciativas de erradicacion de los
mismos [7]. Esta considerada como la enfermedad parasitaria con mayor carga
econOmica en América Latina debido a su prolongada cronicidad. Los programas de
control han centrado generalmente sus presupuestos y sus estrategias hacia la
eliminacién de la transmisién por transfusion y vectorial, eliminando los insectos
vectores mas asociados al habitat humano. Estos abordajes dejan relegado a un
segundo plano al paciente enfermo, y no otorgan una soluciéon a las millones de

personas que ya se encuentran infectadas.

favorecen la presencia de vinchucas
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Existen ciertos recursos destinados a la lucha contra la enfermedad, lo que le
otorga cierta presencia en el interior de las instituciones de salud. Sin embargo, hay
una actitud pasiva, provocada por el desconocimiento de la magnitud de la
enfermedad, en cuanto a la deteccién de casos y solamente se notifican aquéllos en
los que las personas han desarrollado una patologia concreta. Esta situaciéon opaca
todos los demas casos (mas del 70%) de personas que estan infectadasuzoy
gue no presentan manifestaciones aparentes, lo que disminuye la percepcién sobre el
verdadero alcance de la enfermedad, y lleva a una subestimacion del interés

comercial que pueda suscitar la enfermedad.

Iniciativa Amazénica (2004)

Iniciativa Centroamericana (1997) —— : :
oL = Rhodnius prolixus

Rhodnius prolixus
Triatoma dimidiata
Triatoma barberi
Rhodnius pallescens

Rhodnius robustus
Panstrongylus geniculatus
Rhodnius brethest

Iniciativa Andina (1997)
Rhodnius prolixus
Tnatoma dimidiata
Tnatoma maculata
Rhodnius ecuadoriensis

Iniciativa del Cono Sur (1991) ——
Triatoma infestans
Trigtoma brasiliensis
Trigtoma sordida

—
1000 km

Figura 13. Areas geogréficas correspondientes a los diferentes insectos vectores y los paises
gue conformar las iniciativas de erradicacion

Actualmente, en la mayoria de los paises de Ameérica Latina se ha establecido
por ley la obligatoriedad de que los bancos de sangre dispongan de sistemas de
tamizacion para prevenir la transmisionTecruzipor medio de las transfusiones;
sin embargo, varios paises aun no decretan la obligatoriedad para el diagnostico y la
tamizacion a nivel nacional. Es importante agregar que dicha transmision no se
limita a los paises en los que la enfermedad es endémica. La migracion de personas
infectadas poil. cruziplantea un problema de salud publica, incluso, en paises en

los que no hay transmision vectorial del parasito, como Canada, Estados Unidos y
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Espafia, en donde se han comunicado casos de transmisidn cezi por
transfusiones sanguineos. El riesgo de transmision del parasito por una transfusion
de una unidad de 500 ml de sangre total oscila entre 12% y 20%. De igual manera, se
han reportado en los Ultimos afios varios casos de trasplante de 6rganos asociados a

la enfermedad de Chagas en los Estados Unidos.

Canada 2001 Espafia 2006: = 1 million  Europa 1985-1002
215,075 Legal 640,000 250,000 "*(,1»‘“

—

i _._.I;Hf‘-._-.— -
i
Japan 1990
150,000
Japan 1094

250,000

EUA s
Hasta 1089 2,450,000
a0's: legal 7,036,000

Hasta 2005: legal
7,486,643

Australia 1990
No documertados 80,000

2000: 5,6 miltiones : Australia 2005-2006
2006: 8,9 milliones 65,707,

Ll oply
i_ ﬁ'::"_
w
ﬁm
# 14.000.000 el 100.000-300.000 = MENOS DE 20.000

el 300.000-999.000  m—— 20.000-99.000

Figura I4. Flujo de migraciones de América Latina hacia regiones no endémicas para la
Enfermedad de Chagas

El mapa de la figura 14 muestra la dimensién de la expansion de la infeccién
por T. cruzi en paises no endémicos debida a las migraciones de individuos
infectados hacia paises como los Estados Unidos, Canadad y, en Europa,
principalmente, Espafia. Esta globalizacion de la enfermedad de Chagas obliga a los
paises no endémicos a establecer medidas de prevencion y control, ademas del
establecimiento de nuevas politicas y estrategias para la tamizacion de donantes en
bancos de sangre, asi como el eventual seguimiento y tratamiento de los pacientes

infectados [8].
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1.1. La Enfermedad de Chagas

Las manifestaciones clinicas de la Enfermedad de Chagas se caracterizan en 4

fases principales:

1- Periodo de incubaciénCuando se trata de transmision vertical, es decir a partir

del insecto vector, este periodo oscila entre 5y 12 dias, mientras que en el caso de la
transmision por transfusion de sangre o plasma, los primeros sintomas aparecen entre
los 25 a 45 dias.

2- Fase Aguda Los sintomas generales de esta etapa son fiebre prolongada,
decaimiento, anorexia, astenia, vomitos, diarrea, cefalea, irritabilidad, Illanto
persistente, inquietud, convulsiones, tos, palpitaciones, etc. Se observa también
inflamacion de los ganglios linfaticos e hipertrofia del higado y bazo. Durante esta
etapa, los parasitos invaden varios tejidos y o6rganos y pueden ser detectados
facilmente en la sangre periférica. La etapa aguda puede resultar fatal en nifios. En la
figura I5 se observan las lesiones caracteristicas de esta fase tales como lesiones en

la piel y edemas.

3- Fase Crénica silenciosa, latente o indeterminadduego de superada la fase
aguda se entra en una fase de latencia que puede durar muchos afos o el resto de la
vida. Se considera que estan dentro de esta fase los pacientes que tengan pruebas
serologicas y/o parasitologicas positivas para la enfermedad, ausencia de
manifestaciones clinicas de la enfermedad, electrocardiograma convencional y
corazén, colon y eséfago radiolégicamente normales. El 70-85% de los pacientes

permaneceran en esta etapa por el resto de su vida.

4- Fase Cronica sintoméaticaSe puede manifestar como miocardiopatia chagasica o

como formas digestivas crénicas.

Aunque se reconoce la permanencia del parasito durante todo el curso de la
enfermedad, la poca frecuencia con que en la fase cronica son hallados quistes
parasitarios en tejidos y la desproporcion entre el hallazgo de parésitos y la
intensidad de la cardiopatia, han sido siempre argumentos en contra de la hipotesis

de que las lesiones estan directamente relacionadas con la presencia del parasito.
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Debido a la controversia respecto a las lesiones ocurridas en la patogénesis en gran
parte al papel de autoinmunidad, y a las reacciones cruzadas mediadas por antigenos

comunes entré. cruziy el hospedador.

Figura 15. Lesiones caracteristicas de la fase aguda debido a la inoculacion de
Trypanosoma cruzi por la picadura del insecto vect®) Signo de Romafa. B)
Lipochagoma geniano. C) Chagoma hematogénico. D) y E) Chagoma de inoculacion

1.2. Tratamiento de la enfermedad

En la década de 1960, la investigacibn de numerosos analogos de los
nitrofuranos llevo al hallazgo del nifurtimox (Bayer 2502, Lampit®), una droga
tripanocida que ha mostrado ser efectiva tanto en la infeccion aguda, como en la
cronica. La acciéon tripanocida del nifurtimox parece estar relacionada con la
capacidad de esta droga de generar productos de reduccion parcial del oxigeno (O
H,O,, OH vy otras especies reactivas del oxigeno (ROS)) [9,10,11], contra lo cual el
T. cruzi se muestra parcialmente deficiente en mecanismos de defensa, por un
procesoconocido como “Redox cycling” [12]. Este mecanismo que se encuentra
detallado mas adelante, estaria mediado por enzimas capaces de reducir a estos
compuestos tales como los citocromos P450, cuya actividad ha sido previamente
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demostrada.

Otro nitro compuesto, un derivado 2-nitromidazol, el benznidazol
(Rochagam®, en Brasil y Radanil® en Argentina) constituye con el nifurtimox los
unicos medicamentos actualmente reconocidos y comercializados como drogas anti-
T. cruzi (Figura 16). A pesar de las similitudes entre el modo de accion de
nitrofuranos y nitroimidazoles, en varias situaciones el nifurtimox y el benznidazol
parecen diferir en los mecanismos de toxicidad contra este parasito [13]. Algunos
hallazgos sugieren que el efecto toxico del benznidazol €ncelizino depende de
la formacion de radicales libres de oxigeno y se ha planteado la posibilidad de que la
actividad de este medicamento no implique nitroreduccion sino que posiblemente

haya una accion inhibitoria directa enAEN [14].

A) B)

[0}
ﬂ\ N HLN
N7 T07 TCH=N-N SO, NoOH

O;N
X
HiC N

Figura 16. Estructura quimica del Nifurtimox (A) y del Benznidazol (B).

El nifurtimox y el benznidazol han mostrado capacidad de curar la
enfermedad en una proporcién entre 70 y 100% de los casos agudos tratados. Sin
embargo, en la fase crénica, no se recomienda el tratamiento en los pacientes con la
forma cardiaca por la falta de evidencia consistente con relacion a la cura
parasitolégica. La administracion del tratamiento etiolégico debe acompafiarse de la
implementacion de medidas tendientes a garantizar que el paciente no vuelva a tener

contacto con triatominos.

En el tratamiento con nifurtimox y el benznidazol la dosis terapéutica es muy
cercana a la dosis tdxica, lo que hace que estos medicamentos no sean bien tolerados
por algunos pacientes. La mayor frecuencia de efectos secundarios que algunos
atribuyen al uso del nifurtimox se explica por la mayor electronegatividad de los
nitrofuranos lo que los hace mas citotéxicos. El benznidazol ademas de producir
sintomas generales como nauseas, pérdida de apetito, distension abdominal y cefalea,

algunas veces puede producir reacciones de mayor importancia, que en algunos
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casos obligan a la suspension del medicamento. Ademas, se sospecha de un efecto

carcinogénico atribuido a las drogas nitro-heterociclicas.

1.3. El vector

La existencia de la enfermedad de Chagas humana es un hecho puramente
accidental, en la medida en que el hombre fue entrando en contacto con los focos
naturales y provoc6 desequilibrios ecoldgicos, forzando a los triatominos infectados
a ocupar viviendas humanas, y llevando a cabo el proceso de domiciliacion vy, asi,
encontrando refugio y suficiente alimento en la sangre humana y la de los animales
domésticos. De esta manera, el hombre entra a formar parte activa de la cadena

epidemioldgica de la enfermedad de Chagas [15].

Los hemipteros son insectos chupadores. Estos se caracterizan por presentar
un aparato bucal chupador, en forma de rostro articulado, ojos compuestos, antenas
generalmente septadas, alas anteriores divididas en una parte basal coreacea y una
apical membranosa y alas posteriores enteramente membranosas. Poseen
metamorfosis incompleta: a partir de huevos surgen formas jovenes (ninfas), que
sufren mudas hasta alcanzar el estadio adulto. Se las agrupa en tres grupos segun sus

habitos alimenticios:

* Fitofagos: hemipteros que viven de la savia retirada de pequefias plantas. Su rostro
es recto y largo (compuesto de cuatro segmentos), que traspasa el primer par de patas

del insecto cuando se encuentra retraido.

* Entomoéfagos o predadores: viven de la hemolinfa de otros insectos, que son
tomados por las patas anteriores e inmovilizados por una salvia paralizante. El rostro,
casi siempre curvado, en forma de gancho, presenta tres segmentos. Su extremidad

libre traspasa el primer par de patas cuando se encuentra retraida.

* Hematofagos: representados por los triatomineos que viven de la sangre de
mamiferos y aves. Presentan también un rostro con tres segmentos, pero éste es recto
y no sobre pasa el primer par de patas cuando se encuentra retraido. En este grupo se

encuentran los triatomineos de interés médico. De habitos principalmente nocturnos,
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se alimentan durante la noche, pero también en lugares obscuros durante el dia.
Procuran huir de lugares iluminados pues la luz los incomoda, razon por la cual en su
ambiente natural, habitan grietas y lugares obscurecidos, saliendo por la noche para
alimentarse. Su picada no es dolorosa y no molesta al individuo, realizandola

generalmente sobre el rostro ya que este queda descubierto durante el suefio.

La figura 17 muestra las fotografias de distintos insectos vectores
transmisores de la Enfermedad de Chagas, los huevos y los distintos estadios larvales

deTriatoma infestans

A)

N

Figura 17. Insectos vectores transmisores de la Enfermedad de Ch&ga3riatoma
infestans B) Pastrongylus megistusC) Microtriatoma borbaj D) Rhodnius neglectus)
Triatoma sordida F) Huevos deTriatoma infestansG) Diferentes estadios larvales de
Triatoma infestanbasta el adulto.

1.4. El Trypanosoma cruzi

El Trypanosoma cruzs un protozoario flagelado, del Phyllum Euglenozoa,
de la clase Kinetoplastea [16]. Los protozoos son microorganismos unicelulares,
eucariotas que divergieron muy temprano en la evolucion, caracterizados por carecer
de pared celular, y presentar nutricion heterotrofa. Los protozoos se han clasificado
basandose fundamentalmente en su morfologia y en particular en los 6rganos de
locomocion. Los parasitos del hombre pertenecen a los siguientes grupos: amebas

(Sacording, ciliados Ciliophora), microsporidios NKicrosporidia), apicomplexa
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(Apicomplexa y flagelados Mastigophora, a los que pertenece €l cruzi Las
diferencias morfolégicas y sobre todo los 6rganos de locomocién asi como la

reproduccion sexual han constituido elementos decisivos para su clasificacion.

Existe una gran cantidad de protozoarios de interés médico. Estos provocan
diversas enfermedades tales como la maldfiasodium sp, toxoplasmosis
(Toxoplasma gondii vaginitis {richomonas vaginalls giardiosis Giardia
lamblia). Otros protozoarios de la familidripanosomatidag muy cercanos
evolutivamente coif. cruzi provocan también serias enfermedades en humanos, tal
es el caso del agente etiologico de la enfermedad del sudfigpahosoma brucei

y deLeishmania spque provoca la leishmaniasis.

Dentro del género Trypanosoma, tafitocruzicomo T. bruceicomparten
una gran cantidad de caracteristicas morfolégicas como bioquimicas. El hecho de
queT. bruceiposea el mecanismo de ARN de interferencia (ARNi), ausenle en
cruzi, ha permitido en muchos trabajos cientificos utilizar. &ruceicomo modelo
ante la falta de herramientas genémicas y validar funciones de proteihiasrdai
Sin embargo, al realizar este tipo de analogias resulta imperioso recordar que estos

pardsitos divergieron en la evolucion hace aproximadamente 100 millones de afios.

Antiguamente los estudios indican que en la naturaleza se podian encontrar
dos grupos principales de poblaciones Tdecruzi [17]. ElI primero, T. cruzi |,
asociado al ciclo silvestre y provocando infecciones mas leves y menor morbilidad
en los seres humanos. El segunblogruzill, estrechamente vinculado con el ciclo
doméstico y produce infecciones y alta morbilidad en los seres humanos. Este ultimo

era dividido en los subgrupos lla, Ilb, lic, lid y Ile [18].

En la actualidad, basandose en los modelos evolutivos se ha optado por
clasificar a las poblaciones de cruziutilizando otra nomenclatura: Tcl, Tcll, Tclll,
TclV, TeV y TeVI [19]. La linea CL Brener utilizada en el Proyecto Genoma.de
cruzi [16] pertenece a TcVI. Esta linea, proveniente de la hibridacién de ancestros
Tcll y Tclll, presenta una enorme heterogeneidad en su ADN, y presenta

consecuentemente severas dificultades en el estudio y ensamble de su genoma.

Existen algunas pruebas de que la distribucion de estas poblaciones de

parasitos esta relacionada con las especies de insectos vectores y su comportamiento
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biologico y de que esto tiene importantes consecuencias epidemiolégicas en la

enfermedad de Chagas humana [20,21].

1.5. El ciclo de vida de Trypanosoma cruzi

El T. cruzitiene un ciclo biolégico complejo, que involucra cuatro formas
principales de desarrollo, dos en el insecto vector y dos en el hospedador mamifero:
el epimastigote y el tripomastigote metaciclico predominan en el insecto vector; en
tanto que el amastigote y el tripomastigote sanguineo (forma infectiva no replicativa)
se encuentran en el mamifero, siendo la primera intracelular [22,23]. En la figura 18
se muestra el ciclo de vida delcruzi en el que alterna su ciclo entre el hospedador

triatomino y el mamifero hospedador.

El epimastigote es la forma replicativa y no infectiva que se observa en el
intestino del hospedador invertebrado. Este se divide por fisidbn binaria y posee un
tamano aproximado de 20-40 um de largo, con un flagelo de unos 20 pm que sale en
un lateral. Bte se diferencia a tripomastigote metaciclico (promastigote) y se lo
encuentra en las heces del triatomino. Su tamafo es de 20 a 25 um vy, al igual que el
epimastigote, posee un flagelo lateral, diferenciando estas dos formas por la posicion
relativa del kinetoplasto (descripto mas adelante) entre otros aspectos. El
tripomastigote metaciclico invade el hospedador mamifero penetrando a través de la
piel lastimada o mucosas, pasando al torrente sanguineo e infectando células
musculares y macrofagos. Una vez dentro de la célula, los tripomastigotes

metaciclicos se ubican en el citoplasma y se diferencian en amastigotes.

El amastigote es la forma replicativa y no infectiva del hospedador mamifero,
donde se divide nuevamente por fision binaria. Posee un tamafio de 5 pm, y un
flagelo de a penas 1um. Cuando el numero de parasitos es elevada dentro de la
célula, éstos se diferencian a la forma tripomastigote sanguineo, de aspecto muy
similar al tripomastigote metaciclico, pero con marcadas diferencias en cuanto a su

expresion genica y antigenos especificos.
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Figura 18. Ciclo de vida del Trypanosoma crugifomada de Teixeira y cols. [24]). 1) EI
insecto vector (hembra o macho) pica al hospedador mamifero ingiriendo tripoteastig
ubicados en la sangre. 2) Tripomastigotes metaciclicos. 3) Los tripomastigotes se
transforman en epimastigotes y esferomastigotes. 4) Los epimastigotegigkcaruken el
intestino medio del insecto. 5) En la parte posterior del intestino, los epimassgotes
transforman en tripomastigotes metaciclicos. 6) El insecto vector defecajurdoea los
tripomastigotes metacciclicos en cercania de la picadura del hospedador manfenma?)
tripomastigote metaciclico. 8) Los tripomastigotes metaciclicos infectarbfiegas. 9) Los
tripomastigotes metaciclicos se transforman en amastigotes. 10) Los amastmotes
liberados de la vacuola parasitéfora. 11) Los amastigotes se multiplichciteplasma. 12)

Los amastigotes se transforman en tripomastigotes. 13) Los tripomastigotepaa deca
célula. 14) Formas amastigote y tripomastigote. 15) (a) Tripomastigote gm@mstigote
infectando macréfagos. En el centro de la figura se observan los reservorios aniésales m
importantes en el mantenimiento del parasito en el ambiente doméstico y peridoméstico.
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La gran densidad de tripomastigotes sanguineos dentro de la célula provocan
la ruptura de la membrana plasmatica, permitiendo la liberacion de los
tripomastigotes sanguineos que pasan a la sangre para recomenzar un ciclo de
infeccion de nuevas células, o bien ser absorbidos junto con la sangre por un nuevo

triatomino y asi completar el ciclo [22].

1.6. Biologia celular de T. cruzi

La superficie celular delT. cruzi estd formada por tres estructuras
morfolégicamente diferentes [22,25]: el glicocalix, la membrana plasmatica y los
microtubulos sub-peliculares. El glicocalist&e formado por glicoconjugados (que
pueden ser detectados con lectinas marcadas) uniformemente distribuidos sobre el
cuerpo celular y el flagelo. Esta cubierta es muy fina en las formas epimastigote y
amastigote y mas gruesa en los tripomastigotes. Existen evidencias de que azucares
como manosa, N-acetilglucosamina y galactosa de la superficie del parasito serian
importantes para la interaccion del parasito con el hospedador [26]. A su vez también
seria importante una glicoproteina de superficie con actividad de trans-siglidasa
neuraminidasague seria capaz de remover residuos de acido sialico de las células
del hospedador y transferirlos a proteinas aceptoras del tripomastigote metaciclico
[16,26] La importancia de estas trans-sialidasas es sefialada en el reciente trabajo
sobre el genoma d&rypanosoma cruzidonde se indica que esta superfamilia
llegaria a tener el impresionante nimero de 1430 genes. Otras superfamilias de
superficie que se sefialan son las MASP (“mucin associated surface proteins”,

“proteinas de superficie asociadas a mucinas”), las mucinas y la metaloproteasa

GP63 [16].

Este analisis a nivel gendmico esta apoyado por las observaciones hechas en
la publicacion del proteoma de cruzi.En este ultimo trabajo se sefala que habria
grandes variaciones en los niveles de las trans-sialidasas y MASPs entre los distintos
estadios de diferenciacion del parasito, siendo estos niveles muy altos en la forma de
tripomastigote sanguineo [27]. La mayoria de las glicoproteinas esta anclada a la
membrana plasmatica a través de un ancla de‘@pd’ (glicosil-fosfatidil-inositol)

[16,26,28]. Si bien este tipo de anclaje se da en otros organismos eucarioficos, en
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tripomastigote (C-D) y amastigote (E-F). Nétese la diferencia de escala emejoa f
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Adaptado de Texeira y cols. [24]

30



Introduccién

cruzila frecuencia con la que éstos ocurren es muy alta. A su vez se ha visto que este
anclaje es vital ya que si se trata con drogas que detienen la via metabdlica de

sintesis del GPI se puede arrestar el crecimiento de los parasitos [26].

Entre los componentes mas importantes de la membrana plasmatica se
encuentran los esteroles. Tal como seré descripto mas adelante, el parésito sintetiza
ergosterol, pero también es capaz de obtener colesterol cuando endocita particulas de
LDL (“lipoproteinas de baja densidad”) [26,28].

El tercer componente de la superficie del parasito esta conformado por los
microtUbulos subpeliculare&stos microtibulos estan estrechamente asociados a la
membrana plasmatica (incluso después de una lisis del parasito siguen asociados al
purificar la fraccion que corresponde a la membrana plasmatica) y le dan rigidez al
parasito. Los microtubulos subpeliculares aparecen conectados entre si por

filamentos de didametro mas pequefio constituyendo el citoesqueleto cortical [22].

El flagelo deT. cruzies el responsable de la motilidad del parasito asi como
también de la adhesion a las células intestinales durante la infeccion del
invertebrado. Este varia su longitud (entre 1 um a 20 pm) y su ubicacion en los
distintos estadios de desarrollo. EI axonema tiene una organizacién de microtibulos
tipica de los flagelos eucari6tico¥, + 2 (nueve pares de microtubulos periféricos y
un par central). El flagelo se origina a partir de una invaginacién de la membrana
llamada bolsillo paraflagelar (ver figura 19) y en el caso de los estadios de
epimastigote y tripomastigote también se puede unir al cuerpo del parasito por
uniones de tipo desmosomas. Por debajo del eje, o axonema del flagelo se ubica una
estructura llamada bastén paraflagelar que tendria un rol en la motilidad flagelar y
también seria importante en la divisibn mitética [29]. Esta ultima estructura es

exclusiva del Phylunkuglenozoa.

El citoesqueleto estd constituido por microfilamentos de actina y
microtubulos de tubulina y los filamentos intermedios estan ausentes [30]. Hay 5
genes putativos para centrinas que se postula tendrian que ver con la diversidad de
los “centros organizadores de microtubulos” (MTOCs) en la organizacion del
citoesqueleto. La importancia del citoesqueleto de tubulina se acentlia al analizarse la
superfamilia de proteinas motoras de kinesina que serian mas de 40 comparadas con

las 31 humanas [30].
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El nucleo es similar en su organizacion al de otras células eucaréticas, es
pequefio y su diametro es de 2,5 um. Posee poros y se continda con el reticulo
endoplasmatico [22,25]. En epimastigotes y amastigotes, que son las formas
replicativas, el nucleo es esférico, el nucleolo es grande y hay una pequefia cantidad
de heterocromatina. Contrariamente, en los tripomastigotes el ndcleo es mas ovalado

y no se reconoce el nucleolo y la heterocromatina aparece dispersa [31].

T. cruzi,como los otros miembros de la familia Trypanosomatidae posee una
sola mitocondria que se extiende a lo largo del cuerpo del parasito llamado
mitocondrion. Cerca del cuerpo basal se encuentra una estructura fibrilar
especializada de la mitocondria que contiene un complejo arregldDiNs
circulares (figura 111). Esta estructura se llama kinetoplasto, y es diagnostica del
orden Kinetoplastida [22,26]. El kinetoplasto de amastigote y epimastigote tiene una
morfologia similar, es un disco céncavo de 1 um de largo y 0,1 um de ancho.

El peroxisoma dé. cruzise denomina glicosoma; son organelas esféricas de
0,7 um de diametro distribuidas por todo el cuerpo del paréasito. A diferencia de los
peroxisomas eucaridticos tipicos, en éstos no esta presente la eatdtasa.Esta
organela recibe su nombre debido a que la glucdlisis se lleva a cabo en este
compartimiento y no en el citosol como es habitual en otras células eucaritticas.
Otras rutas metabdlicas como metabolismo del peréxido, R-oxidacion de acidos
grasos, biosintesis de pirimidinas o la ruta de recuperacién de purinas ocurren aqui.
Una similitud con los peroxisomas tipicos es que las proteinas que se encuentran en
éstos poseen el peptidosefal de localizacion SKL (aungde eruzi habria una
versatilidad mayor al cambio de alguno de estos aminoacidos) [22,25].

El acidocalcisoma es una organela de tamafio variable que posee un pH acido
y que se ubica por todo el citoplasma. Los &cidocalcisomas reserdary Ge
sugiere que esto seria importante para que el parasito pueda adaptarse a distintos
ambientes donde la disponibilidad de calcio es baja. Otra funcion seria la de
acumular reservas de energia en la forma de pirofosfato inorganico y también como
polifosfatos de cadena corta. En tercer lugar la existencia de una ATPasa de protones

(H") indicaria que podria tener un rol en la regulacion del pH intracelular [22,25,26].

El bolsillo flagelar ha sido sefialado como una organela extracelular ya que

forma un compartimento cerrado porque se une a la membrana plasmatica con la
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membrana del flagelo (ver figura)lEn esta zona ocurre una intensa endocitosis y
exocitosis [22,25]. EI complejo citostoma-citofaringe es una especializacion del
bolsillo flagelar, y es aqui donde ocurre la endocitosis de particulas que luego se

acumulan en compartimentos tipo lisosomas llamados reservosomas.

Los reservosomas se localizan en la region posterior de la célula y tienen un
didmetro de 0.7 um. En los reservosomas se encuentra la proteasa cruzipaina que es
vital en el proceso de diferenciacion del parasito a la forma infectiva y en la
infeccion de células de mamiferos [32]. La funcién que desempefa el reservosoma
no es totalmente comprendida hasta la fecha, pero se sabe que ademas de proteasas,
existe un gran numero de enzimas que participda kiosintesis de lipidos [33,34].
Diversos estudios indican una gran acumulacion de esteroles en estas estructuras,
llegando a observarse inclusiones lipidicas dentro de las mismas. El proteoma de esta
estructura [33], revela la presencia de un gran nimero de enzimas de la via de
biosintesis de lipidos, lo que sugeriria que esta estructura no solo participaria como
estructura de reserva, sino que posiblemente presente una activa participacion en la
sintesis. Estudios realizados por Lepesheva y cols. [35] sugieren la presencia en esta
estructura de la enzima CYP51, responsable de la demetilacion del lanosterol en el
reticulo endoplasmatico. Los estudios realizados sugieren que el reservosoma
desaparece completamente cuando los epimastigotes se diferencian a
tripomastigotes, sugiriendo que los compuestos que se acumulan en esta organela
son consumidos durante el proceso de diferenciaciéon [36]. Hasta la fecha no resulta
claro en qué forma se da la biogénesis de estas organelas, por fusion de mdltiples
vesiculas endociticas o por maduracién de endosomas tempranos. Los estudios

realizados hasta la fecha sugieren multiples funciones para estas organelas [37].

1.7. Endocitosis en T. cruzi

El proceso de ingestion de macromoléculas es fundamental para la nutricion
de la célula. La endocitosis fundamental para que virus, bacterias y protozoos
puedan penetrar dentro del hospedador. Los diversos mecanismos de endocitosis,

clasificados segun el tamafio de particulas ingeridas, se denominan: fagocitosis,
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macropinocitosis y pinocitosis. En los dos primeros procesos, se forman grandes
vacuolas a través de extensiones de la membrana plasmatica, propulsadas mediante
la polimerizacién de filamentos de actina. En el procesos de pinocitosis, se forman
pequefias vesiculas a partir de invaginaciones de la membrana. Este ultimo, de mayor
complejidad, se clasifica dependiendo de la participacion de las proteinas
citoplasmaticas dinamina, clatrina y caveolina. En la figura 110, se encuentran

esquematizados los procesos de endocitosis en células de mamifero.

Macropinocitosis Fagocitosis
Membrana plasmatica—___ ﬁ;{ X& ,k “.k Particula
Endocitosis Endocitosis e independiente d )(
dependiente de dependiente de  Endocitosis independiente de

Slatrina cavaoling clatrina y caveolina \\\ ){( u Vé\
ﬁ e %) = Dinamina ‘% | Fllamemos de ‘

A ﬂ o actina e

é"‘\

{ Clatrina

HF Endosoma
. ADP_tardio (MVB)

L&) Endosoma
N @ temprano

ADP

Lisosoma

Endosoma de reciclaje

Figura 110. Representacion esquematica del camino endocitico en células de mahfero.
pinocitosis, representada a la izquierda de la figura, ocurre por tres vias: depeddie
clatrina, dependiente de caveolina, e independiente de clatrina y caveolirdifetaistes
vesiculas que se forman se fusionan al endosoma temprano, donde las moléculas son
redistribuidas hacia el endosoma de reciclaje para su retorno a la membrardiqaasm

bien hacia el endosoma tardio o el cuerpo multivesicular (MVB). En el endosaliaaldar
enzimas hidroliticas comienzan la degradacion de las moléculas, y finalizdisos@ina

gue recibe la carga. A la derecha de la figura se encuentra esquematizada la atiémaliz

de particulas y volimenes de fluidos grandes. Todos los compartimientos recibehiipnes (
bombeados activamente desde el citosol [38].
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Estudios realizados eff. cruzi han demostrado peculiaridades en los
mecanismos de endocitosis que los distinguen de otras células [39]. En primer lugar,
la endocitosis ocurriria fundamentalmente en la forma epimastigote, siendo muy baja
en la forma amastigote y ausente en tripomastigote. En segundo lugar, el
epimastigote posee dos sitios de ingesta de macromoléculas: el bolsillo flagelar y el
citostoma. En tercer lugar, la carga de las vesiculas endocitadas son entregadas a
estructuras caracteristicas llamadas reservosomas, que se localizan en la parte

posterior de estos protozoos [38].

A gMacromolecules Cytostome:

i Q{)‘:{g&};’a‘;:u ‘g A‘Qﬁosto%

Flagellar
pocket

B Cruzipain

ey

Figura 111. ElI camino endocitico en epimastigotes de T. cidgi.La endocitosis ocurre a
través de dos sitios de ingesta de macromoléculas: el complejo citostomaagiofael

bolsillo flagelar. (B) En el complejo citostoma-citofaringe las macroméécmigran a

través del citofaringe y son internalizadas mediante vesiculas pequefas, goesefofa
porcion final del complejo. (C) Subsequentemente, las macromoléculas atravieSktala

por la red tubular de endosomas y son entregadas al reservosoma (D). (E) Las
macromoléculas son también internalizadas via vesiculas que se forman en lel bolsil
flagelar. (F) El camino endocitico continda a lo largo de una red de largos tubulos y
vesiculas que se extienden hacia la parte posterior de la célula, y regresan en sentao opues
hasta el reservosoma. (G) En este modelo se sugiere que las moléculas de ¢rurifmaama

otras proteasas, son procesadas y liberadas del complejo de Golgi. (H) Vesiculas
conteniendo estas moléculas interactian con el camino endocitico y son transportadas hacia
los reservosomas. A la derecha de la figura se encuentra esquematizado un epimestigote
T. cruzipara una mayor comprension.
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En la figura 111 se observa un esquema detallado del proceso de endocitosis.
Para una mayor comprension del esquema, un video con una explicacion exhaustiva

se encuentra en el siguiente accésip://www.youtube.com/watch?v=1G-zhjvfbeA

1.8. Metabolismo redox

Las células intercambian continuamente materia y energia con el entorno,
introduciendo materia y transforméandola con el objetivo de construir, renovar sus
estructuras y conseguir la energia necesaria para sus funciones. Estas
transformaciones que ocurren por medio de un conjunto de reacciones quimicas,
catalizadas por enzimas, se denominan metabolismo. Los objetivos del metabolismo
son obtener energia util (ATP) para la célula, convertir nutrientes exdégenos en
precursores de macromoléculas, construir macromoléculas y la formacion y
degradacion de las macromoléculas. Muchas reacciones del metabolismo son
procesos redox u oxidorreduccion, en los que ocurre una transferencia de electrones

donde una molécula se oxida y otra se reduce.

Estas reacciones tienen muchas veces como consecuencia la generacion de
especies reactivas del oxigeno (ROS del inglés Reactive Oxygen Species) tales como
el radical superéxido (9, el peréxido de hidrégeno £B,) y el radical oxidrilo
(HO) y del nitrogeno como el 6xido nitrico (NQ/ el peroxinitrito (ONOQ [40].

Este tipo de moléculas altamente reactivas son capaces de reaccionar e inducir dafios

a distintos componentes celulares:

- Dafio en el ADN: la oxidacién de residuos del nucle6tido guanina a 7-hidro-8-oxo-
deoxiguanosina lleva luego a la transversion de G:C a T:A, o la generacion de

dimeros de timina, provocando asi mutaciones y deleciones.

- Dafio a proteinas: las proteinas son un blanco perfecto del ataque de radicales libres
debido a que unen con frecuencia metales de transicion generandose hidroxilo en
sitios especificos y oxidando grupos sulfihidrilos, inhibiendo su correcto

funcionamiento o desnaturalizando las proteinas.

- Dafo a lipidos: la oxidacion de acidos grasos poliinsaturados y lipoproteinas lleva a
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la peroxidacion de los mismos, afectando la fluidez de los fosfolipidos y
conduciendo a un dafio de las membranas, lo que provoca un mal funcionamiento de
la mitocondria y otras organelas, y la rigidez de la membrana plasmética y una
pérdida de su funcién bioldgica [41].

A su vez, el ataque de las ROS sobre otras moléculas genera nuevas especies
reactivas en una reaccion en cadena [42], tales combl Rdonde R representa
cualquier grupo). En la tabla 2 figura una lista de reacciones que dan lugar a la

formacion de radicales libres:

Reacciones de radicales libres
20, + 2H" (SOD) = (SOD) HO, + O;
O, +Fe€" =0, + F€"

FE* + H,0, = F€* + HO + HO
HO + RH =R + H,0O
R + O, = ROO
ROO + RH=ROOH + R
R + ROO(R) = ROOR(RR)
2RO0 = [ROOOOR] = ROH + RO + ©

Tabla 2. Reacciones de radicales libres. SOD = Superéxido dismutasa

Si bien en bajos niveles las ROS estan involucradas en procesos tales como
transduccion de sefiales [43,44], un desbalance en el dafio molecular y estructural
provocado por las ROS se denomina comunmente estrés oxidativo, y esta vinculado

a procesos de envejecimiento celular [45], necrosis y muerte celular programada.

Para protegerse de este dafio, la célula cuenta con sistemas antioxidantes. Se
los suele agrupar en organicos o enzimaticos. Los mecanismos homeostaticos con
gue el organismo enfrenta el dafio oxidativo que habitualmente causan estas especies
son numerosos Y diversos, reflejando la multiplicidad de formas de radicales libres y
especies reactivas, como también los numerosos compartimientos donde actian en el
organismo Y la propiedades fisicas de éstos. Los antioxidantes organicos suelen ser
incorporados o sintetizados tales como la vitamina C, la vitaminafE¢agbteno,

flavonoides, acido lipoico o ubiquinona y fundamentalmente el glutation (GSH). El
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sistema enzimatico comprende la superoxido dismutasa (SOD), que cataliza la
dismutacion del © a HO, la glutation-peroxidasa (GSH-Px) y la
glutatiéntransferasa (GTr), que reducen hidroperoxidos a alcoholes, y la catalasa
(Cat), que reduce 4@, a H,0.

Al ser organismos aerobicos y parasitos intracelulares, los tripanosomas estan
expuestos a especies reactivas del oxigeno y nitrégeno que se originan del
metabolismo celular o son producidas por el hospedador. Los tripanosomatidos son
mas sensibles frente al estrés oxidativo respecto a sus hospedadores ya que carecen
de la enzima catalasa, y las enzimas glutation reductasa (GR) y tiorredoxina
reductasa (TyrR) responsables del mantenimiento de los niveles de glutation [46]
No obstante, estos organismos poseen sistemas antioxidantes que les permiten llevar
a cabo la detoxificacion de las especies reactivas. El tripanotiGriNg{N
(bis)glutationilespermidina) es el principal mecanismo en el mantenimiento del
metabolismo redox en tripanosomatidos [47] y ha sido propuesta como blanco
terapéutico [48]. Se trata de un ditiol de bajo peso molecular, que consiste en dos
moléculas de glutation unidas covalentemente mediante una molécula de

espermidina [49] (Figura 131

N1-Glutationilespermidina

Co H [o H
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Figura I11. Biosintesis del tripanotion

La funcion principal de esta molécula es la eliminacion de hidroperoxidos
mediante las enzimas triparredoxina peroxidasa (TXNPXx), ascorbato peroxidasa
(APx) y la glutation peroxidasa (GPx). Ademas, la conjugacion de moléculas

reactivas al tripanotion forma un complejo estable que es facilmente excretable. Las

38



Introduccién

reacciones de detoxificacion en las que participa el tripanotion se encuentran
esquematizadas en la figura 112. Otra enzima de gran importancia en el metabolismo
redox delTrypanosoma cruzs la superoxido dismutasa (SOD) [50]. Esta juega un

rol esencial en la regulacion de los niveles de especies reactivas del oxigeno, y
mediante su accion citoprotectora resguardaria a la célula de procesos apoptéticos.
La correcta regulacion de estas enzimas resulta fundamental para el mantenimiento
de la homeostasis celular y la supervivencia, ya que la delecion de la SOD provoca
un aumento en la sensibilidad a las drogas tripanocidas debido a la incapacidad de la
célula de liberarse de los, O generados. Por el contrario, la sobreexpresion de la
SOD genera una gran cantidad d€} y probablemente debido a la ausencia de la

catalasa, aumenta la sensibilidad a las drogas.

metales, drogas, etc

Complejo T(SH)2-R:
<—L T(SH), 2

detoxificacion,
excrecion

deoxi- TXN
ribonucledtidos
RR

ribonucledtidos

TXNPx
GFx-|
ROH
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" >
APx

H,O H,0, ROH + H,0

Figura 112. Metabolismo de hidroperéxidos mediado por el tripanatién

1.9. Sistema de detoxificaciéon

En las células eucariotas, las enzimas antes descriptas forman parte de un
complejo sistema de detoxificacion tal como se muestra en el esquema de la figura
113. El sistema de detoxificacion consta principalmente de dos fases [51]. Ante la

presencia de compuestos toxicos para la célula, ya sean de origen endobidtico tales
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como productos indeseados del metabolismo, o de origen exdgeno como drogas y

otros xenobidticos el sistema de detoxificacion es el responsable de su eliminacion.

Endo o exotoxinas Int?rmediarios
no-polares y mas polares y
Liposoluble mas solubles
en agua Polar e
@ Fase | Fase ll hidrosoluble

Citocromo P450 Vietabolitos Vias conjugativas
Toxifres Reacciones: intermediarios

-Conjugacion a:
-oxidacion l -glutatiénitripanotion

-reduccion -aminoacidos
-hidrélisis

-metilacion
-rd'udr:altacwn B Especies reactivas -s::lfatacmn
_etec alogenacion I intermediarias \ gt

;

Radicales libres 4 Dario celular
‘ £ A
S0D TXNPx
Apx Cat
GPx Etc..

Figura 113. Sistema de detoxificacion celular

Las reacciones catalizadas por este sistema tienen como finalidad la

biotransformacion de estos compuestos nocivos para la célula en productos mas
solubles en agua y de ese modo facilitar su excrecién. Las enzimas de este sistema
son clasificadas como enzimas de fase | y fase Il [51]. Las enzimas de fase |
catalizan las reacciones de funcionalizacion, generalmente mediado por reacciones
de oxidacion, reduccion e hidrdlisis, introduciendo grupos funcionales reactivos de
caracter polar (hidroxilo: -OH; sulfidrilo: -SH: amindyH, 6 carboxilo: -COOH).
Las reacciones de fase Il catalizan reacciones de conjugacion a otras moléculas, los
metabolitos generados por las reacciones de la fase |, se combinan con moléculas
enddgenas de caracter polar para formar productos de conjugacién que son
rapidamente excretados. Los metabolitos generados por estas dos fases son
excretados con la ayuda de proteinas de membrana (del tipo MDR, del inglés “Multi

Drug Resistance”) que los bombean fuera de la célula. Algunos autores se refieren a
estas Ultimas como reacciones de fase Ill.

En general, las enzimas de fase | son capaces de transformar multiples
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substratos y catalizar reacciones diferentes [52]. Se trata de proteinas cataliticas de
naturaleza muy diversa entre las que se incluyen enzimas con actividad
monooxigenasa, como el citocromo P450 o la flavin monooxigenasa, diversas
oxidasas (alcohol deshidrogenasa, aldehido deshidrogenasa, amino oxidasas,
aromatasas), la epoxido hidrolasa, esterasatas. El citocromo P450 es sin duda

el miembro mas destacado de este grupo de enzimas y el que ha sido mas

ampliamente estudiado.

1.10. El Citocromo P450: caracteristicas generales

Las reacciones de fase | se realizan fundamentalmente mediante el sistema de
Citocromo P450 (CYP). Este sistema es el principal componente en el mecanismo
de detoxificacion, el cual presenta una enorme versatilidad funcional que se refleja
tanto en la gran variedad de procesos que puede catalizar, como en el elevado
namero de substratos que es capaz de metabolizar. Si bien el CYP interviene
fundamentalmente en reacciones de oxidacion, también es capaz de catalizar
reducciones, hidrataciones o hidrolisis. Salvo contadas excepciones, el CYP requiere
oxigeno molecular y NADPH para oxidar el substrato. Se trata de reacciones de
monooxigenacion en las que sélo uno de los &tomos de oxigeno es incorporado en la
molécula del substrato, mientras que el otro es reducido hasta agua.

monooxigenasa
RH + NADPH + O, + H ———— ROH + NADP* + H,0

oxidasa
NADPH + O, + H* — NADP'+ H,0,

peroxidasa
RH+LOOH —— ROH +LOH

Figura 114. Reacciones enzimaticas de oxidacion

Las enzimas que catalizan este tipo de oxidaciones son conocidas como
monooxigenasas u oxidasas de funcion mixta (figura |Eétas reacciones difieren

de las catalizadas por las oxidasas del metabolismo intermediario, con formacién de
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peréxido de oxigeno, y de las reacciones de peroxidacion en las cuales el atomo de
oxigeno introducido en el substrato procede de perdxidos y no del oxigeno
molecular. Tal como se menciond antes, entre las oxidaciones catalizadas por los
CYPs se incluyen hidroxilaciones aromaticas y alifaticas, N- y S-oxidaciones,
epoxidaciones, O-, N- y S-dealquilaciones, deaminaciones, desulfuraciones,

deshalogenaciones y deshidrogenaciones.

Entre sus substratos se incluyen tanto moléculas pequefias como otras mucho
mayores, aromaticas o lineales, tanto planas como globulares, que contengan o no
heteroatomos. Esta amplia especificidad de substrato es debida a la existencia de
multiples formas de la enzima, cada una de las cuales se ha adaptado para el
metabolismo de grupos de compuestos relacionados estructuralmente. Aun asi, esta
versatilidad no tiene precedentes y ninguna otra enzima puede acomodarse a

substratos de naturaleza quimica tan dispar.

Substrato
NADPH H:0

\» [ 0, \..yMewbolito

NN

1%

Figura 115. Esquema del sistema de detoxificacién del Citocromo P450

Los CYPs son hemoproteinas cataliticas en las cuales un grupo tiol del
aminoacido cisteina sirve como quinto ligando al atomo de hierro del grupo hemo y
el sexto ligando es una molécula de agua. En general los CYPs de eucariotas tienen
un peso molecular que oscila entre 50 y 60 kDa. La similitud en la secuencia de
aminoéacidos entre los diferentes CYPs es relativamente baja, llegando a ser menor
del 20% en algunos casos. La alta conservacion de la region del hemo, que se
corresponde con el centro catalitico del enzima, refleja un mecanismo comun de
transferencia de electrones y de protones y de activacion de oxigeno. EI CYP

permanece anclado a la membrana a través de una hélice hidrofébica cercana al
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extremo N-terminal, por lo que la mayor parte de la proteina se sitia en la cara

citosélica de la membrana tal como lo muestra la figura 115.

El monoxido de carbono puede unirse al hierro ferroso (forma reducida de la
hemoproteina) del CYP para formar un complejo™¥0, produciendo un cambio
en el mdximo de absorbancia del grupo hemo (pico de Soret) a 450 nm. Esta
propiedad es precisamente la que dio origen a que estas enzimas pasaran a
denominarse como Citocromo P450 (P es por pigmento), a pesar de que, como se
comprobd posteriormente, estas hemoproteinas no son citocromos, en el sentido
estricto de la palabra. Este maximo de absorbancia caracteristico del CYP es
utilizado para su cuantificacion espectrofotométrica. ElI grupo tiol de la cisteina

ligado al atomo de hierro es el responsable de este pico de Soret.

Los CYPs pueden clasificarse en cuatro clases en funcién de cémo acceden
los electrones desde el NADPH hasta el centro catalitico de la enzima. Las proteinas
de clase | utilizan una reductasa que contiene FAD y una ferrosulfoproteina
(ferridoxina). Las de clase Il usan una cadena de transferencia de electrones mas
corta y sblo necesitan una reductasa del citocromo P450 (CPR) que contiene
FAD/FMN para la transferencia de electrones. Las de clase Ill son autosuficientes y
no requieren un donador de electrones, mientras que las de clase IV reciben los

electrones directamente del NADPH.

En los organismos eucariotas los CYPs de clase | se encuentran asociados a
la membrana interna de la mitocondria. El origen filogenético de las formas de CYP
mitocondrial identificadas en diferentes especies animales (no han sido descriptos en
plantas) parece no estar relacionado con los CYPs de clase | de los procariotas, a
pesar de sus analogias en la cadena de transporte electrénico. En los mamiferos estos
CYPs catalizan diversos pasos de la biosintesis de hormonas esteroideas y vitamina
Ds.

Las enzimas de clase Il son las mas abundantes en eucariotas. Los CYPs y las
NADPH-Citocromo P450 reductasas no estan asociados y ambos estan anclados de
forma independiente en la cara externa de la membrana del reticulo endoplasmico

mediante la region hidrofobica del extremo amino-terminal (ver figuda 115

La actividad de algunos CYPs se ve favorecida por la presencia de citocromo
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bs que facilita la transferencia de electrones desde el NADPH. Estas enzimas
participan en multiples funciones biosintéticas. A modo de ejemplo, en los hongos se
encargan de la sintesis de esteroles de membrana y micotoxinas, y en los vegetales
intervienen en los procesos de sintesis y catabolismo de hormonas, la oxidacion de
acidos grasos, las rutas metabdlicas que conducen a la lignificacion y la sintesis de
pigmentos y compuestos de defensa (antioxidantes, fitoestrégenos, aromas). En los
animales, entre sus funciones fisiolégicas se incluyen la biosintesis y el catabolismo

de moléculas sefalizadoras, hormonas esteroideas, acido retinoico y colesterol.

Ademés de sus funciones biosintéticas, los CYPs de clase | y de clase Il
participan en los procesos de metabolizacion de xenobibticos. No obstante, en
ocasiones participan en procesos de activacion contribuyendo a la aparicién de

fenébmenos toxicos.

Los CYPs de clase Ill participan en la sintesis de prostaglandinas en
mamiferos, mientras que el P450 de clase IV solo se ha identificado en hongos.
Ambas clases de enzimas se podrian considerar como las formas mas ancestrales de

CYPs que participan en la detoxificacion de especies activadas de oxigeno.

1.11. Mecanismo enzimatico del CYP

El primer paso del proceso catalitico consiste en la unién del substrato y el
desplazamiento del solvente en la sexta posicion de coordinacion del atomo de
hierro. Como consecuencia de ello se originan cambios en el estado de spin, en el

potencial redox y en el maximo de absorbancia de la hemoproteina.

En el segundo paso se produce la reduccion del complejo hemoproteina-
substrato al estado ferroso (effFdel grupo hemo pasa a’Pegracias al aporte de

un electrén y al aumento en el potencial redox originado en el paso anterior.

El tercer paso es la union del oxigeno molecular para formar un complejo

superoxido.

En el cuarto paso se produce el aporte de un segundo electron con la
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formacion de una especie activada de oxigeno. A partir de este punto el mecanismo
no se conoce con certeza. La naturaleza de la especie activada de oxigeno es
desconocida (se apunta que pudiera ser una mezcla de complejos hierro-peroxo o
hierro-oxo con la hemoproteina). En cualquier caso, se trataria de un oxidante
electrofilico de vida muy corta formado por la protonaciéon del dioxigeno (O=0). El
resultado final seria la liberacion de uno de los atomos de oxigeno en forma de una
molécula de agua y la incorporacion del otro en el substrato. En la Figuestd 6
representado el proceso que daria lugar a la formacién de un metabolito hidroxilado.
El resultado de la actividad enzimética del CYP no siempre es la insercion de
oxigeno en la molécula del substrato, pudiendo catalizar también reacciones de

deshidratacién, deshidrogenacion, isomerizacion, dimerizacion, e incluso reduccion.

& .)@ NADP

NADPH

Figura 116. Ciclo catalitico del Citocromo P450 (CYP) para la hidroxilacion de un
compuesto (RH)Los electrones cedidos por la Citocromo P450 reductasa (CPR) provienen
del NADPH. El desacoplamiento de este ciclo provoca el fenomeno de “Redox Cycling”
generando la aparicion de radicales libres y especies reactivas del oxigenes aipac
provocar dafio celular.

El desacoplamiento del ciclo catalitico del CYP se produce cuando los
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electrones del cofactor NADPH son consumidos sin formacion de metabolitos
oxidados. Esto ocurre cuando a) el intermediario’-Be se autooxida liberando

anion superéxido y regenerando el enzima en estado férrico; b) el intermedi&rio Fe
hidroperdxido se disocia en una molécula g®Hy enzima férrico; 6 c) la especie
Fe=0O en lugar de oxidar el sustrato es reducida a una molécula de agua por
transferencia adicional de electrones. La CPR juega un rol fundamental en el
mantenimiento del acoplamiento de este sistema, con el aporte de electrones a partir
del NADPH, siendo el factor limitante de estas reacciones. El Citocrgifiitkos)

es también capaz de ceder un electron adicional al CYP, pero toma sus electrones del
NADH.

1.12. Reductasas del Citocromo P450 (CPR)

Las CPR son flavoproteinas que contienen flavin adenin dinucleétido (FAD)
y flavin mononucledtido (FMN). Estas enzimas catalizan la transferencia de
electrones desde el NADPH via FAD y FMN hacia el grupo prostético hemo del
CYP. La estructura de estas proteinas presenta los dominios caracteristicos de union
a FAD, FMN y NADPH, que es homologo al domino reductasa de las Oxido Nitrico
Sintasas (NOS).

Estas enzimas poseen un tamafo aproximado de 78 kDa y se encuentran
asociadas a la membrana a través de su domino aminoterminal, pudiendo detectar su
presencia en las fracciones microsomales. Se ha propuesto que una CPR se
encontraria rodeada hasta por diez CYP ancladas sobre la cara citosélica de la
membrana del reticulo endoplasmatico, entrando en contacto con cada una de ellas y

cediendo sus electrones alternativamente.

De alli que la CPR sea el factor limitante en las reacciones catalizadas por los
CYP. Ademas de la capacidad de reducir al CYP, las CPR son capaces de reducir a
otros compuestos cediendo sus electrones. En animales y muchos otros organismos
existe un unico gen que codifica para CPR. Esta Unica enzima es la responsable de la
interaccion con una diversidad de CYPs capaces de expresarse en una misma célula.

Hasta muy recientemente, sélo en plantas se habia descrito la presencia de dos genes,
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gue difieren principalmente en el largo de su dominio transmembrana, pero se
desconoce que funcién diferencial ejerza cada una. Trabajos recientes acompafnados
por los avances en el secuenciamiento de los genomas de diversos organismos

revelan la existencia de otras isoformas de CPR.

1.13. Citocromos P450 en tripanosomatidos

Mediante estudios bioquimicos realizados en los afios 70 por el Dr. Stoppani,
se habia demostrado la existencia de diversos citocromos en fracciones subcelulares
de Trypanosoma cruzi53,54]. Una década mas tarde el Dr. Agosin demostré una
actividad Citocromo c¢ reductasa dependiente de NADPH en estos mismos
organismos. Mas aun, éste y otros autores demostraron la existencia de actividad de
CYP in vivo [55]. La existencia de estas enzimas detoxificantes proveyd una
explicacion plausible al fenébmeno de resistencia [56]. Agosin demostré también que
la actividad Citocromo c reductasa dependiente de NADPH se encontraba no sélo en
la fraccidbn microsomal, sino también en la citosélica [57,58,59,60]. En la década del
90 el Dr. Fairlamb describi6 la presencia de Citocromo P450 oxidasas de funcién
mixta enT. cruzj T. bruceiy Leismania donovar{b5,61]. No fue sino hasta el afio
2003 en que se clond el primer, y hasta ahora Unico, CYP deizi Se trata del
CYP51, llamado Lanosterol-ld-demetilasa. Esta enzima esencial en la via
metabdlica de la sintesis del ergosterol ha sido caracterizada y se considera uno de

los blancos més promisorios en la cura de la Enfermedad de Chagas [61,62,63,64].

La identidad entre los genes que codifican para el CYP51 en
tripanosomatidos es muy alta, entre el 76 % y el 81 %, a diferencia del 22% que
comparten con el resto de los CYP (Figura.lE&0 permite concluir a Lepesheva y
cols. [62] que elardlisis de los citocromos desde el punto de vista filogenético
corrobora la teoria que predice para los tripanosomatidos un origen evolutivo a partir

de un ancestro distinto de los organismos fotosintéticos.
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Figura 117. Biodiversidad de CYP51 en tripanosomatidBara su comparacion con otros
eucariontes inferiores se alinearon un total de 83 secuencias de las que se mgestan al
mas representativas. La flecha sefiala los residuos especificos para cada taxon.

1.14. El ergosterol en tripanosomatidos

Los tripanosomatidos son similares a los hongos en cuanto a la composicién
celular y biosintesis de esteroles [65]. A diferencia de los mamiferos, que sintetizan
colesterol, los epimastigotes producen principalmente ergosteroll[6&liziposee
cantidades muy significativas de colesterol exdgeno [66], principalmente en
amastigotes [67]. No obstante, todas las formas del parasito son extremadamente
sensibles a inhibidores de la sintesis de esteroles. La deplecién de esteroles provoca
la muerte celular debido a la disrupcion de sus membranas, demostrando una
necesidad por esteroles especificos que no son sintetizados por el hospedador [68]
Esta ruta biosintética es considerada uno de los blancos terapéuticos massatractivo
para el tratamiento de la enfermedad de Chfag]. Inhibidores de la biosintesis de
esteroles han demostrado poseer una potente actividad gontrazi [70], y se
sugiere la posibilidad de desarrollar inhibidores ain mas potentes, ya que la industria
farmacéutica ha desarrollado una gran variedad de compuestos derivados como
agentes anti-fungicos [69]. Existe una enorme cantidad de trabajos que sugieren la

utilizacién de azoles derivados del ketoconazol como agente tripanocida, tales como
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Figura 118. Esquema de las enzimas y metabolitos intermedios que intervienen en la
biosintesis del ergosterol en S. cerevisiae desde el Acetil-8®Aompone por tres vias
metabdlicas distintivas: la via de sintesis de mevalonato, la de isoprenoides (scribe de
en detalle los multiples pasos que las componen) y finalmente la via dessigksi
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ergosterol (con sus pasos detallados). Las proteinas que intervienen en lasagastan

indicadas en azul, y en rojo estan marcados algunos componentes claves de este
metabolismo. Las flechas rojas indican los pasos enzimaticos en los que esta propuesta la

CPR como dadora de electrones. En el pasaje del lanosterol al 4,4-dimetigdlést4-
trienol interviene el CYP51 (Lanosterold-4lemetilasa).
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el posaconazol [71,72,73,74].st& camino metabdlico ha sido profundamente
estudiado y caracterizado 8accharomyces cerevisifigs,76], y por lo tanto debido

a su similitud resulta mas sencillo su comprension en los parésitos.

En la figura 118 se observa la via metabdlica que conduce a la formacion del
ergosterol en levaduras. El gen ergll es el que codifica para el CYP51,(ER11)
responsable de la demetilacion del lanosterol y dependiente de la CPR para su
actividad. Se ha propuesto también que ERG1 y ERG5 son proteinas cuyo dador de
electrones seria la CPR [77].

Hasta aqui se ha revisado la importancia de las reacciones catalizadas por el
sistema de Citocromo P450 en el metabolismo celular. Estas enzimas participan en
procesos de detoxificacion y biosintesis de un gran nimero de compuestos esenciales
para la célula y se las ha vinculado a mecanismos de resistencia a drogas ya que esta
aumentada su actividad en organismos patégenos resgi#gjtePor estos motivos
es que han sido propuestos como blancos terapéuticds eruzi [79]. Se ha
remarcado también la importancia de la enzima Citocromo P450 reductasa en las

reacciones mediadas por los CYP.

1.15. Antecedentes

Durante la realizacion de la Tesina de Licenciatura titulada “Clonado,
expresion y caracterizacion de una familia de citocromo P450 reductasas de
Trypanosoma cru2j se obtuvieron una serie de resultados que fueron
oportunamente publicados [1], los cuales sentaron las bases para luego poder

desarrollar el trabajo correspondiente a esta Tesis doctoral.

Dicho trabajo se inici6 con la busqueda de una 6xido nitrico sintasa (NOS),
debido a los reportes previos que describen esta actividad en extractos de parasitos
[80]. Estas enzimas catalizan la conversion de L-arginina en L-citrulina + oxido
nitrico. Las NOS de animales tienen en su estructura un dominio oxigenasa (por el
gue se unen a la arginina) en su extremo amino-terminal y un dominio reductasa en

el extremo carbojo-terminal, que a su vez esta compuesto por un dominio de unidn
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a FMN, FAD y NADPH, mediante los cuales transfiere los electrones desde el
NADPH hacia la arginina. Este dominio reductasa posee una gran homologia con las
CPR, y se piensa que las NOS podrian haber evolucionado a partir de estas enzimas
[81].

En la busqueda de este gen en la base de datos del gendmarwdgno se

pudo hallar ninguna secuencia que fuera capaz de codificar para un péptido que
tuviera homologia con el dominio oxigenasa de la NOS. No obstante, se encontraron
tres secuencias con alta identidad con el dominio reductasa y eran indicados como
putativas CPRs. La existencia de multiples isoformas de esta enzima en el parasito, a
diferencia de su hospedador mamifero en el que se encuentra una Unica CPR,
resultaba de particular interés, ya que podria representar un blanco terapéutico, y
proporcionar informacién que contribuya a explicar el fendmeno de resistencia a

drogas y la capacidad para la supervivencia del parasito en los diferentes ambientes

gue sufre a lo largo del ciclo de vida.

En el periodo sefialado se han identificado, clonado, expresado vy
parcialmente caracterizado tres genes Tdecruzi correspondientes a putativos
Citocromo P450 reductasalsas tres secuencias presentan una alta identidad con
CPRs de otros organismos, y fueron denomindad@®R-A, TcCCPR-B yTcCPR-C.

La descripcion de estas enzimas contemplé en primer lugar la caracterimacion
silico de las mismas, pudiendo identificarse los dominios candnicos de unién a los
cofactores FMN, FAD y NADPH de las CPRs (Figura)l19

TcCPR-A —:‘@J—-—NAD~
rccpr-8 —(FuN @D - NAD -

recer-c  —(ENN)— QD NAD -

Figura 119. Comparacion esquematica de las tres CPRs de T. cruzi

Interesantemente, se observé quU&CPR-A carecia del dominio
transmembrana en su region amino-terminal presente en las otras dos secuencias.

Mas aun, al realizar un arbol filogenético de estas enzimas (Figurd t@HR-B y
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TcCPR-C agruparon junto a otros CPRs de diversos organismos, mientras que

TcCPR-A se ubico en un grupo separado junto a otras flavoproteinas.

T. cruzi OYE (1)
—l P. stipitis OYE (2)
K. marxianus OYE (3) OYE
1000 A. thaliana CPR (4}
_‘-—-I H. saplens NR1 ()
998 B. floridae CPR (8} NR1-like
L. major CPR 1 (7}
T. brucei CRP 1 (8) CPR
T. cruzi TeCPR-A (9) ™
T. cuspidata CPR (10}
P. menziesii CPR (11)
-C. erythrea CPR (12)
78 A. thaliana ATR2 (13)
L{—A annua CPR (14)
1060 L A, thaliana ATR1 (15)
i C. echintfata CPR (18)
rP. chrysosporium CPR 2 (17
1P, chrysosporium CPR 1 (18)
C. albicans CPR (39)
S cerevisiae CPR {20;
S. pombe CPR (21)
A, niger CPR (22)
G. fujikuroi CPR (23) CPR
1000 —— M. musculus CPR (2¢)
—H. sapiens CPR (z5)
a5k 1000 8. mori CPR 25y
1000 T 1B mandarina CPR (27)

me L,

sejueld

93§

Buny

ejiewuy

P. polycephalum NOS (a7)
B. flonidae NOS (38)
3000 ——— R. norvegicus nos (39)

100D L H sapiensiNOS (o)
9% H. sapiens eNOS (1)

1000 1000k H. sapiens nNOS (42} NOS

A, californica NOS {43)

B. mon NOS (24)

R. prolixus NOS (45)

1000 A. stephensis NOS 46)

i 0.1 i

Figura 119. Arbol filogenético construido a partir de la comparacion de secuencias
anotadas o atribuidas de CPR$QSy OYE (Old Yellow Enzyme).
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A fin de caracterizar bioquimicamente estas enzimas, las tres fueron clonadas
en diferentes vectores de expresion para bacterias, lo que permitio su expresion y
purificacion. La caracterizacion bioquimica de las mismas consté de la
determinacion de las constantes cinéticas, la capacidad de reducir al citocromo c, su
dependencia por NADPH y no por NADH (caracteristico de las CPRs), su inhibicion
por DPI (inhibidor clasico de flavoproteinas) y la capacidad de catalizar reacciones
dependientes de CYP en sistemas reconstitindasro.

Durante este periodo, se clonai@CPR-A yTcCPR-B en el vector pTREX,
para sobreexpresar estas enzimasl eoruzi La sobreexpresion decCPR-A no
pudo lograrse, ya que la misma resultaba letal. Por el contrario, parasitos que
sobreexpresabahcCPR-B fueron obtenidos de forma estable. Al realizar un ensayo
de resistencia a drogas se pudo observar que la sobreexpre$ufitPdRe B conferia

a los parasitos una mayor resistencia a la droga tripanocida benznidazol (Figura 121).

Resistencia a Benznidazol (72 hs)
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Figura 121. Resistencia al Benznidazdlos epimastigotes que sobreexpre§aCPRB
aumentan la sobrevida en presencia de benznidazol respecto de los transfectados con la
proteina GFP (Control).
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Hipotesis y objetivos

2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1. Hipotesis de trabajo

En Trypanosoma cruze encuentran las enzimas del sistema de citocromo P450.
Estas enzimas podrian participar en reacciones de biosintesis de lipidos y estar
mediando el fendmeno de resistencia a drogas al participar en mecanismos de
detoxificacion.

2.2. Objetivos generales y especificos del trabajo

El objetivo general de este trabajo se basa en el estudio de los mecanismos de
detoxificacion y la biosintesis de ergosterol Biypanosoma cruziEste estudio
proveera importantes respuestas a interrogantes de la biologia del parasito, y una
oportunidad para el desarrollo racional de nuevas drogas terapéuticas para el
tratamiento de la Tripanosomiasis Americana.

Las enzimas del sistema de citocromo P450 participan en una gran diversidad
de rutas metabdlicas tanto en la biosintesis del ergosterol (esterol de vital
importancia en protozoarios) como en mecanismos de detoxificacion celular. Los
genes que codifican para estas proteinas se encuentran presehtgsaansoma
cruzi. Los objetivos particulares de esta Tesis doctoral son la caracterizacion de las
citocromo P450 reductasas e cruzi en cuanto a su bioquimica, su localizacion
celular, la interaccion con citocromos P450 y la funcién biologica en la que
intervienen en el parasito. Los resultados de este trabajo aportardn importantes
conocimientos sobre el metabolismo de tripanosométidos.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Localizacion subcelular de las TcCPRs

La localizacion subcelular de las enzimas involucradas en la biosintesis de
esteroles aun no ha sido totalmente esclarecido en tripanosomatidos. Se sabe que los
pasos iniciales de la biosintesis de esteroles en animales y plantas se producen
principalmente en el citosol y los posteriores generalmente en el reticulo
endoplamético (RE) [65].

Tal como se ha demostrado previamente mediante Western blot [1]
utilizando antisueros policlonales de ratdn contra las proteinas recombinantes,
TcCPR-A, TcCPR-B yTcCPR-C se encuentran en diferentes fracciones subcelulares
en epimastigotes. Con el fin de encontrar elementos que permitan explicar la
presencia de tres reductasas de citocromo P450D. enuzi y ademas, investigar
posible rol fisiologico, se analiz6 su co-localizacién con diferentes marcadores de

organelas de tripanosomatidos (citosol, ER, glicosoma y reservosoma).

7cCPR-A  Superposicion

>

Campo claro  GAPDH

Figura R1. Localizacién subcelular de TcCPR-EI revelado con el anticuerpo contra la
proteina recombinante y el anticuerpo secundario conjugado a Alexa Fluor 488 (verde)
coincide solo parcialmente con el anticuerpo marcador de glicosomas (rojo)rd_albaca

indica 2 um.

La localizacién subcelular dEcCPR-A resultd particularmente elusiva. Se
podria predecir que la localizacion de esta enzima tendria un patron citoplasmatico.
No obstante, realizando ensayos de inmunolocalizacibn mediante microscopia de

epifluorescencia y confocal, se observo un patron puntillado, como si se encontrara
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dentro de vesiculas. Se observa en la figRlauna co-localizacion parcial de
TcCPRA con el marcador de glicosoma a-GAPDH. Los intentos por co-localizar

esta enzimas en gotas lipidicas mediante el marcador Nile Red no fueron existosos.

En la figuraR2, se observa quécCPR-B localiza principalmente en areas
especificas en la region posterior del parasito, con un patron tipico de reservosomas.
Esto fue confirmado mediante la co-localizacion parcialai&#PR-B con cruzipaina,
enzima caracteristicamente ubicada en esa estructura subcelular (Figura R2D).
TcCPR-C se encuentra principalmente en RE, con una marcada concentracion
alrededor del nucleo y el kinetoplasto, coincidente con el marcador de RE, la
proteina BIP (Figura R2F). Se obtuvieron resultados similares con el marcador de

RE calreticulina.

Campo claro Cruzipaina TcCPR-B

| ..

Campo claro TcCPR-C

| ..

Figura R2. Localizacion subcelular de TcCPR-B@®.41.a morfologia de los epimastigotes

se observo por microscopia de campo claro (A,E). Te&GBPRs se revelaron con los
anticuerpos generados contra las proteinas recombinao@*R-B (C) yTcCPR-C (G).
Reservosomas y RE se visualizaron usando anticuerpos anti-cruzipaina (Bprptaima

BIP (F) respectivamente. Los anticuerpos secundarios estaban conjugados a CY3 (rojo) o
Alexa Fluor 488 (verde). La superposicién de los campos rojo y verde se®@dHg¢nBarra

de escala: 2 um

Superposicion

Superposicién

El hallazgo de TcCPR-B en reservosomas de epimastigotes, aunque

inesperado, no resulta totalmente sorprendente. La biogénesis del reservosoma
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implica el trafico de vesiculas desde el complejo del bolsillo flagelar que se fusionan
con membranas del aparato de Golgi y reticulo endoplasmatico y migran hacia la
region posterior del parésito. Diversos estudios proteOmicos de esta organela han
revelado la presencia de enzimas del metabolismo lipidigg3q]. En
tripanosomatidos se encuentran esteroles estructurales en diversas membranas:
plasmatica, mitocondrial, glicosomal y del reservosoma propiamente dicho
[90,91,92]. En el trabajo de Lepesheva y cols. [35] se ha podido observar mediante
microscopia electronica la presencia de la enzima CYP51 en reservosomas. Estos
resultados sugieren que el metabolismo del ergosterol podria llevarse a cabo en

diferentes organelas en estos parasitos y tal vez de manera redundante.

3.2. Busqueda de un rol fisiologico para las
TcCPRs mediante ensayos de complementacion

en levaduras

A fin de poder discriminar y confirmar cuales de entre las tres reductasas de
T. cruzison capaces de participar en procesos catalizados pan@RB, se decidi
realizar ensayos de complementacion en levaduras. Para ello, se utilizaron levaduras
de la cepa WRA, derivadas de la cepa W303-1B, las cuales fueron bloqueadas
(“knockeaday para el gen de la CPR de levadura (NCP1) [82]. Estas presentan un
fenotipo caracteristico: colonias pequefias, crecimiento lento, alta sensibilidad a

antibioticos, y bajo contenido de ergosterol.

La validez de los resultados obtenidos en ensayos de complementacién es
susceptible de cuestionamientos. La correcta expresion, plegado y actividad
funcional de una proteina proveniente de un organidmor(z) expresada en otro
organismo $§. cerevisiages, cuanto menas priori, un interrogante. La interaccién
entre proteinas provenientes de organismos que en muchos casos poseen millones de
afios de divergencia evolutiva, podria constituir un obstaculo en la interpretacion de
los resultados obtenidos. Existen diversos factores que podrian comprometer el

correcto funcionamiento del sistema, tales como:

- Niveles de expresion de las proteinas.
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- Divergencia evolutiva de las proteinas en los dominios de interaccion, no
admitiendo la formacién del complejo proteina-proteina.

- Divergencia en las secuencias de las sefales peptidicas de localizacion, lo
gue no permitiria interaccion fisica entre los componentes del sistema.

Por estos motivos las conclusiones que se pueden extraer de la misma son sin
lugar a dudas controversiales. No obstante, numerosos trabajos han demostrado que
la técnica de complementacién resulta vélida y de gran utilidad, incluso entre
organismos evolutivamente tan distantes o mas que levaduras y humanos [93]. Los
Kinetoplastidos han divergido muy temprano en la evolucién de los eucariotas, sin
embargo, tantd@. cruzicomosS. cerevisiaeson organismos unicelulares, agrupados
dentro de los llamados “eucariotas inferiores”, y comparten un gran numero de
aspectos, entre los que se destaca el metabolismo del ergosterol, muy conservado
entre estos dos, y que interesa en este caso particular. Esta técnica es por lo tanto tan
valedera o mas que otras relacionadas, como la de la medicion de adtiwdenl
en ensayos de reconstitucion. Siempre que se consideren los puntos mencionados

anteriormente, las conclusiones y conjeturas obtenidas al respecto resultaran validas.

Las secuencias codificantes pdreCPR-A, TcCPR-B y TcCPR-C fueron
amplificadas utilizando cebadores especificos para las mismas, y luego subclonadas
en el vector de expresion en levaduras pYES2 segun se describe en Materiales y
Métodos. A fin de contar con un control positivo, se utilizé la autocomplementacion

mediante la expresion de la proteina de levadura NCP1 recombinante.

Se realizaron las siguientes transformaciones de levaduras:

Nombre Cepa de levadura utilizada Secuencia en el vector

W303-1B W303-1B (vacio)
WRA WRA (vacio)
WRA-Y WRA NCP1
WRA-A WRA TcCPR-A
WRA-B WRA TcCPR-B
WRA-C WRA TcCPR-C

Tabla R1. Transformaciones en levaduras

Se transformo la cepa W303-1B con el vector pYES2 vacio como control de

la expresion nativa de la reductasa de la levadura. La cepa WRA a su vez también
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fue transformada con el vector vacio a fin de contar con un control negativo, y por
supuesto, con los vectores que contienen las secuencias codificanfEeORIRaA,
TcCPR-B,TcCPR-C y NCP1.

3.2.1. Analisis del crecimiento en medio liquido

Se decidié evahr si la expresion d&dcCPR-A, TcCPR-B yTcCPR-C era,
cada una de ellas, capaz de revertir la deficiencia en el crecimiento de la cepa WRA.
A fin de constatar si el sistema empleado en el estudio funcionaba correctamente, se
hicieron crecer las levaduras en medio SD-U (ver Materiales y Métodas). L
presencia de glucosa en el medio reprimiria la expresion de las proteinas clonadas en
el vector, por lo que no se esperaria encontrar diferencias entre las distintas WRA

transformadas con cada vector.

No inducidas

W303-1B

¢

WRA-Y
WRA-A
WRA-B
WRA-C

DO 600nm
t ¢4

Horas

Figura R3. Comparacion de la tasa de crecimiento en medio SDU de las cepas de levaduras
parental (W303B), deficiente en CPR (WRA), autocomplementada (WRA-Y),
transformada cofcCPRA (WRA-A), conTcCPR-B(WRA-B), y conTcCPRC (WRA-C).

Dado que se observaba un mayor retraso en el crecimiento en las levaduras
inducidas (SGR-U), se decidié modificar ligeramente el protocolo, realizando un

pre-cultivo en medio inductor (ver Materiales y Métodos). No obstante, y pese a que
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los experimentos fueron realizados de ese modo, el retraso en el crecimiento
persistio.

En la figura R3 se observa claramente que al cabo de 48 horas las distintas
cepas de WRA no presentan diferencias en el crecimiento entre ellas, pero si con la
cepa parental W303-1B, cuyo crecimiento fue significativamente mayor. Este control
permiti6 validar el método empleado. Se decidid entonces evaluar el sistema
haciendo crecer las levaduras en medio SGR-U, es decir en ausencia de glucosa,
con galactosa mas rafinogesta Ultima aporta una fuente de carbono y evita asi la

metabolizacidon de la galactosa que mantiene el sistema de expresion activado).

Inducidas

W303-1B

¢

WRA-Y
WRA-A
WRA-B
WRA-C

DO 600nm
b bt

0 T T T T 1
0 20 40 60 80 100

Horas

Figura R4. Comparacion de la tasa de crecimiento de las mismas cepas de levaduras que en
Figura R3 pero en medio SGR-U (inductor).

En primer lugar, en la figura R4 se observa que el crecimiento de la levadura
salvaje W303-1B es sensiblemente menor en este medio de cultivo. La ausencia de
glucosa, y la utilizacion de rafinosa (y galactosa) en el medio resultan probablemente
en una menor capacidad de crecimiento. Se monitored el crecimiento de las
levaduras hasta 96 horas posteriores a la inoculacion a fin de evaluar el
comportamiento de las mismas y poder elegir el mejor punto de comparacion. Tal
como puede observarse en el grafico, la cepa W303-1B presenta un mayor
crecimiento que las demas. No obstante, se advierte que el crecimiento de las

levaduras WRA presenta diferencias entre los distintos clones transformados. En
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primer lugar, se observa que WRA-A no presenta diferencias con WRA. Por el

contrario, WRA-Y (autocomplementada) presenta un marcado aumento en el
crecimiento, aunque los niveles no alcancen los de W303-1B. Si bien esto no seria la
situacion ideal de una autocomplementacion, este resultado es previsible teniendo en
cuenta las reservas antes mencionadas acerca de la técnica de complementacién. Las
cepas WRA-B y WRA-C presentan un crecimiento menor que WRA-Y, pero mayor

que WRA y WRA-A.

Dado que las levaduras se encuentran practicamente en fase estacionaria a las
48 horas, es decir que han alcanzado el nivel maximo de crecimiento, se eligié este

punto para graficar.

Inducidas 48hs

DO 600nm

4

’

\4 > g
& KX & & $

<

’

Figura R5. Diferencia en la tasa de crecimiento de las cepas salvaje, mutante deficiente y
complementadas, luego de 48 h en medio inductor SGR-U. ***p<0.001 vs WT; ##p<0.01
vs mutante WRA.

En la Figura Re aprecia que las levaduras WRA que expresan TCCPR-B,
TcCPR-C recuperan la tasa de crecimiento de manera similar a las que expresan
NCP1, es decir que las reductasas de B y Trgpanosoma cruzson capaces de
crecer a niveles semejantes a los de la levadura autocomplementada. Por el contrario,
WRA-A no fue capaz de crecer mas que las levaduras WRA. Con respecto a WRA-

A, en algunas repeticiones del experimento, se observdé una deficiencia en el

crecimiento, obteniendo valores iguales a O para la absorbancia, o valores cercanos al
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inéculo (16 células/ml) para el conteo por microscopia. Esto podria significar que de
algun modo, la expresion deeCPR-A resulta toxica para la levadura, o bien que
algun parametro no fue correctamente evaluado. No obstante, se obtuvieron curvas
de crecimiento para esta cepa en algunas oportunidades, inclinandonos por ello,

descartar aquéllas que no presentaran crecimiento.

Este experimento permite concluir queCPRB y TcCPR-C son capaces de
complementar, al menos en forma parcial, a levaduras deficientes en la reductasa del
Citocromo P450 dependiente de NADPH.

3.2.2. Analisis del crecimiento en medio sélido

A partir de los resultados obtenidos en medio liquidajezidié evaluar el
crecimiento de las levaduras en medio sdlido (Figura R6). Mediante esta técnica es
posible visualizar en forma directa el crecimiento, apreciando el tamafio y

morfologia de las colonias.

Nuevamente, y tal como ocurrié en medio liquido, se observé un retraso en el
crecimiento en las levaduras crecidas en medio SGR-U. Por el contrario, en medio
SD-U, 24 horas luego de realizar la inoculacién, las levaduras W303-1B ya
presentaban un crecimiento para los in6culos mas concentrados, y un leve
crecimiento para los distintos clones de las levaduras WRA. A las 48 horas, si bien la
diferencia no parece tan marcada como lo es en medio liquido, se observa que el
crecimiento para W303-1B es mayor que eladevadura mutante WRA, y ésta no
presenta diferencias apreciables respecto a las transformadas con los distintos

vectores.

Por el contrario, en las placas con medio SGR-U agar, se observa que el
crecimiento de las levaduras WRA transformadas con TCCPR-B, TcCPR-C y NCP1
alcanzan valores similares, aunque inferiores a los de la cepa W303-1B. Se distingue
también que las levaduras WRA y la transformada con TCCPR-A practicamente no
presentan crecimiento. A fin de comprobar que las mismas se encontraban
efectivamente vivas al momento de ser inoculadas, esta placa fue dejada 24 horas

mas en la estufa a 28°C, pudiendo observarse un leve crecimiento de las mismas. En
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este punto de 48 horas, se pudo apreciar mejor el crecimiento de las levaduras W303-
1B y WRA-Y, WRA-B y WRA-C.

48 hs 72 hs

cel/ml 108 107 10¢ 10° 10¢ 10° 107 10° 10° 10*  10° 107 105 105 10*
W303-1B
WRA
WRA-Y
WRA-A
WRA-B

WRA-C

SD-U SGR-U
NO INDUCIDO INDUCIDO

SGR-U

Figura R6. Induccion de la expresion de CPRs recombinantes en medio sélido con Galactosa
(SGR-U).Se inocularon diluciones seriadas de cada cepa creciéndolas en estufa a 28°C el tiempo
indicada

A partir de este resultado se puede concluirtp@EPR-B yTcCPR-C fueron
capaces de complementar a las levaduras deficientes para la reductasa. Por el
contrario,TcCPR-A no fue capaz de restaurar el crecimiento de las mismas en medio

sélido.

3.2.3. Sensibilidad al ketoconazole

En el trabajo de Truan et al. [82e reportdé que las levaduras WRA
presentan una mayor sensibilidad al antibiotico ketoconazole. EI mecanismo
propuesto para explicar la accion de este compuesto es la inhibicion del 14-
lanosterole-demetilasa. Dado que las levaduras WRA son deficientes en la reductasa
responsable de aportar los electrones para esta enzima, poseen una mayor
sensibilidad en presencia del antibiético. Se decidié entonces evaluar si las levaduras
complementadas eran capaces de revertir este fenotipo. Para ello se realiz6 un ensayo

de halo de inhibicion del crecimiento por dicha droga.
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Se tuvo que considerar de igual modo los tiempos de crecimiento. A partir
del ensayo anterior (crecimiento en medio sélido), resultaba claro que la aparicion
del crecimiento en placas era distinto para cada cepa de levadura. Se pudo constatar
que luego de la aparicién del halo de inhibicién, el tamafio no se modifico6 aun
pasados varios dias de incubacion. Se decidi6 entonces permitir a las levaduras

crecer el tiempo suficiente para que resultara evidente este halo.

W303-1B WRA WRA-Y
WRA-A WRA-B WRA-C

Figura R7. Idénticos in6culos de cada cepa se plaquearon incluidos en el medio de cultivo
segun se detalla en Materiales y Métodos. El disco que se observa en el certeopiiecea

lleva embebido 5 pg de ketoconazol. Las barras rojas marcan la distancia cubierta por el halo
de inhibicion del crecimiento. La takR2 completa el analisis de este resultado.

Tal como puede observarse en la figiRd la concentracién elegida de
ketoconazole produce un halo de inhibicion menor a 6 mm para las levaduras W303-
1B, mientrasque el de WRA resulta de 18 mm aproximadamente. Al observar el
efecto de la droga sobre las levaduras WRA-Y, se puede apreciar que las mismas son
capaces de autocomplementarse perfectamente (halo menor a 7 mm), resultando
practicamente indistinto de la cepa W303-1B. No obstante, la densidad celular
observada a trasluz en la placa resultaba visiblemente menor. Esto resulta congruente
con los resultados anteriores, en el que la tasa de crecimiento de las levaduras

autocomplementadas eran menores que las W303-1B.
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Si se observa a las levaduras WRA-A, se puede apreciar un halo de inhibicion
de gran tamafio (29 mm aproximadamente), incluso superando al de la cepa WRA.
Este resultado indicaria que la expresion TPR-A provocaria una mayor
susceptibilidad de las levaduras a la droga. Tal como se pudo advertir en los ensayos
de crecimiento liquido, de algin modo aun no comprendido, esta reductasa pareceria

inhibir el crecimiento de las levaduras, e inducir una susceptibilidad mayor.

Cepa Tamaiio del halo

W303-1B <6 mm

WRA 18 mm
WRA-Y <7 mm
WRA-A 29 mm
WRA-B 15 mm
WRA-C 12 mm

Tabla R2. Radio del halo de inhibicion del crecimiento, medido en milimetros desde el
centro del disco hasta el borde del halo.

En cuanto a las levaduras WRA-B y WRA-C, se puede ver en la figuRy
que la expresion de estas reductasas es capaz de revertir en cierto grado la
susceptibilidad de las mismas al ketoconazole. El tamafio del halo de inhibicién para
éstas, de 15 mm y 12 mm respectivamente, se encuentra entre el de la condicién de
WRA y el de la cepa autocomplementada. Se puede concluir que la
complementacion en este ensayo fue parcial para estas proteinas. La expresion de
TcCPR-B yTcCPR-C confiere una resistencia parc@pecto a las levaduras WRA.

3.2.4. Analisis del contenido lipidico de las

levaduras

El contenido lipidico de las levaduras crecidas en medio inductor fue
analizado mediante cromatografia gaseosa y espectrometria de masa. La via

metabdlica de la sintesis de ergosterol consta de varios pasos, tal como se describid
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en Introduccién (Figura 118). En levaduras, se ha propuesto que la CPR interviene en
el pasaje del escualeno al epoxido de escualeno a través de ERG1, en la demetilacidon
del lanosterol al 4,4,-dimetil-colesta-8,14,24-trienol mediante ERG11, y finalmente
en en el pasaje del ergosta-5,7-dienol al ergosta-5,7,22,24-t&fraéml reducir a

ERGS.

Se evidencia en la figura R8 un cambio en el perfil lipidico de la cepa WR
respecto de la cepa salvaje W303-1B. La cepa mutante posee un menor contenido de
ergosterol, pero un mayor contenido de lanosterol. La cepa autocomplementada
WRA-Y posee un mayor contenido de ergosterol que la cepa mutante, no obstante, se
observa un gran aumento en lanosterol y 4-metil-episterol. No resulta claro el motivo
por el cual se dio este gran aumento en estas especies, pero de algin modo el sistema
pareceria estar fuertemente activado en la sintesis de estos lipidos. Al evaluar las
cepas complementadas con las reductds@¥$R-B y TCCPR-C se observa una

reversion parcial del fenotipo.

Los resultados obtenidos en este ensayo presentan mas interrogantes que
respuestas. En primer lugar, se observa una disminucion en los valores de ergosterol
de todas levaduras que sobreexpresan reductasas respecto a la cepa mutante WR
No obstante, esto podria explicarse por un aumento porcentual de otras especies
intermediarias. Si se compara las cepas W303-1B y la cep® VéBulta sencillo
observar un elevado valor de ergosterol en la cepa salvaje, y un menor valor en la
cepa mutante. Por el contrario, el contenido de lanosterol de W303-1B es menor que
el de WR\, tal como se esperaria. Sin embargo, al observar las levaduras
complementadas surgen controversias. Todas las levaduras mutantes
complementadas revelan un elevado valor porcentual de lanosterol, y un bajo valor
de ergosterol. Sin embargo estos resultados podrian explicarse por las variaciones en

el contenido de los intermediarios.

Se observa un marcado aumento en el porcentaje de escualeno en las
levaduras WR-A. Este incremento también puede ser apreciado en las levaduras
WRA-B y WRA-C. Por el contrario, las levaduras WR presentan una
disminucién en este valor. Considerando la figura 118, una disminucién en el
contenido de escualeno hubiese sido esperable, si es que la reductasa participa en la
reaccion catalizada por ERG1. Este pareceria ser el caso para NCP1, y explicaria el
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valor encontrado en WRY. No obstante resulta un interrogante la acumulaciéon de

escualeno en las levaduras que expresan las reductdsasaa
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Figura R8. Separacion de la fraccion de esteroles de las distintas cepas de levadura por
cromatografia gaseosd.os cromatogramas se obtuvieron por GC/MS acoplada. Las cepas
salvaje (W303kB), mutante deficiente (WRA) y complementadas (WRA-Y, WRA-A, WRA-

B, WRA-C) se distinguen en el gréafico por el color. Los picos identificadosi@mero son:

(1) Escualeno; (2) Colesterol (agregado a la muestra como estandar in@rrirgasta-
5,7,22,24-tetraenfol; (4) Ergosterol; (5) Fecosterol; (6) Ergosta-5,7-dienol; (7) Episterol,

(8) C4-dimetil (?); (9) C4-hidroxi (?); (10) Lanosterol. Las cadsticas del equipo y las
condiciones de la separacion se describen en Materiales y Métodos. Los cromatogramas
individuales de cada cepa, al igual que las espectrometrias de masa de casi pico
encuentran en la seccion Anexo.
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Las especies C4-dimetil(?) y C4-hidroxi(?) no fueron identificadas con
precision, pero se trata de especies que se encuentran post-lanosterol. Algunas de las
levaduras complementadas parecen mostrar un aumento en estas especies. El pasaje
del ergosta-5,7-dienol al ergosta-5,7,22,24-tetéfeal es catalizado por ERG5.

Esta enzima seria dependiente de NCP1.

Tal como se puede observar en la Tabla R3, el valor para la primera especie
resulta despreciable en las levaduras W303-1B y en laa-WR WRA-C,
observando un fuerte aumento de la siguiente especie. Este resultado sugeriria una

participacion de la reductasa en esta reaccion.

_-----

Escualeno 18.2 4.8 8.3 1.7

Lanosterol 8.8 5.2 4.4 9.9 1.1 6.7
C4-dimetil(?) 4.2 7.4 9.5 9.8 9.8 7.2
C4-hidroxi(?) 10.7 15.9 5.8 21.5 2.1 6.9
Fecosterol 1.1 1.4 1.9 0.7 0.6 1.1
Episterol 7.3 7.2 3.9 5.3 4.9 5.9
Ergosta-5,7-dienol 1.9 5.6 0 0 0.6 34
Ergosta-5,7,22,24-tetraéfi-ol 2.3 4.1 3.6 5.6 51 3.3
Ergosterol 455 48.5 62.5 46.4 74.1 63.5

Tabla R3. Porcentajes de lipidicos en las levadurasis especies sefaladas con (?) no
lograron ser identificadas con precision. (Valores expresados en porcentaje suotatedel
esteroles cuantificados)

Los resultados obtenidos en este experimento no resultan del todo
convincentes, debido a que no se observa una reversién absoluta de los contenidos
lipidicos de la cepa mutante a la cepa salvaje en las levaduras complementadas. Esto
ni siquiera se observa en la cepa autocomplementada, dificultando aln mas su
comprension. Un abordaje desde la perspectiva de flujos metabdlicos, en el que se
considere las concentraciones de cada especie y cada enzima, podria llegar a ser mas

esclarecedor.
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3.3. Generacion de parasitos sobreexpresantes

para las tres formas de TcCPRs

Con el propdsito de profundizar la investigacion sobre el rol que cumplen las
reductasas del citocromo P450 de cruzi se recurri6 a una herramienta de
ingenieria genética frecuentemente utilizada para éste parasito: la sobreexpresion.
Epimastigotes de la cepa CL Brener fueron transformados utilizando el vector de
expresion pTREX, con las secuencias codificantes paGPR-A, TcCPR-B y
TcCPR-C respectivamente. Tal como se habia estudiado anteriormente, la
sobreexpresion decCPR-B otorgaba una mayor resistencia al benznidazol [1]. Sin
embargo, dado que el sistema de Citocromo P450 participa también en procesos
biosintéticos, se decidid evaluar la participacién de dichas proteinas en la biosintesis
de esteroles.

No se logré obtener parasitos transformados establemente con la construccion

pPpTREX-TcCPR-A aun después de numerosos intentos.

La obtencion de los parasitos que sobreexpresan establet@RR-B ya
fue descripta en la tesis de licenciatura “Metabolismo redox en Trypanosoma cruzi
Citocromo P450 reductasas”, y en el trabajo “Multiple NADPH-cytochrome P450

reductases frorfirypanosoma cruzBuggested role on drug resistance” [1].

Cepa salvaje pTREX-TcCPR-C

o

S
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Figura R9. Southern blot realizado para demostrar la presencia de al menos una banda extra
en el ADN gendmico de los parasitos transfectadosTcOfPR-C. Se utilizaron enzimas de
restriccion que no cortan dentro de la zona de hibridacion de la sondas radioactiva.
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Los parasitos que sobreexpre§aPR-C fueron obtenidos luego de 60 dias
de seleccién con el antibidtico G418. Esto pudo comprobarse mediante Southern
blot, Northern blot y Western blot tal como se observa en la figuras
correspondientes. En la figura R9 la banda extra corresponde a una segunda copia

del genTcCPR-C, indicando la integracion exitosa de la misma en el genoma del

parasito.

o
2.3 .

1.9_
1-5—

o

Figura R10. Northern blot que revela la expresion del mensajero correspondi€oBP&R-
C sobreexpresado. Los pesos moleculares fueron determinados a partir de la fotografia del
gel antes de transferir, donde se observan los ARN ribosomales.

En la figura R10, puede verse claramente un aumento en el nivel de
mensajero correspondientd eCPR-C, con un concomitante aumento en los niveles

de expresion de la proteifféigura R11).

a-TcCPR-C
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Figura R11. Sobreexpresion de la proteina TcCPR determinada por Westerdlbanda
correspondiente acCPR se reveld indistintamente con anti-His-tag o con el anticuerpo

contra la proteina recombinante

72



Resultados y discusion

La sobreexpresion deEcCPR-C incrementd aproximadamente tres veces la
actividad especifica de la enzinfeigura R11). Los parasitos que sobreexpresan
tanto TcCCPR-B (trabajo previo), comdalcCPR-C, no presentaron diferencias

significativas en sus curvas de crecimiento comparados con la cepa salvaje.

Actividad especifica de Citocromo c reductasa (nmol/min/mg)

Cepa salvaje PpTREX-TcCPR-C
116,5+12,11 301,37 £ 64,93

Tabla R4. Medicion de actividad Citocromo ¢ reductasa en extractos de parasitos que
sobreexpresan TcCPR- La transferencia de electrones al citocromo ¢ en presencia de
NADPH es una forma de medir actividad reduciasatro.

3.4. La sobreexpresion de TcCPR-A resulta letal

A diferencia de los epimastigotes salvajes sin transformar, que resultaban
inviables luego de 15 dias de seleccidén con antibiéticos, los paréasitos transformados
con la construccion pTREXeCPR-A sobrevivieron aproximadamente 30 dias de
seleccion. Eso permitié estudiar el fenotipo de las células transformadas con la
construccion pTREXFCCPR-A. El momento elegido fue 20 dias después de la
transformacion, para demostrar una correlacion entre la sobreexpresion de esta
enzima y los cambios fenotipicos observados en las células antes de la declinacion

del cultivo.

58 -

Figura R12. Western blot. Extractos proteicos de parasitos transfectadoEcCHR-A se
revelan con el antisuero contra la proteina recombinante.
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En la figura R12se observa un mayor nivel de expresion de la proteina
TcCPR-A en extractos de epimastigotes pTREOGPR-A, mediante la técnica de
Western blot. Este resultado concuerda con un aumento de la actividad especifica de
la enzima en el cultivo de parasitos de aproximadamente tres veces (Thaldke R6
puede concluir por lo tanto, que 20 dias luego de la transformacion con el vector
pPpTREX-TcCPR-A, existe al menos una poblacion de parasitos que sobreexpresan la

enzima.

Actividad especifica de Citocromo c¢ reductasa (nmol/min/mg

Cepa salvaje PTREX-TcCPR-A
217,20 £ 29,94 662,94 + 37,50

Tabla R6. Medicién de actividad Citocromo ¢ reductasa en extractos de parasitos que

sobreexpresan TcCPR-A.

Mediante citometria de flujo se determind una disminucion del 70%
aproximadamente en la poblacion G1 de los paréasitos pTRERR-A. Esta
disminucién también se pudo apreciar en la fase S. Por el contrario, el porcentaje de
la poblacion G2 y las células con un contenido de ADN con méas de cuatro C,
aumentd de 17,2% y 1,8% respectivamente en la cepa salvaje (WT) a 51,7% y 17,5%
en las células pTREX€CPR-A (Figura R13).

7 Cepa Salvaje R pTREX-TcCPR-A
Sub-G0 = 1,5% Sub-G0 = 7,3%
G1=62,1% G1=17,8%
S=17,4% S$=5,7%
. G2=17,2% . G2=51,7%
5 An=1,8% 5 An=17,5%
%o 2 4« 102 Dﬂ'zc«:ﬁ%

Figura R13. Andlisis por citometria de flujo de parasitos salvajes (WT) y transfdom
(PTREX-TcCPR-A) 20 dias después de la transfeccion. Las ploidias de las poblaciones se
indican en el graficoAn = aneuploidia. En el inserto de cada gréfico figura el porcentaje de
células en cada estadio del ciclo celular.
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Aunque a los 20 dias la seleccion de los parasitos transgénicos todavia es
incompleta, los datos observados en este experimento sugieren que la sobreexpresion
de TcCPR-A lleva a un arresto en la citocinesis. El fendbmeno observado se debe
probablemente a la sobreexpresiéiTdePR-A, en forma directa o indirecta, ya que
los parasitos no transfectados utilizados como control se encontraban muertos en ese

punto.

Resultan de particular interés las observaciones realizadas mediante las
técnicas de microscopia electronica (figura R14) de transmision y microscopia de
barrido (figura R15) pudiendo distinguirse morfologias anormales y alteraciones
ultraestructurales en las células. Los parasitos que sobreexpfeSRRA
presentaron una morfologia redondeada, con mas de un flagelo y nucleo. Mas aun,
en la membrana de estas células se evidencian claramente surcos o hendiduras y

extensiones citoplasmaticas.

Figura R14. Microscopia electronica de transmision de epimastigdtesgo de 20 dias de

ser transfectados con pTREKCPR-A, los epimastigotes presentan dos nucleos (N) y
varias vacuolas (V).

En la Figura R15 se observan notoriamente parasitos con forma redondeada y
rugosos, similares a los advertidos en el control sin transformar, junto a parasitos con
hendiduras en la membrana. El fenotipo rugoso puede atribuirse al tratamiento con el
antibiotico utilizado para la seleccion. Ambos fenotipos pueden ser observados en la
figura R15 F. Esta figura sugiere que parasitos que no incorporaron el plasmido en la
electroporacién mueren antes que los que presentan el fenotipo de hendiduras. Por lo

tanto, este fenotipo puede atribuirse a la sobreexpresiooRRA.

75



Resultados y discusion

+ G418

pTREX-
TcCPR-A

Figura R15. Microscopia electronica de barrido para observar epimastigotes salvajes (A-B),
salvajes tratados con antibiotico (C-D) durante 7 dias, y epimastigotes plT&ER-A 20

dias después de la transfeccion (E-F). En el Anexo se adjuntan imagenes correspandiente
los paréasitos pTREX<cCPR-A con mayor resolucion.

Mediante microscopia de fluorescencia, tifiendo con DAPI el ADN de los
epimastigotes y el flagelo con el anticuerpanti-paraflagelar ro se puede
observar la presencia de parasitos con multiples flagelos en los que no se logra
distinguir el namero de kinetoplastos (Figura R16).

Los datos obtenidos de estos experimentos indican que la sobreexpresion de
TcCPR-A provoca multiples alteraciones en el fenotipo del parasito. No resulta
evidente si estas alteraciones se deben directamente a funciones especificas de la
actividad enzimatica, o si se trata de consecuencias indirectas por desbalances
metabdlicos sufridos por el parasito. Un alto consumo de NADPH en el citosol,
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podria desplegar efectos pleiotropicos debidos principalmente a la ausencia de poder

reductor.

Campo
claro

PFR/DAPI

Figura R16. Epimastigotes pTREX-TcCPR-A fijados con paraformaldehido 4% se
examinaron al microscopio de campo clail. ADN se tifio con DAPI y el flagelo con
anticuerpo contra la proteina PFR revelado con el anticuerpo secundario conjugado a
ALEXA Fluor 488 (verde).

En el trabajo previo realizado sobieCPR-A [1], se ha demostrado la
identidad de secuencia de esta enzima con la enzima NDOR1 de humanos y con la
Tah18 de levaduras. Existe una gran divergencia de hipétesis respecto a la funcion
gue cumplen éstas dos proteinas. La proteina NDOR (NR1) se expresa en altos
niveles en lineas celulares cancerosas [94]. Olteanu y cols. han propuesto la
participacion de NR1 en la sintesis de metionina [95]. Estudios realizados por Vernis
y cols. en levaduras [96] sugieren la participacion de la proteina TAH18, ortéloga de
TcCPR-A en procesos de muerte celular. Mediante experimentos de estrés y
sobreexpresion en levaduras, se demostré que la proteina TAH18 era translocada a la
mitocondria, iniciando un proceso de muerte celular que podria ser descripto como
apoptético. Este resultado es congruente con la imposibilidad de obtener parasitos
gue sobreexpresen establemente esta proteina. Posteriormente, Netz y cols. [97]
plantearon un rol diferente para TAH18. Los autores propusieron la participacion de
esta reductasa en la biogénesis de grupos Fe-S de proteinas, a través de la proteina
Dre2. En la Figura R17, se muestra esquematicamente el modelo de accion

propuesto por los autores.
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Figura R17.Modelo de accién propuesto por Netz y cols. para la reductasa TAH18 [97].

En el trabajo de Nishimura y colaboradores [98], los autores proponen un rol
totalmente diferente a los planteados por los anteriores. El papel que adjudican a la
proteina Tahl8 es la sintesis de éxido nitrico (NO). Los autores han demostrado que
a pesar de no encontrarse un gen ortélogo de la NOS (6xido nitrico sintasa), las
levaduras que sobreexpresan TAH18, que carece del dominio oxigenasa de las NOS
candnicas, son capaces de producir mayores niveles de NO. La ausencia de una
guanilato ciclasa en el genoma de la levadura podria indicar que la funcion que
cumple el NO en las levaduras no estaria vinculada con un proceso de transduccion
de sefales (aunque no se descarta esta posibilidad), sino con un mecanismo de
resistencia a estrés. Las especies reactivas del oxigeno (ROS) interactian
irreversiblemente con los residuos de L-cisteina, mientras que la interaccién del NO
es reversible, de este modo protegiendo del dafio a las proteinas. Mas aun, proponen

gue este mecanismo de proteccion podria ser un interesante blanco terapéutico.
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Si bien la funcion que desempefia esta proteina dentro del parasito resulta alin
incierta dado la discrepancia entre los trabajos publicados hasta la fecha, todo sugiere

una participacion importante en la regulacion de la respuesta al estrés.

3.5. TcCPR-B y TcCPR-C participan en la

biosintesis de esteroles en T. cruzi

Diversos trabajos han demostrado la existencia y participacion de CYP y
otras moléculas aceptoras de electrones en la biosintesis de esteroles en
tripanosomatidos y organismos relacionados [99]. No obstante, y tal como se
mencionara anteriormente, en la gran mayoria de organismos existe una unica CPR.
Aceptando que el gen ortdlogo IeCPR-A se trata de NDOR en humanos y Tah18
en levaduras, cabe preguntarseTeCPR-B y/o TCCPR-C participan en procesos
dependientes de CPR, y el porqué de esta aparente redundancia génica. Se decidid

entonces estudiar un posible rol deTaSPRs en la biosintesis de esteroles.
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Figura R18. Cromatografia en capa delgada de los esteroles totales marcaddd con
extraidos de epimastigotes pTREX-GFP, pTREEXCPR-B y pTREXTcCPR-C, crecidos
en®H-mevalonolactona.

Un mismo numero de células de cultivos exponenciales de las lineas
transgénicas de parasitos obtenidas pTREXPR-B, pTREXTcCPR-C y pTREX-
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GFP (este ultimo utilizado como control) fueron incubadas con mevalonolactona
tritiada (PH]-mevalonolactona) durante 0,5, 1 y 6 horas. La mevalonolactona es un
precursor lipidico de la sintesis de esteroles por lo que transcurrido un tiempo, se
esperaria encontrar esteroles marcados radioactivamente. Los lipidos neutros fueron
extraidos y sometidos a cromatografia de capa delgada en gel de silica. S6lo alas 6 h
de incubacién con *H]-mevalonolactona se pudo visualizar mediante
autorradiografia los puntos correspondientes a ergosterol (junto a analogos
estrechamente relacionados), desmetil-esteroles y lanosterol (Figura R18).

Las manchas correspondientes a estos lipidos fueron cuantificadas utilizando
un contador de centelleo. Dado que la CPR aporta los electrones al CYP51,
responsable de la demetilacion del lanosterol, se puede esperar una disminucién en la
cantidad de lanosterol y un aumento en los niveles de ergosterol. Se decidi6 calcular
el cociente de ergosterol sobre lanosterol (Erg/Lan), como una medida de esta
actividad. Los parasitos pTRERECPR-B y pTREXTcCPR-C mostraron un
incremento de 1.8 y 2.2 veces mayor en la biosintesis de ergosterol, respectivamente,
en relacion al control pTREX-GFP (Figura R19). El aumento de ergosterol y el
contenido de esteroles demetilados fue de aproximadamente 21% y 24%,

respectivamente.

Erg/Lan
& &

-

pTREX-  pTREX-  pTREX-
GFP TcCPR-B TeCPR-C

Figura R19. El incremento de la cantidad de ergosterol normalizado con lanosterol se
compara en el grafico para las tres cepas. Se muestran los valores promedio de tres
determinaciones independientes + DS. P < 0.05.

Se puede concluir entonces que la sobreexpresidrc@eR-B y TcCPRC

en epimastigotes de cruziprovoca un aumento en la biosintesis de ergosterol.
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3.6. Analisis del estado redox

Habiéndose demostrado que la sobreexpresiomMadPR-B y TcCPRC
provocan un aumento en la biosintesis de ergosterol en los epimastigbtesude
se decidi6 investigar en qué medida la sobreexpresion de estas proteinas afectaban el
estado redox del parasito. Para ello, se evalud el coeficiente ’\BWMSPPH en los
parasitos pTREXFCCPR-B y pTREX- TcCPR-C, comparados con el control
PTREX-GFP. Los coeficientes obtenidos para el cociente NAD¥DPH, la suma
de NADP mas NADPH, y las concentraciones individuales de nicotinamina adenina

dinucledtido se observan en la taRla

NADP* NADPH NADP*+NADPH NADP'/NADPH
pTREX-GFP 0.566+ 0.000 1.838+0.200  2.404+ 0.200 0.308+ 0.033

PTREX-TcCPR-B 0.689+ 0.000 1.291+0.122  1.980+ 0.122 0.533+ 0.050 (*)

PTREX-TcCPR-C  1.487+0.162 2.059+0.000 3.547+0.162 0.722+ 0.079 (*)

Tabla R7. Balance NADP/NADPH en parasitos pTREX-GFP, pTREX-TcCPRPTREX-
TcCPRC. Los nucledtidos de piridina estan expresados como mol/108 cells. Los valores
obtenidos representan los promedios + S.D. (n=3). (*) Diferencia significathgecsto a
PTREX-GFP (:0.05).

Se observa que los parasitos que sobreexprés@PR-C poseen un
equilibrio redox en distinto estado de equilibrio, mostrando niveles hasta dos veces
mayor en la proporcion NADINADPH (Figura R20). Se observa también un
aumento en los niveles totales de NADRdicando probablemente una sintefis
novo del dinucléotido en los parasitos. Los parasitos que sobreexpreS&mRB
mostraron también un aumento en los valores de NAB&pecto del control
pTREX-GFP, y una ligera disminucion en los valores de NADPH. Estos valores
resultan esperablegm que un aumento en la actividad de las enzimas implica un
aumento en el consumo de NADPH, debido a la mayor transferencia de electrones
desde el NADPH hacia él o los posibles blancos de estas enzimas. Resulta
interesante observar que a pesar de este elevado consumo, los parasitos parecen

regular diferencialmente su homeostasis pat®PR-B y TcCPR-C, dada la
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variacion de valores entre los transgénicos. Esta variacion podria ser un indicio de

una diferente cinética enzimatica o bien de una localizacion compartamental distinta.
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Figura R20. Relacién de concentracién de nucleétidos de piridin fosfato en las tres cepas

3.7. Los parasitos que sobreexpresan TcCPR-B y

TcCPR-C poseen un mayor orden de membrana

Resulta l6gico pensar que si los pardsitos transgénicos poseen un mayor
contenido de ergosterol total, éste pueda influir en la estructura de su membrana, y
en la funcién biolégica de la misma. Una de las primeras consecuencias que tiene
sobre una membrana un aumento en el contenido de ergosterol sera la fluidez de la
misma. Existen trabajos biofisicos tendientes a demostrar que existe una mayor
compactacion de una membrana con alto contenido de ergosterol (o colesterol) frente
a una con lanosterol [100]. Esta mayor compactacion se traduce en una menor
fluidez de membrana, con consecuencias en los procesos dependientes de membrana,
tales como la endocitosis. A fin de evaluar ésta hipoétesis, se utilizé la sonda
fluorescente de membrana Laurdan (6-dodecanoil-2-dimetilamina-naftaleno)
[101,102]. Mediante esta sonda, se puede evaluar el estado de polarizacion de la

membrana plasmatica, lo que indica una medida relativa del orden de membrana.
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Para ello, se calcula un valor de GP, de las siglas ensipgte “Polarizacion

General”.

0.16 2.3
0.14
0.124
0.10
0.08-
0.06-
0.04
0.024

GP

salvaje TcCPR-B TcCPR-C

Figura R21. Epimastigotes que sobreexpresaaCPR-B yTcCPR-C y su cepa control se
marcaron con la sonda fluorescente Laurdan y se analizaron por espectrofotometria de
fluorescencia. El valor GP (polarizacion generalizada) es una medida areligiv
ordenamiento de la membrana (ver Materiales y Métodos).

Tal como era esperado, el incremento en los niveles de ergosterol debidos a la
sobreexpresion décCPR-B y TcCPR-C, conducen a un aumento en el orden de
membrana como se denota en el valor de GP para cada una de ellas (Figura R21). La
viabilidad de las células luego de estos experimentos pudo ser comprobada por
microscopia de contraste de fases.

Se decidi6é evaluar la endocitosis de fase fluida en los parasitos transgénicos
mediante el uso de la sonda FITC-BSA segun se describié en Materiales y Métodos
y se analizé y cuantificé por citometria de flujo. Las células fueron incubadas a 28
°C durante 15y 30 min o a 0 °C durante 15 minutost{ebde union, o “binding”).

Este control permite detectar la sonda unida a la membrana, pero que no fue

endocitada.

Los datos obtenidos fueron graficados en primer lugar por densidad
poblacional, para luego analizar los datos correspondientes a la mayor densidad
celular. Mediante el analisis de los graficos obtenidos, resulta evidente que las
células trasngénicas necesitan aproximadamente el doble de tiempo para tener un
patrén de distribucion de eventos similares a los de la poblacion control (salvaje)
(Figura R22).
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Cepa salvaje pTREX-TcCPR-B pTREX-TcCPR-C
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Figura R22. Endocitosis de fase fluidaa endocitosis de la sonda FITC-BSA fue analizada
y cuantificada por citometria de flujo.
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Figura R23. Endocitosis en epimastigotedndlisis del porcentaje de endocitosis de las
poblaciones comparadas con el control (se considera el area roja de la Figura R22). Se
muestran los valores promedio + DS.(p05

Estos resultados se correlacionan con un valor inferior medio de
fluorescencia (al restar el valor obtenido en el controtldeding’) en las células
gue sobreexpresan las CPRs. Concordantemente con los resultados descriptos, se
pudo calcular una inhibicion aproximada del 40 % en la endocitosis de fase fluida

para ambas lineas transgénicas

Los resultados obtenidos por este método se presentan en la Figura R23
analizados como un porcentaje de las células transfectadas respecto del control,

considerando solo el area de mayor densidad celular.
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3.8. Interaccion de las reductasas con el CYP51

Se decidio estudiar si las CPRsTdecruzieran capaces de interactuar con el
CYP51in viva. Mediante microscopia confocal utilizando los anticuetpdsCPRs,
y el anticuerpo especific@CYP51 deT. cruzi se evallo si estas proteinas poseen
una misma localizacion en los parasitos. En la figura R24 se observan epimastigotes
revelados con estos anticuerpos. El patron y distribucion de la proteina CYP51 en
epimastigotes se encuentra preponderantemente alrededor del ndcleo, por lo que

podria asociarse al RE.

a-TcCYP51 Superposicion

o-TcCYP51 a-TcCPR-B Superposicion

a-TcCYP51 a-TcCPR-C Superposicion

Figura R24. Estudio de la co-localizacion de las TcCPRs con el CYP51 de T. cruzi

mediante microscopia confocal.
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Debido a la actividad tripanocida de inhibidores de la sintesis de lipidos en
amastigotes, en los que se piensa que el CYP51 es el blanco, resulta de particular
interés identificar la proteina que interactia cediendo sus electrones en este estadio.
Se decidi6 estudiar si existe una co-localizacion delt&PRs con el CYP51 en
amastigotes intracelulares. En la figura R25 se observan células Vero infectadas con
amastigotes, reveladas mediante inmunofluorescencia confocal con a-CYP51 a-
TcCPR-A. Se puede distinguir una co-localizacién parcial de estas proteinas, con un
patron de distribucion puntillado, tales como vesiculas. A partir de los resultados
anteriores, esta interaccion parece poco probable, no obstante no puede ser
descartada. Si bien una de las posibilidades es que estas vesiculas se trataran de
inclusiones lipidicas, no fue posible co-localizarlas mediante tincion con el marcador

de esteroles Rojo Nilo.

o-CYP51 o-TcCPR-A

Superposicion + DAPI Superposicion

Figura R25. Estudio de la co-localizacién de TcCPR-A con CYP51 en amastigotes de T.
cruzi mediante microscopia confocal.

En la figura R26 y R27 se observan células Vero superinfectadas con
amastigotes, y reveladas con los anticuerpos a-CYP51 y con a-TCCPR-B y a-
TcCPR-B respectivamente.
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La sefal de fluorescencia obtenida en este experimento utilizando los
anticuerpos anflcCPRs no fue los suficientemente intensa como para poder

apreciar una localizacion precisa de estas proteinas.

a-CYP51 o-TcCPR-B
Superposicion + DAPI Superposicion

Figura R26. Estudio de la co-localizaciéon de TcCPR-B con CYP51 en amastigotes de T.
cruzi mediante microscopia confocal.

a-CYP51 o-TcCPR-C

Superposicién + DAPI Superposicion

Figura R27. Estudio de la co-localizacion de TcCPR-C con CYP51 en amastigotes de T.
cruzi mediante microscopia confocal.
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Los resultados obtenidos en estos ensayos para las prate@iiz-A, -B y -
C no son concluyentes. La distribucion @eCPRA en epimastigotes resulto
nuevamente elusiva, observandose un patrén puntillado en el citoplasma. La proteina
TcCPR-B se localiza principalmente en la region posterior del parasito, al igual que
se habia observado anteriormente. Tal como se visualiza en la figura R24, algunos
epimastigotes muestran una co-localizacion parcial de la profe@RRR-B con el
CYP51, en estructuras semejantes al reservosoma. La presencia de CYP51 en
reservosomas de. cruziha sido reportada anteriormente por Lepesheva y cols. [35]
Las imagenes obtenidas pdmCPR-C no resultaron de calidad adecuada debido a la
baja intensidad y sefial para el fluor6foro utilizado. Estos mismos inconvenientes
fueron encontrados en el experimento con amastigotes. Es posible que debido al
transporte y manipulacion de los anticuerpos utilizados, éstos hallan sufrido algun
tipo de deterioro, lo que explicaria la perdida de especificidad e intensidad de los

mismos.

Se intentd demostrar si esta interaccion era posible mediante ensayes de
(inmuno)precipitacion. Se evaluo utilizando dos estrategias: fijando covalentemente
la proteina purificada CYPS51 o bien el anticuerpo a-CYP51 a una resina agarosa
activada (mediante grupos funcionales de ester N-hidroxisuccinimida). Las resinas
fueron luego incubadas con extractos Tecruzi para las formas amastigote,
tripomastigote y epimastigote. Luego de los lavados, los eluidos fueron evaluados
mediante Western blot, revelando con los anticuerpos a-TCCPRs y a-CYP51. Los
ensayos, realizados en repetidas oportunidades, cambiando las condiciones de

incubacion y eluido, no resultaron positivos.

Si bien la interaccion de las proteinBeCPR con el CYP51 no pudo ser
demostrado mediante estos ensayos, ésta no puede ser descartada. Es posible que la
calidad de los anticuerpos utilizados en estos experimentos no haya sido 6ptima, o
bien la sensibilidad del ensayo de precipitacion no sea suficiente para revelar esta
interaccion. Se desconoce ademas si la interaccion fisica entre la reductasa y el

citocromo P450 es lo suficientemente fuerte como para poder ser co-purificadas.
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4. CONCLUSION

El ciclo de vida delfrypanosoma cruzinvolucra la transicion a través de
diversos estadios y morfologiay, el pasaje por variados entornos, tanto
intracelulares como extracelulares. A fin de poder llevar a cabo este complejo ciclo y
adaptarse a subitos cambios, resulta imperioso para el parasito sostener una alta tasa
de recambio de estructuras subcelulares y un mecanismo de defensa capaz de hacer

frente a diversos tipos de estrés.

Las enzimas de la familia de citocromo P450 (CYP) son algunas de las
enzimas mas versatiles conocidas. Estas hemoproteinas realizan reacciones de 6xido
reduccion (redox) e intervienen en una gran diversidad de rutas metabdlicas, tanto
biosintéticas como de detoxificacién. Las multiples reacciones catalizadas pueden
ser tan variadas como oxigenaciones, demetilaciones, dealquilaciones y reducciones
[103]. La citocromo P450 reductasa (CPR), flavoproteina que contiene los cofactores
FAD y FMN, aporta a los CYP los electrones provenientes del NADPH, necesarios
para reducir al oxigeno molecular y realizar sus actividades, mediante una cadena de
transferencia de electrones [104]. Estudios previos han demostrado que las CPR
actuarian como factor limitante en las reacciones mediadas por CYPs [105]. En
animales se conoce una sola CPR responsable de la interaccion con una diversidad
de CYP [106], mientras que solo en plantas [107] yDaryostelium discoideum
[108] se describi6 la presencia de mdultiples isoformas.

El dafilo molecular causado por una gran diversidad de compuestos derivados
del metabolismo o por xenobidticos puede llevar a la necrosis o apoptosis de las
células. Para lograr subsistir, la célula debe enfrentar este dafio. La detoxificacién de
estas moléculas reactivas es llevada a cabo por un proceso de biotransformacion. Las
enzimas del citocromo P450 son las principales responsables del metabolismo
oxidativo de xenobioticos y fueron propuestas como mecanismo de resistencia a

drogas en diversos organismos [109,110,111,112].

Otras de las funciones atribuidas a los CYP son las reacciones de biosintesis
de esteroles. Estas conducen a la formacion de colesterol en animales, y ergosterol y

acidos grasos en plantafngi, protozoa,y protistas [113]. Los esteroles son
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componentes estructurales esenciales de las membranas plasmaticas vy, sirven,
asimismo como precursores que funcionan a nivel nanomolar regulando el ciclo
celular y el desarrollo [114]. Efungi, el bloqueo de la produccion de ergosterol
resulta letal, afectando la citoquinesis, deteniendo el crecimiento celular, y
eventualmente conduciendo al colapso de la membrana celular Pi/&fsos
aspectos del metabolismo redox Tecruzi difieren suficientemente del mamifero
hospedador para ser considerados blancos terapéuticos en el desarrollo de nuevas
drogas. Trabajos previos han demostrado la presencia de citocromos P450 en
tripanosomatidos [62,116,117]. Generalmente, la biosintesis del ergosterol ocurre en
el reticulo endoplasmatico; sin embargo existe evidencia que sostiene que en
kinetoplastidos la sintesis de esteroles podria también ocurrir en mitocondria u otras
organelas. Mas aun, la biosintesis de lipidos en parasitos ha sido propuesta como
blanco terapéutico en tratamientos quimioterapéuticos [79]. En particular,
inhibidores especificos del CYP5larfosterol 14a-demetilasa) deT. cruzi un
citocromo P450 involucrado en el metabolismo del ergosterol, han demostrado

poseer un potente efecto anti-tripanosomatido [118].

Previamente se ha logrado identificar tres genes que presentan una alta
identidad de secuencia con las CPR, llamado€PR-A, -B y -C [1]. La
caracterizacion bioguimica de las mismas demostré que eran capaces de participar
vitro en procesos dependientes de CPR. La sobreexpresiéhc@RR-B en
epimastigotes otorgé un aumento en la resistencia a las drogas tripanocidas
benznidazol y nifurtimox. Teniendo en cuenta el rol fundamental que las CPR juegan
en las vias metabdlicas mediadas por CYP antes mencionadas Yy la peculiaridad de la
presencia de multiples isoformas en el parasito, se decidido profundizar en la

caracterizacion de estas enzimas.

En el presente trabajo se propone que, a diferencia del hospedador mamifero,
al menos dos de |aBcCPRs, -B y -C podrian participar en biosintesis de esteroles.
TcCPR-C, al igual que las CPR de otros organimos, presenta una localizacion
subcelular en RE. Por el contraritgCPR-B se localiza en reservosomas. Si bien
este resultado no era del todo esperable, trabajos recientes en los que se estudio la
protebmica de esta organela han demostrado la existencia de otras enzimas del
metabolismo de lipidos [33]. Mas aun, en el trabajo de Lepesheva y col. [35] se ha

demostrado una gran acumulacion de CYP51 en reservosomas, y proponen que el
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metabolismo de esteroles en tripanosomatidos podria tener una distribucion en varias
organelas, pudiendo encontrarse esteroles estructurales en mdultiples membranas
[91,92,119].

Mediante el ensayo de complementacion ®n cerevisiage utilizando
levaduras deficientes en CPR, se ha demostradoTqOER-B y TcCPR-C son
capaces de complementar parcialmente el crecimiento tanto en medio liquido como
solido, y presentan una menor sensibilidad al ketoconazol. Si bien ocurre de forma
parcial, la reversion del fenotipo de estas levaduras transgénicas sugi€o€gte

B y TcCPR-C pueden efectivamente mediar reacciones dependientes de VDRR

EnD. discoideunse observé que, al igual qliecruzj existen tres genes que
codifican para diflavin oxidoreductasas, llamados redA, redB y redC [108]. Resulta
particularmente interesante la disrupcion de redA, cuya secuencia aminoacidica
presenta una alta identidad cbeCPR-C, ya que provoca un arresto en el desarrollo
de estos organismos y una acumulacion de una sustancia amarilla no identificada.
Los autores han propuesto un rol para esta CPR en el metabolismo de factores que

controlan el proceso de diferenciacion celular.

Por el contrario, elos ensayos de complementacion la protdie@PR-A no
fue capaz de revertir el fenotipo. Las levaduras que sobreexpresan esta proteina son
menos eficientes en su crecimiento, e incluso mas sensibles al ketoconazol. Este
resultado sugiere qUECCPR-A podria ser toxica para las células. La sobreexpresion
de TcCPR-A en epimastigotes de cruziconduce a malformaciones y estructuras
aberrantes, resultando letal para la supervivencia de los mismos. Por el contrario,
tanto las sobreexpresion #eCPR-B comol cCPR-C provoca una disminucion en el
contenido de lanosterol y un aumento en el contenido de ergosterol. Este aumento
tiene consecuencias directas en la fluidez de las membranas y en la endocitosis de los
epimastigotes. Estas alteraciones en las membranas pueden afectar la incorporacion
de drogas, sugiriendo una relacion con los resultados de resistencia a drogas

obtenidos en el trabajo anterior.

Si bien la funcion biologica deTcCPR-A resulta aun desconocida,
considerando los roles propuestos para NDOR1 y TAH18, los resultados obtenidos
resultan congruentes. Esta reductasa podria estar mediando procesos apoptoéticos,

generando 6xido nitrico o bien sintetizando grupos Fe-S. Se requerird un mayor
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desarrollo experimental para dilucidar la funcién que cumple esta enzima, no solo en

el parasito, sino en todos los organismos.

Se sabe que las CPRs son capaces de participar en mecanismos de
detoxificacion sin la necesidad de los CYPs [120]. La CPR por si misma seria capaz
de generar especies reactivas del oxigeno difusibles (DROS) capaces de depletar los
peréxidos. No obstante, debido al potencial riesgo que conllevaria la generacién de
DROS la CPR se expresa en baja densidad en las células. No resultaria descabellado
pensar qué& cCPR-A pueda ejercer esta funcion en el citoplasma.

En resultados aun no publicados, obtenidos en nuestro laboratorio, se observo
gue no existen diferencias significativas en la sobrevida de epimastigdtesrdei
gue sobreexpresalitCPR-C incubados con nifurtimox o benznidazol. Dado que se
buscaba vincular a esta reductasa en procesos de detoxificacion, este hallazgo resultd
en un principio desalentador. Del ensayo de resistencia a drogas utilizando parasitos

gue sobreexpresarcCPRB [1], surgian dos posibles hipotesis:

- la reductasa participa directa o indirectamente en un mecanismo de
detoxificacion de drogas,

ylo,

- el fenébmeno de resistencia se da porque al haber un mayor contenido
de ergosterol en las membranas del parasito, la droga es endocitada con menor
eficiencia y consecuentemente otorgando resistencia.

En el estudio de la topologia y estructura de las reductaszBR-B y
TcCPR-C (Tesis de licenciatura de Dalmiro Blanco Obregén) se observé que los
dominios transmembrana de estas proteinas determinan la localizacién de las
proteinas enteras. Al fusionar estos dominios a la proteina GFP se observo la
fluorescencia en sitios concordantes a los de las proteinas enteras: reservosomas y
reticulo endoplasmatico. Mas aun, el estudio bioinformatico de la carga de los
aminoacidos que flanquean estos dominios sugiere una orientacion inversa para
ambas proteinas. Durante el proceso de traduccion de la proteina, y basandose en la
teoria de insercion de proteinas de un Unico paso transmembrana en el RE [121,122],
el dominio transmembrana seria anclado a la membrana del RE, dejando hacia el
lumen aTcCPR-B, y hacia el citosol &cCPR-C. Mediante un proceso de retencion

en el RE,TcCPR-C permaneceria en el RE, mientras HolePR-B abandonaria el
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mismo mediante vesiculas que se fusionarian al reservosoma, orientada hacia el
lumen donde debe ejercer su funcion.

La sefial de orientacion deCPR-C es particularmente fuerte (carga positiva
fuerte rio abajo del dominio transmembrana). Por el contrario, el dominio
transmembrana dEcCCPR-B se encuentra flanqueado por cargas positivas un poco

mas débil. Esto permitiria una orientacion dual dePR-B en baja proporcion.

En el presente trabajo, quedé demostrado que tanto los parasitos que
sobreexpresaifcCPR-B comoTcCPR-C poseen un aumento en el contenido de
ergosterol, siendo este Ultimo el de mayor diferencia respecto al control. Teniendo en
cuenta la localizacion de estas proteinas, y vinculado a los resultados obtenidos en

nuestro laboratorio hasta el momento podria sugerirse la siguiente hipotesis:

En condiciones normale3,cCPR-C se localiza en reticulo endoplasmético
anclado a la membrana hacia el citosol, donde interactia con enzimas que participan
en la biosintesis del ergosterol. Por el contraf@CPR-B se localiza en
reservosomas, anclado hacia el lumen de los mismos, en los que, junto a proteasas y
otras proteinas, es capaz de degradar moléculas que siguen la via endociiica y lle
a esta organelalcCPR-A participaria en procesos de respuesta a estrés en el

citoplasma (Figura C1).

TcCPR-A localizada
en citoplasma

del reservosomas hacia  1ccpR-C localizada en RE
el laimen (detoxificacion) hacia el citosol

(sintesis de lipidos)

4 pm

Figura C1. Modelo propuesto para la localizacion y funcion de las CPRs en epimastigotes.
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El efecto de la sobreexpresion puede conducir a una localizacion incorrecta
de las proteinas. Niveles muy elevadosT@€PR-B en el parasito debido a su
sobreexpresion, llevarian a una situacion anormal, en la que esta proteina se ubicaria
también en el reticulo endoplasmético, incluso en una orientacion inversa, y debido a
la similitud estructural comcCPR-C, le permitiria interactuar con la via de sintesis

de lipidos. Esta hipotesis podria explicar los resultados obtenidos en este trabajo.

Perspectivas de trabajo

Se deberéd profundizar el estudio de la localizacién d@da®Rs en todos
los estadios del parasito. Para ello, se han generado pardsitos, que estan siendo aun
seleccionados, en los que [@asCPRs han sido fusionadas a la proteina verde
fluorescente GFP. Estas lineas celulares permitirdn observar el patrén de localizacion
in vivode las proteinas en los distintos estadios del parasito.

Se debera profundizar el estudio sobre la posible interaccion de las reductasas
con el CYP51 a fin de poder confirmar si la sintesis de ergosterol, ademas de ocurrir

en el RE, ocurre también en reservosomas.

Debido a la ausencia de un sistema de ARN de interferendiacenzi este
modelo de estudio no permite evaluar el efecto de la disminucién de la expresion de
las proteinas en los parasitos. Por el contrarid;rgpanosoma brucesi es posible
realizar estudios con ARN de interferencia. Este ensayo permitiria validar los
resultados obtenidos en los experimentos de sobreexpresion. La continuacién de este
trabajo deberia contemplar el andlisis de estos parasitos, disminuyendo la expresion
de las CPRs y evaluando el fenotipo de las mismos, su contenido lipidico y la

sensibilidad a drogas.
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5. MATERIALES Y METODOS
5.1. Analisis in silico

5.1.1. Bases de Datos
GeneDB: http://www.genedb.org/Homepage/Tcruzi

TriTryps: http://tritrypdb.org/tritrypdb/

5.1.2. Programas
Wu-Blast2: http://www.ebi.ac.uk/Tools/sss/wublast/

BioEdit: http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html

ProtParam: http://web.expasy.org/protparam/

ClustalW: http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/

Phylogeny Clustal W2: http://www.ebi.ac.uk/Tools/phylogeny/clustalw2_phylogeny/
TreeVector: http://supfam.cs.bris.ac.uk/TreeVector/

BoxShade: http://www.ch.embnet.org/software/BOX_form.html

NCBI Batch Web CD: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/bwrpsb/bwrpsb.cgi

5.2. Cultivo de Bacterias

5.2.1. Cepas de Escherichia coli
Escherichia coliDH50F: F’/endA1 hdR17(ry’ my’) SupE44 thi-1 recAl gyrA96

(Nal') relA1 A(lacZY AargF) (m80lacZAM15).
Escherichia colBL21/pLys: F ompT hd§ (rs” mg’) gal dem(DE3) pLysS, (Caff).

Escherichia coliBL21/CodonPlus (DE3)-RIL: FompT hsd$(rs” mg’) dem’™ Tef
gall(DE3) endA Hte [argU ileY leuw) (Canf).
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Escherichia coliBL21(DE3) Rosetta2: FompT hdS(rg™ mg) gal dcm (DE3)
pLysSRARE2 (Car).

5.2.2. Medios de Cultivo Bacteriano
LB y LB Agar: Bacto-triptona 1% p/v; Extracto de levaduras 0,5% p/v; NaCl 1%

p/v. Para LB-Agar, se afiade 1.2%p/v de Agar-agar.

5.2.3. Antibidticos
Ampicilina: Preparacion de stock a partir de droga sdlida a una concentracion de

100 mg/ml en HO. Concentracion final utilizada en cultivo fue de 100 pg/ml.

Cloranfenicol: Preparacion de stock a partir de droga sélida a una concentracion de

35 mg/ml en etanol absoluto. Concentracion final en cultivo igual a 140 pg/ml.

5.2.4. Otras Soluciones
IPTG: Preparacion de stock a partir de droga sélida a una concentracién de 0,1M en

H,O. Concentracion final utilizada en cultivo en placa fue de 0,3 mM. Para la
induccion de cultivos de bacterias recombinantes se utilizaron concentraciones
finales de IPTG de 0,1 mM-0,5 mM.

X-Gal: Preparacion de stock a partir de droga solida a una concentracion de 50
mg/ml en Dimetilformamida. Concentracion final utilizada en cultivo en placa fue de

25 pg/mil.

5.3. Cultivo de Trypanosoma cruzi

5.3.1. Cepas ddrypanosoma cruz
Epimastigotes y tripomasitoges tieypanosoma cruzepa CL Brener.
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5.3.2. Medios de cultivo tripanosomas y células
LIT: (para epimastigotes) Infusion de higado 0,5% p/v; Triptosa 0,5% p/v; NaCl 68

mM; KCI 5,3 mM, NaHPQO, 22 mM, Glucosa 2% p/v; Hemina 0,02 mg/ml; Suero
Fetal Bovino 10% v/v, Estreptomicina 100 pg/ml y Penicilina 100 U/ml.

MEM: (para cultivo de células VERO e infecciones con tripomastigoiésdio
comercial adquirido en Gibco suplementado con L-glutamina 2 mM, Penicilina 100
U/ml, Estreptomicina 100 pg/ml, Suero Fetal Bovino inactivado 5-10%.

Células Vera Linea celular establecida a partir de células de riion de mono

Chlorocebus sabaeuEstas células se cultivaron en medio MEMa 37 °C; 8%.

5.4. Cultivo de Saccharomyces cerevisiae

5.4.1. Cepas de levaduraSaccharomyces cerevisiae
W303-1B: (MAT a; ade2-1; his3-11,-15; leu2-3,-112;ura3-1; trp1-1).

WRA: (MATa; ade2-1; his3-11-15; leu2-3,-112; ura3-BRA deriva de la cepa
W303-1B por disrupcién del gen NCP1 mediante el marcador de selecciéon TRPL1.

La cepa WRA obtenida y descripta por Truan et al. [82], fue amablemente
enviada por el doctor Gilles Truan (Centre de Génétique Moléculaire du Centre
National de la Recherche Scientifique, 91198 Gif-sur-Yvette Cedex, France), en
placas de Petri sobre medio YPAD. A fin de corroborar su genotipo, se las plaque6
en medios definidos, suplementadas con mezclas de aminoacidos definida (drop
outs) para cada una de sus auxotrofias. Luego, se las plaqueé utilizando una fuente
de carbono respirable como el glicerol al 2%, pudiendo comprobarse la integridad de
sus mitocondrias. Las levaduras fueron conservadas en placa de Petri SD a 4°C, y en

tubos Eppendorfs con glicerol 20% a -70°C.
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5.4.2. Medios de cultivos de levaduras
YPAD: peptona 2% pl/v; extracto de levaduras 1% p/v; glucosa 2% p/v; adenina

0,01%.
YPAD-agar: YPAD + agar 2% p/v.

SC (medio minimo):0,17% p/v de base nitrogenada de levaduras sin amino&cidos;
sulfato de amonio 0,5% p/v; acido succinico 1 % p/v; NaOH 0,6% p/v; suplementado
con el drop-out correspondiente y la fuente de carbono necesaria (glucosa o galactosa

+ rafinosa).
SD: SC + Glucosa 2%.

SGR: SC + Galactosa 2% + rafinosa 1%.

5.5. Vectores

5.5.1. Vectores para Bacterias
pGEM-T easy (Promega): Clonado de productos de PCR.

PET 22b(+) (Novagen): Expresion de proteinas recombinantes fusionadas a una cola
de His6X C-terminal, en cultivo bacteriartes¢herichia colBL21).

5.5.2. Vectores para Parasitos
pPpTREX-A: Sobre-expresion de proteinas en epimastigotebrgfsanosoma cruzi

Vector capaz de integrarse en el genoma del organismo transfectado.

pTEX: Expresion de niveles moderados de proteinas forAneas en epimastigotes de

Trypanosoma cruzMector episomal.

5.5.3. Vector para Levaduras
pPYES2: Vector de expresion en levaduras pYES2 (Invitrogen), cuyo promotor Gall

es reprimido por glucosa, e inducido por galactosa. La secuencia codificante para

URAS del vector pYES2 permite a las levaduras auxotrofas para uracilo crecer en
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ausencia del mismo cuando son transformadas con éste. La cepa W303-1B pudo ser
transformada facilmente mediante la técnica de electroporacion. Sin embargo, para la
cepa WRA éste método no funciond correctamente, debiendo optarse por la
transformacion con acetato de litio, cuya eficiencia de transformacion es mayor. De
algin modo, la ausencia de la reductasa pareceria afectar la eficiencia de
transformacion mediante electroporacion. Posiblemente las deficiencias apreciadas
en estas levaduras mutantes (menor tamafo, crecimiento enrracimado, menor
contenido de ergosterol) puedan afectar ese método. Las levaduras transformadas
fueron seleccionadas plagueando el producto de transformacion en placas de Petri
SD-U (es decir un medio definido con glucosa y sin uracilo). Las colonias obtenidas
fueron amplificadas en medio liquido y conservadas en tubos eppendorfs con 20%
glicerol a -70°C para su posterior uso.

5.6. Acidos Nucleicos: Metodologias

5.6.1. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
Las reacciones de amplificacion de fragmentos de interés de ADN fueron

realizadas utilizando mezclas de reaccion estandar conteniendo: buffer de reaccion
(segun indicaciones del fabricante) 1.5 mM de MgQ@B-1 uM de cada cebador, 1-

1.25 U deTaq Polimerasa y 100 ng de ADN total extraido de epimastigotes de
Trypanosoma cruzien un volumen final de 25 pl. El ciclado de la reaccién también

se realiz6é en condiciones estandar:

94 °C—4 min

94 °C— 1 min

60-65 °C— 1 min 35 ciclos
72 °C—90 seg

72 °C—4 min
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Los productos de PCR obtenidos fueron separados por electroforesis en gel
de agarosa 1% en buffer TAE 1x (Tris 40 mM, Ac. Acético 20 mM, EDTA 1 mM).
Para la visualizacién de los mismos, se colocé en el gel Bromuro de etidio 0.5 pg/ml

y se observo mediante el uso de un transiluminador dé¢\uz

5.6.2. Clonado

5.6.2.1. Preparacion de plasmidos por Miniprep

La obtencion deADN plasmidico a partir de cultivo bacteriano se realizé

siguiendo el protocolo a continuacion:

1. Se inocularon 3 ml de medio de cultivo bacteriano (LB) y se incubaron
overnight a 37°C con agitacién a 200 r.p.m.

2. Se recolectaron las bacterias por centrifugacion a 3500 xg durante 10 min a
4°C.

3. Se descarto el sobrenadante y el pellet bacteriano se resuspendié en 100 pl de
Solucién | de Miniprep.

4. Se afadieron 200 pl de Solucién 1l de Miniprep fresca y se mezcloé por
inversion de manera cuidadosa.

5. Se afadieron 150 pl de Solucién Il de Miniprep y nuevamente se mezcld por
inversion. Se incubo la solucion durante 3-5 minutos en hielo.

6. Se centrifugd la solucién obtenida durante 10 minutos a 12000 r.p.m. y se
recupero el sobrenadante.

7. Se afiadieron 50 pg/ml de RNAse A y se incubd la mezcla durante 2 hs a
37°C.

8. Posteriormente se realizO una extraccion con 1 volumen de fenol:
cloroformo: isoamilico (25:24:1), seguida de una extraccion con 1 volumen
de cloroformo:isoamilico (24:1).

9. Se recuperd la fase acuosa y se precipitdé el ADN plasmidico mediante el
agregado de 1 volumen de alcohol isopropilico y centrifugacion a 12000
r.p.m. durante 30 minutos a 4°C.

10.Se descarto el sobrenadante y se lavo el pellet de ADN obtenido con etanol
70% por centrifugacion a 4°C durante 10 minutos.
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11.El pellet obtenido se secé para eliminar los restos de etanol y se resuspendio
en ddHO.
12.Se verifico la integridad del ADN por electroforesis en gel de agarosa y se

cuantfico mediante la lectura de absorbancia a A 260 nm.

5.6.2.2. Clonado en pGEM-T easy

Los fragmentos de ADN obtenidos por la técnica de PCR se clonaron en el
vector pGEM-T easy (Promega, WI, USA), siguiendo las instrucciones del
fabricante. Las reacciones de ligacion se hicieron durante 4 hs a 26%eraight’

a 4°C. Posteriormente, 5 pl de esta mezcla se utilizaron para la transformacion de

bacteria€. coliDH5aF", por la técnica de Shock Térmico.

5.6.2.3. Subclonados

El subclonado en otros vectores de los fragmentos de ADN obtenidos por
PCR y clonados en primera instancia en pGEM-T easy se realizé siguiendo los

siguientes pasos generales:

Digestion del vector recombinante con endonucleasas de restriccion. La
digestion del vector pPGEM-T easy recombinante que posee el fragmento de ADN de
interés permite la liberacion de este inserto. Para ello, el vector recombinante
purificado por la técnica de Miniprep, explicada en el apartado Preparacion de
plasmidos por Miniprepasi como el vector de destino seleccionado se sometieron a
la accién de endonucleasas de restriccion especificas, de acuerdo a los sitios de
restriccion disponibles y deseados para una posterior ligacion. La digestion se realizo
en el buffer correspondiente y a la temperatura indicada para cada enzima particular
por el fabricante, por entre 4-18 hs, dependiendo de la cantidad de ADN a digerir.
Aproximadamente, se utilizaron entre 3 y 5 U de cada enzima de restriccion por cada
p1g de ADN. Los fragmentos de interés se purificaron a partir de un gel de agarosa
utilizando el kit Wizard SV Gel and PCR Clean-up system (Promega, WI, USA).

Ligacion del inserto de interés al vector de destino. La ligacion de los
fragmentos de ADN deseados se realizd utilizando la enzima ADN ligasa del

fagoT4. Para ello, 50 pg de vector digerido y purificado se mezclaron con el inserto
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también digerido y purificado en relaciones molares entre 10:1 y 3:1 (inserto:vector).
Los volumenes de reaccion fueron de entre 10 y 20 pl utilizando 1 U de enzima

ADN ligasa T4 para ligar extremos romos (New England Biolabs, MA, USA) y 0,1

U para extremos cohesivos. Las incubaciones se realizaron a 16 °C durante toda la
noche o a temperatura ambiente por 2 hs. Una vez finalizado el proceso de ligacion
se procedio a la transformacion de bacterias competentes por la técnica de shock

térmico.

5.6.3. Transformaciones

5.6.3.1. Bacterias

5.6.3.1.1. Transformacion de Bacterias Competentes por Shock Térmico

La transformacién de bacterias competentes con los vectores recombinantes
obtenidos por las técnicas previamente descriptas se realizé por la técnica de shock
térmico. Para ello, 50 ul de bacterias competentes obtenidas mediante el protocolo
descripto en Preparacion de bacterias competentes se pre-incubaron en bafio de hielo
con 5 pl de ADN en el caso de las ligaciones a pGEM-T easy, o con el total de la
mezcla de ligacion en el caso del clonado en otro vector, durante 20 minutos.
Posteriormente, las bacterias fueron sometidas a un shock térmico a 42°C durante 90
segundos en bafio seco, tras lo cual se agregé 1 ml de medio LB y se incubaron
durante 1 h en estufa a 37°C. Posteriormente, una alicuota del cultivo obtenido se
centrifugé brevemente y el pellet bacteriano obtenido se resuspendié en 100 ul de
medio, los cuales fueron transferidos a una placa de petri con medio LB, los
antibioticos y otros reactivos correspondientes (de acuerdo al vector y la cepa
bacteriana utilizada) y esparcidos con espatula de drigalsky o perlas de vidrio hasta
su completa absorcion. La placa se incubd overnight en estufa a 37°C y luego se

analizaron las colonias obtenidas en busca del vector recombinante deseado.

5.6.3.1.2. Preparacion de bacterias termocompetentes
Las bacterias competentes He coli de la cepa DH5a se obtuvieron de
acuerdo con el siguiente protocolo, el cual permite obtener bacterias competentes de

alta eficiencia de transformacion:
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=

A partir de una placa fresca, se inocularon a 25 ml de medio SOB en un
erlenmeyer de 250 ml a partir de una colonia aislada y se incub6 el medio con
agitacion a 37 °C durante 8 horas.

2. Se utilizaron 10 ml, 4 ml y 2 ml del cultivo anterior para inocular tres
erlenmeyers de 1l, conteniendo 250 ml de SOB fresco. Estos cultivos se
incubaron a 18-22 °C con agitacion suave durante 18 horas.

3. Se determind la Dggode los tres cultivos hasta que uno de ellos alcance un
valor de 0,55.

Ese cultivo se transfirié a un bafio de hielo durante 10 min.

5. Se recolectaron las células por centrifugaciéon a 2090 min a 4 °C, se
descarto el sobrenadante y se resuspendieron las células en 80 ml de Buffer
Inoue frio.

6. Las células se recuperaron por centrifugacion a 2.000 x g 10 min a 4 °C, se
descart6 el sobrenadante y se resuspendieron en 20 ml de Buffer laoue fri

7. Luego se afadi6 1,5 ml de DMSO (dimetil sulfoxido), mezclando por
inversion e incubando en hielo 10 min.

8. Finalmente, las células se alicuotaron en tubos plasticos de 1,5 ml estériles en

volumenes de 50 pl, se congelaron inmediatamente en nitrogeno liquido y se

almacenaron a -70 °C hasta el momento de usar.

La preparacion de bacterias termocompetentes de las cepas derivadas de

BL21 se realiz6 segun el protocolo de Hanaham [83] con algunas modificaciones:

1. Utilizando una placa fresca, se inocularon 5 ml de LB a partir de una colonia
aislada y se incubaron con agitacién a 37 °C durante toda la noche.

2. Un ml de este cultivo se inoculdé en 100 ml de LB en erlenmeyer de 500 o
1000 ml, el cual se incub6 con agitacion a 37 °C hasta ungd® 0,5 y
luego se coloco en bafio de hielo por 10 min.

3. El cultivo bacteriano se centrifugd a 3000 x g por 5 min a 4 °C. Se descarto el
sobrenadante y el pellet se resuspendié cuidadosamente en 40 ml de solucién
TBFI fria, incubandose en hielo durante 5 min.

4. Luego se centrifugd a 3000 x g por 5 min a 4 °C, se descart6 el sobrenadante
y el pellet se resuspendié cuidadosamente en bafio de hielo en 4 ml de TBFII

preenfriado. La suspension bacteriana se incub6 en hielo por 15 min.
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Finalmente las células se alicuotaron en tubos plasticos de 1,5 ml estériles en
volimenes de 50 ul, congelandose inmediatamente en nitrégeno liquido y se

almacenandose a -70 °C hasta el momento de usar.

5.6.3.2. Levaduras

5.6.3.2.1. Transformacion de Saccharomyces cerevisiae por

electroporacion

Para la preparacion de células electrocompetentes de Saccharomyces cerevisiae:

1.

o > ®

6.

Inocular 20 ml de YPD en tubos Falcon de 50 ml y cultivar 82&on
agitacion ON.

Centrifugar en los tubos Falcon de 50 ml en centrifuga clinica los 20 ml de
cultivo.

Lavar el pellet 3 veces con 20 ml de agua fria.

Lavar 2 veces con 10 ml de glicerol 10% frio.

Transferir a un tubo eppendorf y resuspender en 0.5 ml de glicerol 10% frio.

Mantener en frio hasta el momento de utilizar.

Electroporacion:

1.

© N o 0k~ w0 DN

Colocar 50ul de células electrocompetentes en un tubo eppendorf y agregar
1 ug del plasmido, mezclando bien.

Incubar 5 min en hielo.

Colocar en las cubetas de electroporacion.

Electroporar a 2.5 volts, 28 y 250 ohms.

Agregar inmediatamente 1 ml de YPD a la cubeta y transferir a un tubo.
Recuperar 1 hora a 28.

Plaquear 50 y 250l de la transformacion en placas de medio ED-

Incubar en estufa a 2&

5.6.3.2.2. Transformacion deésaccharomyces cerevisiae por AcLi
Buffer LA: 0,1 M Acetato de Litio en buffer TE.

Buffer TE: 10 mM Tris-HCI pH 7,4; 1 mM EDTA
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Preparacion de las células competentes

1. Inocular 2 ml de YPD con la cepa a transformar y cultivar ON con agitacion
a28 .

2. Inocular 50 ml de medio YPD con los 2 ml de cultivo ON e incubar hasta que
el cultivo llegue a una Odg= 1 (aprox. 4-5 horas).

3. Centrifugar las células a temperatura ambiente (2@PR 20 min).

4. Resuspender las células en 50 ml de buffer TE y centrifugar nuevamente.

5. Resuspender las células en 2,5 ml de buffer LA e incubar con agitacion por 1
hora (28 °C).

Transformacion

1. Colocar 0,3 ml de las células en un tubo eppendorff y agregar:
a) el ADN para transformar (aprox. 5-10 pg del plasmido y en no mas de
20 pul de agua) y
b) 0,7 ml de PEG 50% p/v (4000 o 3350, no usar PEG 8000), mezclar
suavemente.
Incubar 1 hora a 28 °C sin agitacion.
Realizar un shock térmico de 5 min. a @& °

Centrifugar las células (2000 x g, 5 min) y eliminar el exceso de PEG.

a k~ w0

Resuspender en 100 ul de buffer TE y plaguear en medio minimo SD + los

componentes necesarios para cubrir las auxotrofias.

5.6.3.3. Parasitos

5.6.3.3.1. Transformacion de epimastigotes de cruz

La transformacion de epimastigotes Tecruzj a fin de obtener parasitos
transgénicos se realizd por la técnica de electroporacion. Para ello, a partir de
cultivos saturados de epimastigotes en medio LIT o medio BHT, se realizaron
diluciones en medio fresco donde la concentracion de parasitos inicial es He 1.10
epimastigotes/ml. Estos cultivos se incubaron en estufa a 28°C hasta alcanzar una
densidad de 1.I0parasitos/ml. Por cada transformacién, 10 ml de este culivo s

centrifugaron a 100@ durante 5 minutos a temperatura ambiente, y el pellet de
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parasitos obtenidos se lavo con 5 ml PBS 1x estéril frio, 2 veces. Los parasitos se
recolectaron nuevamente por centrifugacion y se resuspendieron en 350 pl de buffer
de electroporacion de epimastigotes pre-enfriado, se transfirieron a una cubeta de
electroporacion y se incubaron en bafio de hielo con 50 pg del ADN a transformar
(resuspendido en 40 ul de buffer TE) durante 20 minutos. Una vez transcurrido el
tiempo de incubacién, se procedi6 a la electroporacion de los parasitos, para lo cual
se les di6 un pulso eléctrico a 400 mV y 500 puF. Estos parasitos se transfirieron a
tubos falcon de 50 ml conteniendo 10 ml de medio LIT o LIT modificado fresco y se
incubaron en estufa 8ZC durante 24 hs. Pasado este tiempo, se afiadieron 50ug/ml
del antibiotico G418 y se realizé un seguimiento de los parasitos transfectados por
visualizacion microscépica. La seleccion de los parasitos transgénicos se realizé por
aumento progresivo de la concentracion del antibidtico hasta 500 pg/ml, durante 4-5

sémanas.

5.6.3.3.2. Protocolo de superinfeccién de células Vero

A fin de poder purificar tripomastigoes o realizar microscopias de células
infectadas (crecidas sobre discos de vidrio con pdisiba en placas de 24
pocillos), se superinfectaron células Vero plaqueadas 24 horas antes con un nimero
de parasitos equivalente a 200 tripomastigotes por célula. Luego de 2 horas las
células fueron lavadas 3 veces con PBS a fin de eliminar parasitos no adheridos. 48
horas mas tarde se obtienen células superinfectadas que puede ser utilizadas para
microscopia o para purificar amastigotes y tripomastigotes.

5.6.4. Secuenciacion
La secuenciacion de los productos de PCR fue realizada a través del servicio

de secuenciacion de la empresa Macrogen Inc. Los resultados provistos por esta

compaiiia fueron analizados mediante los programas Vector NTI 8 y BioEdit.

5.6.5. Southern Blot

El andlisis de la presencia y nUmeros de copias genomichg/ganosoma

cruzi, asi como el analisis de la incorporacion del gen externo en las cepas
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transgénicas generadas, fue realizado por la técnica de Southern blot, utilizando

sondas especificas para cada caso, de acuerdo con el siguiente protocolo:

5.6.5.1. Extraccién de ADN gendémico de epimastigotes

Para la obtencion de ADN gendmico de epimastigotdsyfganosoma cruzi
se recolectaron por centrifugaciéon a 1@0por 10 minutos, parasitos provenientes
de 30 ml de cultivo en medio LIT a una densidad de’®fitnastigotes/ml. El pellet
de parasitos se resuspendio en 5 ml de buffer de lisis para ADN y se mezclo
suavemente para favorecer la lisis de los parasitos. Posteriormente, se realizaron 2
extracciones con fenol:.cloroformo:isoamilico (25:24:1) a fin de eliminar las
proteinas de la muestra y el ADN se precipité por agregado de 1 volumen de
isopropanol y centrifugacion a 13000 r.p.m. durante 30 minutos, a partir de la fase
acuosa recuperada. El pellet de ADN obtenido se lavé con etanol 70% frio y se secé
a temperatura ambiente para eliminar los restos de etanol. Finalmente, se resuspendio
en ddHO, se determind su integridad por electroforesis y visualizacion en gel de

agarosa 1%, y se cuantificO pogsb

5.6.5.2. Digestion con Enzimas de Restriccion

Para el analisis de Southern blot se seleccionaron al menos 4 enzimas de
restriccidn que en conjunto permitan determinar la cantidad de copias del gen de
interés en el genoma de cruzi Para cada una de estas reacciones de digestion se
utilizaron 10 pg de ADN gendmico total, los cuales se incubaron por un minimo de
18 hs en presencia de 5U/ug de ADN de la enzima de restriccion seleccionada, en el
buffer y a la temperatura indicada por el fabricante. La progresién de la reaccion de
digestién se control6 mediante la electroforesis y visualizacion en gel de agarosa 1%.
Una vez completa la digestion del material gendmico, se procediéo a su separacion

electroforética y posterior analisis.
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5.6.5.3. Corrida Electroforética en Gel de Agarosa

La electroforesis del ADN genomico digerido se realizd en gel de agarosa 1%
a 25V durante 18 hs. Para ello, la mezcla de digestion se mezcldé con buffer de
siembra de ADN, conteniendo glicerol y Azul de bromofenol, colorante que permite
observar el frente de corrida. La correcta separacion fue visualizada por tincién con

Bromuro de Etidio y utilizacion de un transiluminador UV.

5.6.5.4. Transferencia

Una vez finalizada la corrida electroforética, se incub6 el gel en una solucion
de HCI 0,25 N durante 20 minutos o hasta observar el viraje del colorante azul de
bromofenol a amarillo. Posteriormente, el gel se incubd durante 15 minutos en
solucion NaOH 0,4 N, se lavo en ddHy se procedié a la transferencia de los
fragmentos de ADN a una membrana de GeneScreen Hybridization Transfer por
capilaridad, en buffer SSC10x, por 16-18 hs.

5.6.5.5. Sonda

La sonda seleccionada para la deteccién delTg€fR-C corresponde a un
fragmento del gen. Este fragmento se obtuvo por digestion enzimatica del fragmento
de PCR clonado en el vector pPGEM-T easy. La marcacion radioactiva de la sonda se
realiz6 mediante el kit Random Primer Extension Labeling System (Perkin Elmer,
MA, USA), utilizando 50 ng de ADN y*P]-dCTP como nucleétido radioactivo,
siguiendo las instrucciones del fabricante. Una vez finalizada la reaccion de
marcacion, la sonda fue purificada utilizando MicroSpin (GE Healthcare, Little

Chalfont, Buckinghamshire, UK) siguiendo las instrucciones del fabricante.

5.6.5.6. Hibridacion y Revelado

La membrana obtenida fue pre-hibiridada mediante su incubacién en 20 ml
de buffer Church a 65°C durante 4 hs en horno de hibidacion con rotacion constante.
Finalizado este ciclo, se incub6 la membrana en 10 ml de buffer Church conteniendo
la sonda correspondiente marcada, a 65°C durante 16-18 hs. Para eliminar la sonda
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pegada inespecificamente a la membrana, se realizé un lavado con 15 ml de buffer
SSC 2x-SDS 0.1% durante 15 minutos, seguido de un lavado con SSC 1x-SDS-0.1%
y uno con SSC 0.1%-SDS-0.1%, en iguales condiciones al primer lavado.

Finalizados los lavados, la sefial radioactiva se detecté mediante la exposicion de una
pantalla amplificadora radiosensible a la membrana y se registré de la sefial emitida

mediante Phosphoimager Storm 820 (Pharmacia-Biotech, NJ, USA)

5.6.6. Northern Blot

5.6.6.1. Extraccion de RNA total

La extraccién de ARN total de epimastigotesTderuzise realizé a partir de
10 ml de un cultivo de parasitos en medio LIT a una densidadatdsitos/ml. Los
parasitos para la extraccion se recolectaron por centrifugaciéon agiif@nte 10
minutos y se resuspendieron en 1 ml de TRIZol (Invitrogen), mezclando suavemente
para favorecer la lisis y no comprometer la integridad del material. A esta solucion se
le afadieron 200 ul de cloroformo, se mezcld por vortex, se incubé 5 minutos en
bafio de hielo y posteriormente se centrifugd a 12000 r.p.m. durante 15 minutos a
4°C. Una vez separadas las fases, se recupero la fase acuosa, a la cual se le afiadio un
volumen de isoporpanol, se mezclé por inversién y se incub6 en hielo durante 30
minutos. Finalizada la incubacion, se precipité el material por centrifugacién a 12000
r.p.m. durante 30 minutos a 4°C. El pellet de ARN obtenido se lavé con etanol 70%
frio, se secd para eliminar residuos del alcohol y se resuspendié e@.ddstos
procedimientos se realizaron utilizando materiales y reactivos libres de RNasas, a fin
de mantener la integridad del material, la cual se verificO por electroforesis y

visualizacién en gel de agarosa 1%. El ARN obtenido se cuantificopr A

5.6.6.2. Corrida electroforética en gel de agarosa con formaldehido

La separaciéon de 5 pg de ARN total obtenido se realiz por electroforesis en
gel de agarosa 1.2% - formaldehido 0,6 M en buffer MOPS 1x, utilizando MOPS
1x-formaldehido 0,2 M como buffer de corrida. Las muestras obtenidas se mezclaron
con buffer de siembra para ARN fresco y la corrida electroforética se realizo 80-100
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V durante 4-6 hs. La correcta separacion fue visualizada por tincion con Bromuro de

Etidio y utilizacion de un transiluminador UV y registrada fotograficamente.

5.6.6.3. Transferencia

Finalizada la corrida, se eliminé parte del formaldehido del gel mediante el
enjuague del mismo en 5 volumenes de AMjHcon 3 cambios de agua. La
transferencia del material ribonucleico sobre la membrana de GeneScreen
Hybridization Transfer se realizd por capilaridad en buffer SSC10x, por 16-18 hs.
Una vez finalizada la transferencia se fij6 el material a la membrana mediante su
exposicion a luz ultravioleta, a través de un pulso de radiacion de 120000 pJ, usando

un UV Stratalinker 1800 de Stratagene.

5.6.6.4. Sonda

La sonda para la deteccion del ARNm se obtuvo y marcé de igual manera a la

descripta en el apartado Sonda de la seccién Southern blot.

5.6.6.5. Hibridacion y Revelado

Los pasos de hibridacién, lavado y exposicion de las membranas obtenidas se
realizaron de la igual manera a la descripta en el apartado Hibridacién y Revelado
de la secciébn Southern Blot.

5.7. Proteinas

5.7.1. Extractos proteicos

5.7.1.1. Bacterias

Los extractos proteicos de cultivos bacterianos se obtuvieron a partir de la
centrifugacion de cultivos bacterianos a 6000 g durante 10 minutos a 4 °C. Los
pellets obtenidos se resuspendieron en buffer de lisis | o, alternativamente, buffer de

lisis 1l, en relacion 1.5 ml de buffer/1 mg de masa humeda. Las bacterias fueron
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sometidas a 6 ciclos de 30 segundos de sonicacion. La cuantificacion proteica se

realiz6 mediante el método Bradford.

5.7.2. Expresion de Proteinas Recombinantes en bacterias
Para la expresion de proteinas recombinantes, el gen de interés fue

subclonado en el vector de expresion bacteriano pETé@2imarco con una cola de
6 histidinas en la zona C terminal de la proteina. Los vectores obtenidos fueron

transformados eR.coli de la cepa BL21 Rosetta2 o Codon Plus.

5.7.2.1. Induccion de cultivos bacterianos.

A partir de una colonia aislada de la cepa capaz de expresar la proteina de
interés, se inoculd un cultivo LB suplementado con ampicilina y cloranfenicol, el
cual se incub6 durante 18 hs a 37°C con agitacion. A partir de este cultivo, se
inoculd mediante una diluciéon 1/20 aproximadamente, medio LB suplementado con
ampicilina y cloranfenicol, el cual se incub6 a 37°C con agitacién hasta alcanzar una
DOgoo de 0,5. Una vez alcanzada esta densidad, se agregé IPTG en una
concentracion final entre 0,1 y 0,5 mM y se incubaron los cultivos a 30°C durante 4
hs para la obtencién de proteinas solubles 0 a 37°C durante 2 hs para la obtencién de

proteinas en cuerpos de inclusion.

Una vez finalizadas las inducciones, se recuperaron las bacterias mediante el

protocolo explicado en el apartado Bacterias de la seccién Extractos proteicos.

La eficiencia en la expresion de las proteinas recombinantes se analizé
mediante el analisis de los extractos proteicos por SDS-PAGE y Western blot,
utilizando anticuerpos dirigidos contra la cola de histidinas o la proteina de interés
(ver apartados Electroforesis en gel de poliacrilamida SDS-PAGE y Western Blot).

A modo de control del proceso de induccion, se utilizaron cultivos de
bacterias transformadas con el vector de expresién conteniendo el inserto pero sin el

agregado del inductor IPTG.
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5.7.2.2. Purificacion de proteinas recombinantes

Cromatografia de afinidad en columna’Rigarosa. La purificacion de las
proteinas recombinantes en condiciones nativas se llevdO a cabo por medio de
columnas de Ni-NTA agarosa (Qiagen) haciendo uso el motivo de seis histidinas
presentes en las proteinas recombinantes. Para ello, el extracto total bacteriano se
centrifug6 a 12000 r.p.m. durante 20 minutos a 4°C a fin de eliminar restos celulares.
El sobrenadante obtenido se diluyé 1:3 con buffer de purificacion, de modo de
disminuir la concentracion de EDTA en la muestra y favorecer el pegadm de |
proteina recombinante a la resina. Posteriormente, se equilibré una alicuota de resina
de Ni-NTA con 10 volumenes de buffer nativo y luego se incub6 con el
sobrenadante de la lisis celular durante 16 horas a 4 °C en agitacion. Una vez
finalizado este periodo, se procedié al armado de la columna de purificacion. Se
colecto el percolado durante este proceso y se realiz6 un lavado inicial con 10
volumenes buffer de purificacion. Las proteinas unidas de manera inespecifica a la
matriz se eliminaron mediante sucesivos lavados con 5 volimenes de buffer de
purificacion con imidazol 20 mM. Finalmente se eluyeron las proteinas mediante el
pasaje a través de la columna del mismo buffer conteniendo imidazol 250 mM.
Todos los pasos de purificacion se llevaron a cabo a 4 °C. El proceso de purificacion
se monitored por Bradford y la pureza de las proteinas obtenidas se analiz6 mediante

geles de poliacrilamida tefiidos con Coomassie Brilliant Blue.

5.7.3. Purificacidon de cuerpos de inclusion

Se tomaron 5 g de bacterias BL21/Lys inducidas y resuspendieron en 10 ml
de buffer de lisis. Luego se lisaron por sonicacion y se centrifugaron durante 10
minutos a 12.000 xg. Se descarté el sobrenadante y el pellet fue resuspendido en
solucion de lisis con Mggll0 mM méas ADNasa 0,02 mg/ml y se incubo durante 30
minutos a 37 °C. Se centrifugd 10 minutos a 12000 x g., se descart6 el sobrenadante
y el pellet se resuspendié en solucion de lisis mas 0,2 mg/ml de lisozima y se incubé
durante 15 minutos a T° ambiente. Se centrifugd 10 minutos a 12000 x g, se descartod
el sobrenadante y el pellet se resuspendié en solucion de lisis mas 2 mg/ml de
deoxicolato de sodio y se incubd durante 10 minutos a T° ambiente. Se centrifugo 10

minutos a 12000 g, se descartd el sobrenadante y el pellet se resuspendié en solucién
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de lisis con 0,5% de Triton X-100 y se incubd durante 10 minutos a T° ambiente. Se
centrifugd 10 minutos a 12000 x g, se descarto el sobrenadante y el pellet se lavo 3
veces con agua destilada. Finalmente, los cuerpos de inclusion se resuspendieron en
PBS.

5.7.4. Generacion de Anticuerpos Especificos

Anticuerpos especificos contr@cCPR-A, TcCPR-B y TcCPR-C fueron
obtenidos mediante la inmunizacién de ratones hembra de la cepa Balb/c. Para ellos,
las proteinas recombinantes se obtuvieron en grandes cantidades a partir de cuerpos
de inclusién y se sembraron en un gel SDS-PAGE de calles anchas. Una vez
finalizada la separacion electroforética, el gel se tifié con una solucion de KCI 0,1 M
y, observando a trasluz el gel, se seccioné la banda de interés, la cual se cort6 con un
bisturi en pequefios fragmentos, se liofilizé y se pulverizé con un mortero. El polvo
obtenido se resuspendi6 en PBS 1x y se emulsion6 con adyuvante de Freund
incompleto. Esta solucion de inyectd en los ratones siguiendo un protocolo de
inmunizacién de 3 dosis de 100 pg, cada 15 dias. A las 8 semanas, se obtuvo la
sangre de los ratones por sangrado ocular a blanco y se recolecto la fraccidn sérica
por centrifugacién a 2000 r.p.m. durante 5 minutos, descartando el coagulo formado.

El suero se alicuoto y se guardo a -20°C.

5.7.4. Cuantificacion de Proteinas

La determinacion de la concentracion de proteinas se llevé a cabo por el
método de Bradford. A 10 pl de muestra se le agregaron 190 pl de reactivo de
Bradford y midié la absorbancia a 620 nm en placas de poliestireno de 96 pocillos.
Para la construccion de una curva de calibracion se utilizaron patrones de
seroalbimina bovina (BSA) y sobre la base de la misma se determiné la

concentracion proteica de las muestras.
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5.7.5. Western Blot

5.7.5.1. Extraccién de proteinas y cuantificacion
Para la obtencion de extractos proteicos para Western blot, se siguieron los
protocolos explicados en el apartado Extractos proteicos de la seccion Proteina:

Metodologias y se cuantificaron por el método de Bradford.

5.7.5.2. Electroforesis en gel de poliacrilamida SDS-PAGE

El analisis electroforético de proteinas fue realizado en condiciones
desnaturalizantes de acuerdo a la técnica descripta por Laemmli. Para ello, se
utilizaron geles de poliacrilamida con SDS de entre 8 y 10%. Previamente al
sembrado de las muestras, estas se mezclaron con buffer de siembra para proteinas
con SDS y DTT, y se calentaron en bafio seco durante 10 minutos a 99°C. La corrida
electroforética se realiz6 a 35 mA por gel durante el tiempo requerido, controlando la
corrida mediante la observacion del marcador de PageRuler Plus Prestained Protein
Ladder (Fermentas). Para extractos totales o impuros de proteinas se sembraron 30-

35 ug de proteinas, mientras que para proteinas purificadas, se sembraron 3-5ug.

Una vez finalizada la separacion electroforética, se procedié a la
electrotransferencia del mismo para continuar con el analisis de Western hld,
tincion con Coomassie Brilliant Blue. En este ultimo caso, la tincién de los geles se
realizé sumergiendo el gel en una solucién de Coomassie Brilliant Blue durante 30
minutos con agitacion suave. Luego se destifid el gel con Solucion Decolorante
mediante sucesivos cambios cada 15 minutos hasta obtener la intensidad de las

bandas deseada.

5.7.5.3. Electrotransferencia de proteinas

Para la electrotransferencia, se utilizé alternativamente membrana de PVDF
Amersham Hybond-P (GE Healthcare) o nitrocelulosa Amersham Hybond ECL (GE
Healthcare), las cuales se pre-trataron siguiendo las instrucciones del fabricante.
Una vez finalizada la corrida electroforética, se montd el sistema de

electrotransferencia semi-seca, utilizando papeles de transferencia Whatman 3MM
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embebidos en buffer Tris-glicina 1x-metanol 20%, utilizando el dispositivo FastBlot

(Biometra). La transferencia se realizé a 8 mA/aturante 45 minutos.

5.7.5.4. Inmunodeteccién

Una vez transferidas las membranas, éstas se incubaron en solucion de
bloqueo durante 16 hs. Una vez finalizado este proceso, se enjuagd brevemente la
membrana en TBS 1x-Tween 0.05% y se incub6 durante 60 minutos con una
dilucién adecuada del anticuerpo primario. Tras esta incubacion, se lavd la
membrana en TBS 1x-Tween 0,05% durante 5 minutos, con 3 cambios de solucion
de lavado y finalmente de incub6 con la dilucién correspondiente del anticuerpo
secundario conjugado a peroxidasa de rabano (Horseradish peroxidase HRP).
Finalizada esta incubacién, se repitieron los lavados con TBS 1X-Tween 0,05%. El
revelado de las membranas fue realizado utilizando el kit de quimioluminiscencia
Western Lightning Chemiluminescence Reagent Plus (Perkin Elmer), y la posterior
sensibilizacion de placas AGFA CP-BU New Medical X-Ray Film.

5.8. Metodologias realizadas con levaduras

5.8.1. Curvas de crecimiento en medio liquido

El método utilizado consisti6 en inocular un tubo falcon de 15 ml
conteniendo 3 ml de medio SD-U y hacer crecer en agitaciéon a 28°C durante la
noche {overnight” = “O.N.”). Los cultivos fueron centrifugados a 1000g y lavados 3
veces con PBS estéril. A partir de éstos se inocular8rcdlalas/ml en un tubo
falcon de 50 ml con 10 ml de medio SD-U para de expresion negativa (represion) o
SGR-U para la expresion positiva (induccién). Para la induccion de la expresién, las
levaduras credas “O.N.” en SD-U fueron centrifugadas 5’ a 1000 x g, lavadas con
PBS 1X estéril tres veces, resuspendidas en 10 ml delS&Reubadas “O.N.” con
agitaciéon a 28°C. A partir de estos cultivos se repitid el protocolo anterior, y se
inocularon 16 células/ml en 10 ml de medio SGR-U fresco, y de éste modo evitar un
posible retraso en la expresion de las proteinas debido a la presencia de glucosa

residual en el crecimiento.
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5.8.2. Curva de crecimiento en medio sélido
La técnica utilizada fue similar a la de medio liquido, pero en éste caso se

inocularon diluciones seriadas’aly , a partir de 19células/ml. Se colocaron gotas
de 10 pl con las diluciones indicadas, en placas de Petri con medio SD-U agar, 0

SGR-U agar y se incubaron a 28 °C.

5.8.3. Sensibilidad al ketoconazole
Para realizar este experimento, se hicieron crecer las levaduras en medio

liquido del mismo modo que los experimentos anteriores. De estos cultivos crecidos
se tomaron 10 células y se inocularon en SGR-U agar (0,75%) fundido, pero
mantenido a baja temperatura (inferior a 40 grados), lo que permitia mantener las
células en suspension el tiempo suficiente como para plaquearlo sobre una placa de
Petri con medio SGR-U agar (2%), y dejar solidificar a temperatura ambiente, y
posteriormente incubar en estufa a 28 °C. Se comprobé que las levaduras eran
capaces de crecer luego de ser sometidas a este tratamiento, por lo que se procedié

con el experimento.

Para el ensayo de halo de inhibicién, se procedié de igual modo, pero una vez
solidificado el agar blando, se colocaron discos de papel whatmann de 5 mm de
didmetro, a los que se les habia agregado 10 pl de una solucion de ketoconazole
diluido en DMSO, a distintas concentraciones. Antes de depositar el disco sobre la
placa, se dejo evaporar el DMSO, acercando el disco a un mechero encendido por
unos segundos, lo suficientemente cerca como para observar que el mismo se seca,
pero no tanto como para que se caliente y se deteriore el ketoconazole. Los discos
fueron colocados sobre el medio-agar blando con levaduras evaluando distintas
concentraciones de la droga para ver el efecto que tenian sobre el crecimiento, y se
selecciond la concentracion que resultara 6ptima para la visualizacion de la misma.
La eleccion de una concentracion de 5 pg de ketoconazole resultd adecuada, ya que
concentraciones mayores no permitian medir un halo para las levaduras WRA, dado

a gque éste superaria el tamarfo de la placa de Petri.

Los halos de inhibicién fueron calculados midiendo el radio del halo desde el

centro del disco Whatmann.
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5.8.4. Andlisis del contenido lipidico de las levaduras

Se partié de cultivos de levaduras en medio SGR de 48 hs. Los cultivos
fueron centrifugados 10’ a 1000 x g y los pellets resuspendidos y lavados 3 veces
con con agua fria. Los cultivos fueron resuspendidos en agua en una concentracion
de 10 células/ml, alicuotados de a 1 ml en tubos eppendorf de 1,5 ml. Los tubos
fueron centrifugados y se descartdé el sobrenadante. Los pellets obtenidos
conteniendo 1D células totales fueron liofilizados y conservados -70 °C para su

posterior uso.

5.8.5. Extraccion de lipidos

Importante: todos los materiales utilizados para la extraccion deben ser de vidrio.

No se deben utilizar solventes viejos, particularmente el cloroformo.

1. Los pellets liofilizados fueron transferidos a tubos de vidrio y tratados con 2
ml de una mezcla de cloroformo-metanol (2:1) por 24 hs a temperatura
ambiente.

2. Las moléculas polares fueron eliminadas lavando la fase organica con 3 ml

de agua milliQ, vortexeando, centrifugando a 1500 rpm por 10 min, y

removiendo cuidadosamente la fase acuosa y el material blanco que se forma,

dejando en el tubo la capa de cloroformo donde se encuentran los esteroles.

Este proceso debe repetirse 3 veces.

Los solventes organicos se evaporan bajo flujode N

Se resuspende el pellet en 2 ml de cloroformo-metanol (9:1).

Repetir 3 veces el paso 2.

Se resuspende el pellet en 2 ml de acetonitrilo.

Repetir 3 veces el paso 2.

© N o 0o &~ W

Utilizando una pipeta Pasteur, se transfiere la capa de acetonitrilo a un tubo
limpio, cuidando de no arrastrar agua o parte del material blanco.

9. Se seca el acetonitrilo bajo flujo de.N

10. Los esteroles secos se disuelven en 30 pl de hexano utilizando una jeringa de

vidrio y vortex.
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11.Los esteroles son deatizados agregando 70 ul de N,N-bis(trimetilsilil)-
2,2,2-trifluoracetamida (BSFTA) (Pierce), vortexeando nuevamente,
transfiriendolo a botellas pequefias de GC-MS, e incubado al menos 2 h a 37
°C.

5.8.6. Cromatografia gaseosa y espectrometria de masa

Horno: Temperatura del horno: 200 °C. Tiempo inicial : 1 min. Temperatura
méxima 325 °C.

Injector: Para GC/MS: Solvente A: Acetona. Solvente B: Hexano. Volumen de
inyeccion: 3 pl. Numero de bombeos: 6.Numero de prelavados: 6. Numero de post

lavados con solvente A: 6. Numero de post lavados con solvente B: 6.

Entrada: Modo: Split. Temperatura: 250 °C. Presion: 16,1 psi. Split ratio: 10.0.

Corriente total: 13 ml/min. Tipo de gas: Helio.

Columna: Largo: 30 m. Diametro 250 um. Presion” 16,1 psi. Flujo durante la
corrida: 1 ml/min. Flujo post corrida: 2,63 ml/min. Velocidad: 39 cm/seg. Modo:
flujo constante.

Detector: Temperatura: 230 °C.

Programa realizado:

300°C 320°C
20 min 1min
15°Q/min
200°C
1 min
27,66 min Post corrida

120



Materiales y métodos

5.9. Metodologias realizadas con parasitos
5.9.1. Oligonucleotidos utilizados para el clonado decCPR-A 'y
TcCPR-C en el vector pTREX[84].

TcCPR-A

Fw(Hindlll): ACTAAGCTTATGCATGAGGGGGCTGAA
Rv(Xhol):  ACTCTCGAGCGCCGACCACGAGTCCAC

TcCPR-C

Fw(Xbal): TCTAGAATGCTTTTCTACCTAATTGG

Rv(Xhol): CTCGAGCTAGGATGCAGACCAAAC

5.9.2. Extractos proteicos de parasitos

Para la obtencidn de extractos proteicos totalergpanosoma cruzise
recolectaron los parasitos provenientes de un cultivo en medio LIT en fase
exponencial (4 dias post-repiqgue) mediante centrifugacion a §000rante 5
minutos. El pellet de parasitos obtenido se lavé con PBS 1x y se resuspendié en 100
pul de buffer de lisis suplementado con inhibidores de proteasas y 10 mM de 3-
aminobenzamida. Los parasitos se mezclaron suavemente y se congelaron a -20°C
durante 24 hs. Posteriormente se sometieron a 2 ciclos de 5 segundos de sonicacion y
se cuantifico la concentracibn proteica por el método de Bradford. Este

procedimiento se aplico para las 3 formas del parasito.

5.9.3. Localizacion subcelular mediante inmufluorescencia

indirecta
Para determinar la localizacion subcelular de las proteinas, se utilizaron

anticuerpos especificos contra estas proteinas, obtenidos de acuerdo a lo explicado
en el apartado‘Generacion de anticuerpos especificoka realizacion de la
inmunodeteccion se realizd siguiendo el protocolo explicado en el apartado
“Inmunofluorescencia indirectaBrevemente, tras la fijacion de los parasitos, estos

se adhirieron a un portaobjetos, tras lo cual se permeabilizaron y se incubaron en
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solucion de bloqueo. La inmunodeteccion T&CPRs se realizé utilizando una
dilucion adecuada en PBS 1x-Tween 0,05% (BSA 1% (p/v) del anticuerpo
policlonal contral cCPRs obtenidos en raton.

5.9.4. Determinacion de las concentraciones de NADPy

NADPH
Los nicotinamida adenina dinucleétido difosfato (NAPR/ su forma

oxidada (NADPH) fueron extraidas segun describe Leonardo y col [85]. El ensayo
enzimatico fue realizado utilizando 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl-
tetrazolium bromide (MTT) como aceptor final de electrones. Los procedimientos
para este experimento fueron descriptos por Gibson y cols. [86]. Brevemente, una
mezcla de MTT, PES (5-ethylphenazinium ethyl sulphate), glucosa 6-P y glucosa 6-
P deshidrogenasa fue utilizada para determinar la concentracion de*NADP
NADPH a 30°C. La reduccién del MTT (monitoreada espectrofotométricamente a

570 nm) fue directamente proporcional a la concentracion de coenzima.

5.9.5. Andlisis de esteroles €h cruz
El andlisis de esteroles fue realizado segun Hankins y &I |

Aproximadamente TOepimastigotes en 1 ml de medio de cultivo LIT fueron
incubados durante 0,5; 1 y 6 horas con 10 uCi de [*H] mevalonolactona, o bien
DMSO (control). El pellet fue lavado y extraido con una mezcla de
cloroformo/metanol (2:1, v/v) [88]. Los lipidos resultantes fueron separados
mediante cromatografia de capa delgada en silica gel (TLC) utilizando tolueno/dietil-
eter (9:1, v/v) como solvente de corrida. Los spots correspondientes a los lipidos
radioactivos fueron visualizados mediante autoradiografia, utilizandelANCE

(Perkin Elmer, Shelto, CT, USA), y luego raspados para conteo en contador de
centelleo. Los estandar para esteroles fueron revelados con vapor de iodo (Sigma

Co., St Louis, MO, USA) a fin de poder identificar los spots radioactivos
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5.9.6. Determinacion del orden de membrana

Solucién Krebs: (composicién en gramos por litro de agua destilada) NaCl 5,5; KCI
0,35; MgSQ-7H,0 0,29; CaCl0,28; KHPO, 0,16; NaHCQ 2,1; dextrosa 4,0.

16® epimastigotes fueron cosechados y lavados en solucién Krebs, y
resuspendidos en 300 pl de la misma solucion. Las células fueron luego marcadas
con la sonda fluorescente 6-dodecanoil-2-dimetilaminonaftaleno (Laurdan) durante
15 min a 28°C, en una concentracion final de 0,2 uM. El ensayo de polarizacion fue
realizado en un espectrofotometro de fluorescencia (modelo Perkin ElImer LS55) a
28 °C. La longitud de onda de excitacion utilizada fue de 350 nm y se registro la
emision a 430 nm y 480 nm. El valor para la polarizacion general (GP) fue calculado

como la medida relativa del orden de membrana:

GP = (k3o - l4g0)/(l430 + laso)

El valor de GP asume tedricamente valores que alcanzan +1 (siendo el mayor orden)

y -1 (siendo el menor orden de membrana).

5.9.7. Incorporacion de FITC-BSA

10¢® epimastigotes fueron cosechados y lavados dos veces con LIT libre de
suero (sfLIT). Las células fueron incubadas a 28 °C por 10 min en sfLIT. Se
agregaron 20 pg de FITC-BSA (Molecular Probes, Invitrogen, Buenos Aires,
Argentina) y se incubd las células otros 20 min a 28°C. La reaccion fue detenida
agregando sfLIT frio, se lavaron una vez a 4 °C y fijadas con paraformaldehido 4%
en PBS por 30 min. La fluorescencia fue cuantificada mediante citometro de flujo
(BD FACS Aria™ Becton Dickinson, San Jose, CA, USA). El valor medio de
fluorescencia fue obtenido a partir de los graficos de densidad para las poblaciones
de células analizadas, a los que se substrajo el correspondiente control de union

inespecifica.

5.9.8. Andlisis del ciclo celular

La determinacion del contenido de ADN fue realizada mediante citometria de

flujo, mediante el método descripto por Nicoletti y col. [&2{sado en la tincion del
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ADN con ioduro de propidio (Pl, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA),
colorante fluorescente que se intercala en el ADN. La intensidad de fluorescencia es
proporcional al contenido de ADN en la célula® &pimastigotes fueron cosechados

y lavados. El pellet de parasitos obtenido se lavé con 1 ml de PBS 1x-EDTA 0,2 mM

y se resuspendié en 200 pl de esta misma solucidn. Los epimastigotes resuspendidos
se mezclaron con 5 ml de etanol 70% frio, y se incubaron durante 25 minutos a -
20°C, tras lo cual se recolectaron por centrifugacion a 3800 g, durante 10 minutos a
4°C. Se descarto el sobrenadante y el pellet obtenido se resuspendié en 200 ul de una
solucion de ioduro de propidio 69 pM en citrato de sodio 34 mM. La fluorescencia
fue cuantificada mediante citémetro de flujo (BD FACS Afi@ecton Dickinson,

San Jose, CA, USA). Al menos “16élulas fueron analizadas por cada muestra

utilizando el mismo seteo del equipo.

5.9.9. Microscopia electrénica

5.9.9.1. Microscopia electronica de transmision

10° epimastigotes fueron cosechados y lavados dos veces con PBS. Los
parasitos fueron fijados con una solucién de glutaraldehido 2,5% en PBS, 4%
formaldehido, pH 7,3 durante 1 hora, y embebidos en resina epoxi, seccionados y
tefiidos segun los métodos estandar para microscopia electronica de transmision. Las
imagenes fueron obtenidas con un microscopio electrénico de transmisién Zeiss M
EM 10C operado a 80 kV.

5.9.9.2. Microscopia electronica de barrido

Las células fueron fijadas del mismo modo, adheridas a portaobjetos con
poli-L-lisina, deshidratadas con etanol, secadas y recubiertas con oro. Los parasitos
fueron observados utilizando un microscopio electronico de barrido Zeiss Supra 40

operado a 3 kV.
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5.10. Mediciéon enzimatica

La mediciéon de la actividad reductasa fue medido por espectrofotometria,
segun el protocolo de Kuwahara et al. [55]. La reaccion fue realizada utilizando 500
ul de buffer de medicion (2X) (ver materiales), 10 ul del dador de electrones
(NADPH) 1mM para una concentracioindl de 100 uM y como aceptor de
electrones el citocromo c¢ en una concentracion final de 100 uM. El espectro de
absorcion fue monitoreado a 550 nm utilizando un espectrofotometro DU 640B
Spectrophotometer. El coeficiente de extincion molar utilizado para el calculo de la

concentracion de citocromo ¢ es de 21'anivi™,

Actividad especifica= (A Abs /€) / [n], donde A Abs = pendiente de la curvag =21

cm* mM™y [#] = concentracion en la cubeta.

5.11. Co-inmunoprecipitacion
El ensayo deco-inmunoprecipitaciéon se realizé utilizando la resina de

agarosa activada Pierce ® NHS-Activated Agarose Dry Resin de Thermo Scientific,

de acuerdo a las instrucciones del manual.
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7.2. Espectrometria de masa

a1

Anexo

217 23 273, 299 3%
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Peak #1: Electron impact mass spectrum (EIMS) of squalene.
RT=7.8-7.9 min [M]** =410 m/z
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Peak #2: (EIMS) of cholesterol-TMS-ether.
RT =9.8-9.9 min. [M]** =458 m/z
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Peak #3: (EIMS) of ergosta-5,7,9(11),22-tetraen-3-beta-ol TMS ether
(dehydroergosterol-TMS ether). RT = 10.1 = 10.2 min. [M]** = 466 m/z
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Peak #4: (EIMS) of ergosterol-TMS-ether. RT =10.46 — 10.59 min.
[M]** = 468 m/z
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Peak #5: (EIMS) 4-methyl fecosterol or 14-methyl fecosterol.
RT =10.63 — 10.71min. [M]** = 484 m/z

Peak #6: (EIMS) of 14-a-methylergosta-8,24(28)-diene-3B3-6a-diol-TMS ether

RT =10.7 —10.77 min.

M]** = 570 m/z
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470

Peak #7: (EIMS) of episterol TMS ether.
[M]** = 470 m/z

RT =10.9 - 11.05 min.
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Peak #8: (EIMS) of C4-dimethyl or C4-hydroxy intermediate
RT =11.12-11.17 min. [M]** = 572 m/z
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Peak #9: (EIMS) of C4-dimethyl, C4-hydroxy intermed.? Or 14-alphamethylergosta-3,6 diol ether
RT =11.21-11.37 min. [M]** =572 m/z
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Peak #10: (EIMS) of lanosterol-TMS-ether.
RT =11.3-11.4 min. [M]*" = 498 m/z
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Anexo

7.3. Microscopias de barrido

7.3.1. Parasitos pTREXTcCPR-A

EHT = 3.00 kV WD = 2.6 mm Mag= 5.00KX Signal A = InLens

L EHT = 3.00 kV WD = 2.6 mm Mag = 23.50 KX Signal A = InLens
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Anexo

Lo EHT = 3.00 kv WD = 2.6 mm Mag= 19.00K X Signal A = InLens

o EHT = 3.00 kV WD = 2.6 mm Mag = 11.00 K X Signal A = InLens
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